1. RESUMEN

Las infecciones vaginales se encuentran entre las enfermedades que mas se
presentan en ginecologia. La vaginitis es la inflamacion de la mucosa de la vagina y
obedece a diversas etiologias. Los principales microorganismos causales de vaginitis son

Trichomonas vaginalis y Candida spp.

La vaginosis bacteriana es la infeccion de tejidos vaginales, generalmente por
transmision sexual. La vaginosis es mas frecuente durante el periodo fértil y aunque su
etiologia es polimicrobiana se ha visto que uno de los agentes infecciosos mas importante

es Gardnerella vaginalis, identificada en la década de 1950 por Leopod, Gardner y Dukes.

En Guatemala, el uso de plantas medicinales para el tratamiento de infecciones
vaginales es una préctica popular, que ha sido heredada de generacioén en generacion. Con
este estudio se desea comprobar y validar la actividad antimicrobiana de los extractos
metanolicos y diclorometanicos de ocho especies de plantas medicinales utilizadas para el
tratamiento de infecciones vaginales contra G. vaginalis y cinco especies de Candida para

poder ser utilizados como una alternativa al tratamiento farmacologico.

A los extractos que presentaron actividad (p<0.10) contra alguna de las especies de
Candida se les determiné la concentracion inhibitoria minima (CIM). El crecimiento de C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilopsis y C. krusei fue inhibido por el extracto metandlico
de Punica granatum a una concentracion de 0.5 mg/mL. C. tropicalis mostrd inhibicion a

una concentracion de 1 mg/mL.

G. vaginalis no fue inhibida por los extractos metandlicos y diclorometanicos
ensayados lo que indica que las partes de las plantas utilizadas no poseen los metabolitos

necesarios para inhibir el crecimiento de dicho microorganismo.



2. INTRODUCCION

El hombre primitivo debidé adquirir conocimientos que le eran utiles al determinar
cuales plantas podrian tener un valor alimenticio y cuales podrian provocarles la muerte;
los poderes curativos de ciertas hierbas, raices, jugos, hongos, etc., se debieron haber
conocido por necesidad o por accidente.  Una vez estos atributos fueron conocidos, se
utilizaron como tratamiento antimicrobiano, para enfermedades gastrointestinales, para
enfermedades de la piel, u otras alin mas graves; toda esta informacion indudablemente se

ha transmitido de generacion en generacion.

La busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana es de gran trascendencia
debido a la dificultad que se presenta al combatir enfermedades causadas por
microorganismos patdgenos. Se ha incrementado stbitamente el interés del hombre en
plantas medicinales en estos Ultimos afios, debido a muchos factores, entre ellos podemos

mencionar el interés por un tratamiento mas natural y la disminucion de costos.

Guatemala es un pais ecoldgica y culturalmente privilegiado, tanto por su ubicacion
geografica y gran diversidad genética, como por la riqueza cultural. Sin embargo, es muy
poco lo que se ha investigado sobre estas importantes fuentes de saber y el uso de los

productos naturales.

En nuestro pais la vaginitis es uno de los problemas mas comunes en ginecologia.
La vaginosis bacteriana es la infeccion de tejidos vaginales, generalmente por transmision
sexual, en cambio la vaginitis es la inflamacion de la mucosa de la vagina y obedece a
diversas etiologias entre las que podemos mencionar a las especies de Candida. La
vaginosis es mas frecuente durante el periodo fértil y aunque su etiologia es polimicrobiana

se ha visto que uno de los agentes infecciosos mas importantes es G. vaginalis (1,2).

Existen practicas de medicina tradicional, que generalmente se acompafian de
plantas medicinales, con este estudio se desea comprobar y validar la actividad
antimicrobiana de los extractos metandlicos y diclorometanicos de las siguientes plantas de
uso medicinal: Smilax dominigensis (zarzaparrilla), Phlebodium pseudoaureum (calahuala),

Dioscorea alata (fame), Citrus aurantium (naranja agria), Ananas comosus (pina), Punica



granatum (granada), Hamelia patens (chichipin) y Brosimum alicastrum (ramén), contra
microorganismos de importancia médica, como G. vaginalis, Candida albicans, C.

glabrata, C. krusei, C. parapsilopsis y C. tropicalis, que causan vaginosis y vaginitis.



3. ANTECEDENTES
3.1. Microbiota vaginal normal

La microbiota vaginal ha sido estudiada desde 1892 por Ddderlein cuando describid
el patrén normal que se observa en la mujer en edad reproductiva la cual esta constituida
por microorganismos aerobios, anaerobios y bacilos de Ddderlein estos en conjunto le

confieren un pH a la vagina que oscila entre 4-5 (2,3).

El estimulo hormonal determina la proliferacion de las células epiteliales que
aumentan su contenido de glucogeno. Este es utilizado por Lactobacillus spp. Siendo el
acido lactico el producto final del metabolismo que ocasiona un descenso importante del
pH. La acidez resultante inhibe muchas bacterias. En la mujer en edad reproductiva
predominan distintas especies de lactobacilos, otros bacilos Gram positivo y menor nimero
de cocos Gram positivo (Streptococcus spp., Enterococcus spp., etc.). También pueden
encontrarse en bajo nimero Actinomyces, bacilos Gram negativo anaerobios como
Bacteroides y distintas especies de enterobacterias. S. agalactiae (grupo B) se aisla en un
porcentaje variable a esta edad. Si bien no suele producir enfermedad en la mujer, su

presencia implica riesgo para el recién nacido, en el cual puede causar enfermedad severa

3).

La composicion de la microbiota depende del contenido de estrogenos. Durante la
gestacion, a medida que el embarazo progresa, aumenta la densidad de lactobacilos y
disminuyen los bacilos Gram negativo anaerobios y facultativos, el resultado es un
mecanismo que reduce el riesgo de bacteriemia grave durante el parto y el puerperio.
También puede aumentar la cantidad de levaduras y, eventualmente, pueden causar

sintomas (3,4).

En la etapa prepuberal predominan microorganismos de origen cutdneo y perineal:
Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium spp., pueden aislarse levaduras en escaso

numero, al igual que enterobacterias y algunos bacilos Gram negativo anaerobios (3).



En la mujer postmenopdusica, al cesar el estimulo hormonal, la microbiota retorna
al patron de la infancia. La microbiota vaginal juega un papel muy importante en la

proteccion frente a infecciones vaginales (4).
3.2. Microbiota vaginal alterada

Como ya se menciond la microbiota vaginal estd compuesta por un delicado
ecosistema en el que los lactobacilos tienen un papel fundamental en la defensa frente a los
patogenos que causan infecciones ya que crean condiciones desfavorables para que estos

microorganismos patdgenos puedan proliferar y colonizar la vagina (3,4).

La utilizaciéon de antibidticos, alteraciones en la inmunidad, incluso situaciones de
estrés pueden causar un descenso de los lactobacilos lo cual es aprovechado por los
patogenos para proliferar en la vagina y se produce un proceso infeccioso de la vagina. Es
por ello que ante una infeccion vaginal, debe no solo tratarse el microorganismo causal con
el tratamiento especifico para él, sino que también hay que procurar que se recupere el

equilibrio del ecosistema vaginal mediante la administracion de lactobacilos (3,4).
3.3. Vaginosis

Es definida como la infeccion de los tejidos vaginales y se caracteriza
microbiologicamente por una alteracion compleja de la microbiota vaginal, en la cual los
lactobacilos decrecen en numero ocasionando el crecimiento de diversas bacterias
patogenas anaerdbicas, siendo el agente infeccioso mas importante G. vaginalis; estas
infecciones pueden ocurrir en mujeres sexualmente activas como en mujeres con ausencia

de relaciones sexuales (4,19).

La vaginosis aumenta el riesgo de padecer Enfermedad Inflamatoria Pélvica,

endometritis postparto, corioamnionitis, rotura prematura de membranas (2,4).
3.3.1. Etiologia y factores predisponentes de vaginosis

Gardnerella vaginalis es el principal agente etioldgico causante de la vaginosis, la
cual esta presente en la vagina del 40% de las mujeres asintomaticas pero se halla en gran

cantidad en mas del 95% de las pacientes con vaginitis. En la vaginosis causada por G.
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vaginalis pueden hallarse gran cantidad de bacterias en la superficie de las células en el
flujo vaginal denominadas células clave que son caracteristicas de la infeccion. Otros
agentes causales de vaginosis son: Mobiluncus spp., Bacteroides spp., Prevotella spp.,
Peptostreptococcus spp., Fusobacterium, Veillonella, Mycoplasma hominis, Peptococcus

spp., Ureaplasma urealyticum y Streptococcus viridans (5-13,19).

Entre los factores predisponentes para el desarrollo de la vaginosis se encuentra el
empleo de hormonas orales, uso frecuente de duchas vaginales, antibidticos; los cuales
trastornan la microbiota vaginal al disminuir la concentracion de lactobacilos y otros
miembros de la microbiota normal, por lo que permite la proliferacion de microorganismos
patogenos. El embarazo y la diabetes se acompafian de una disminucion cualitativa de la
inmunidad por células, lo que ocasiona una incidencia més elevada de vaginosis bacteriana.
Las maltiples parejas sexuales aumentan el riesgo de contagio y mas si se tiene

antecedentes de infecciones urinarias (13,14).

La transmision sexual como factor predisponente ha sido muy discutida. Por un lado
algunos investigadores no han encontrado diferencia significativa en la prevalencia de
vaginosis bacteriana o en el aislamiento de G. vaginalis entre grupos de jovenes
sexualmente activas y virgenes, por lo que sugieren que €sta no debe ser considerada una

enfermedad exclusivamente de transmision sexual (3,18).
3.3.2. Epidemiologia de vaginosis

La vaginosis bacteriana representa el 40 a 50% de los casos de vaginitis reportados.
Estudios realizados en Guatemala revelan que el 20% de mujeres estudiadas presentaban G.
vaginalis, y de estas solamente el 55% present6 flujo vaginal mal oliente. Otro estudio
reveld que el 5% de mujeres con leucorrea presentd cultivo positivo para G. vaginalis
utilizando agar chocolate. En mujeres embarazadas se detectdé G. vaginalis en 9.09%

usando agar Columbia (3,15).

Otros estudios retrospectivos, en las estadisticas realizadas sobre las enfermedades
infecciosas han ido en aumento, pues a partir de 1998 hubo un crecimiento de un 19.8%,

del cual el 15.9% pertenece a la vaginosis por G. vaginalis de una poblacion de estudio de



405 mujeres, los casos de leucorrea en nifias fueron en un 42.1%. Los casos presentados en
las clinicas de enfermedades de transmision sexual abarcan de un 32 a 64%, en el contexto
médico familiar de un 12 a 25% y en la practica obstétrica de un 10 a 26%, los cuales
tienen prevalencia en mujeres jovenes de 15 a 43 afos, otros autores han reportado casos en
nifas de 5 a 10 afios con G. vaginalis en los resultados 82% de mujeres en edad fértil
Candida, Trichomonas y Gardnerella se encuentran en aproximadamente 90% de las
pacientes con vulvovaginitis. Si se excluyen las infecciones viricas, estas serian causa del

97% de vulvovaginitis (15,16).

Gardnerella raramente es aislada de nifias premenstruales. Se ha aislado de casi el
50% de las mujeres postmenopausicas, aunque a bajas concentraciones. Tiene mayor
prevalencia entre mujeres de raza negra, y se ha asociado a promiscuidad sexual, embarazo

previo, dispositivos intrauterinos y enfermedades de transmision sexual (3,16,17).

El método anticonceptivo utilizado también es importante, ya que se han aislado en
mayor proporcion Candida, Trichomonas, Gardnerella y bacterias anaerdbicas de mujeres
que usan anticonceptivos orales o dispositivos intrauterinos, mientras que en mujeres que

usan métodos de barrera el microorganismo predominante es el lactobacilo (17,18).
3.3.3. Caracteristicas de G. vaginalis

Desde el punto de vista morfologico, el microorganismo tiene el aspecto de un
bacilo pleomérfico de aproximadamente 0.5 um de didametro y 1.5 a 2.5 um de longitud,
anaerobio facultativo, catalasa y oxidasa negativa con una toxina citotoxica que rompe las

células epiteliales, lo cual explica las alteraciones ultraestructurales en las células (17-19).

Se ha encontrado que es capaz de inducir la presencia de anticuerpos IgA lo que
indica una respuesta inflamatoria local con una hemolisina que actua sobre las células
amino que se tifien con Gram variable cuyas caracteristicas son confirmadas por el sistema
API-20, aunque existen bacterias que por su similitud se denominan agentes similares a G.

vaginalis (19).

La pared celular contiene los aminoacidos: alanina, acido aspartico, acido

glutamico, glicina, histidina, lisina, metionina, prolina, serina, treonina y triptéfano, pero no
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se han detectado acido diaminopimélico ni acidos teicoicos. El andlisis de acidos grasos
muestra: laurato, estereato y oleato. El andlisis de carbohidratos indica 6-deoxitalosa pero

no arabinosa (19).

Sadhu y cols. Concluyeron que aunque el nivel ultraestructural de la pared celular
de G. vaginalis muestra organizacion de Gram positiva, su pared celular es inusualmente
delgada en la mayoria de las células contribuyendo al misterio del porqué se tifien como

Gram variables (19).

A menudo se observan formas en palo de golf y grdnulos metacromaticos. El
microorganismo es inmévil y no encapsulado. La mayor parte de las cepas del género
Gardnerella son anaerobias facultativas y exigentes en cuanto a sus requerimientos

nutricionales. En el agar sangre se produce una [3-hemolisis difusa (20).
3.3.4. Patologia de vaginosis bacteriana causada por G. vaginalis

En la vaginosis este microorganismo produce el succinato necesario para la
proliferacion de anaerobios, los cuales producen aminopeptidasas que liberan aminoacidos
que a su vez son descarboxilados para producir diaminas. Las diaminas mas comunes son
la putresina, la cadaverina, la trimetilamina y las poliamidas. Se ha sugerido que la

trimetilamina es la principal responsable del olor a pescado (19).
3.3.4.1. Sintomatologia de vaginosis bacteriana causada por G. vaginalis

Los signos caracteristicos encontrados son una secrecion blanca o blanca-grisacea
que se percibe generalmente después de la relacion sexual, descarga vaginal excesiva, el
olor fétido aminado (pescado) a causa de la produccion de aminas por las multiples
bacterias de la vagina que puede ser mas marcado después de la relacion sexual sin
proteccion debido a que el flujo seminal alcalino favorece mas el olor. Las pacientes no

siempre se quejan de prurito vulvar (58%), molestias vaginales o una dispareunia (19).
3.3.4.2. Diagnostico de vaginosis bacteriana causada por G. vaginalis

El diagnoéstico clinico generalmente se lleva a cabo mediante los antecedentes

clinicos y el olor. El examen pélvico debe llevarse a cabo para determinar la produccion de
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secrecion andmala ademds de verificar o destacar la presencia de alguna otra enfermedad.
El diagnodstico de vaginosis se basa en la presencia de cuando menos tres de los cuatro
siguientes criterios clinicos las cuales han sido aceptadas como parametro para indicar la

presencia de la enfermedad: (6-8,19).
= Descarga fina, blanca adherente y homogénea.
* pH superior a 4.5.
* Prueba de amina positiva.

= (élulas indicadoras (cé€lulas clave) en preparacion salina (6-8,19).

La presencia de 2 de los 4 criterios clinicos aunados a la presencia de una prueba de
“olor” a amina positiva y el hallazgo microscopico de células clave, permite hacer un

diagnostico exacto y rapido de la vaginosis (19).
3.3.4.2.1. Diagnostico de laboratorio

Se puede iniciar desde el examen de la secrecion durante la toma de una muestra.
Esta prueba se lleva a cabo colocando una gota de KOH al 10% en el espejo vaginal
mezclando el fluido vaginal con una gota de KOH, el cual, debido a que tiene propiedades
alcalinas, causa la produccién de aminas dependientes del metabolismo de las bacterias
anaerobicas. Ya en el microscopio, primero se localiza el campo en potencia baja (fijacion
del objetivo 10x) para detectar tricomonas o yemas de levaduras y pseudohifas. Luego se
ubica el campo en potencia alta (fijacion del objetivo 40x) para detectar elementos
relacionados con vaginosis: células clave, leucocitos, lactobacilos, ademas de otras
bacterias en el medio. Los hallazgos microscopicos tipicos permiten diferenciar las

secreciones normales de las de origen infeccioso (19, 20-23).

La microbiota bacteriana puede ser examinada microscopicamente para evaluar la
presencia de bacterias predominantes. Normalmente en la vagina de la mujer sana, en edad
reproductiva, predominan los lactobacilos (bacilos Gram positivo). En pacientes con
vaginosis, la microbiota de las pacientes cambia, reflejando un incremento en el
crecimiento de G. vaginalis y otros anaerobios (bacilos Gram negativo o Gram variable)

(23-24).



En la secrecion vaginal de las pacientes con vaginosis bacteriana es notable la falta
de leucocitos polimorfonucleares (PMNs), tipicamente 1 6 menos de 1 PMN por célula
epitelial vaginal; en coinfecciones se presenta un incremento en el niimero de los PMNs por
lo cual es mas dificil su diagnostico. Si predominan los leucocitos, se debe considerar la
posibilidad de que la paciente tenga otra enfermedad de transmision sexual, debido a que la
vaginosis bacteriana rara vez provoca un exudado con presencia de leucocitos, los cuales se
han reportado en el 86% de las mujeres diagnosticadas con tricomoniasis (24).
3.3.4.2.1.1. Caracteristicas diagnosticas del cultivo de G. vaginalis:

» Beta hemolitico en agar sangre
= Oxidasa: Negativa

= (atalasa: Negativo

» Indol: Negativo

* Glucosa: Positivo

= Maltosa: Positivo

» Manitol : Negativo

= Reduccion de Nitrato y nitritos: Negativo
3.3.4.2.2. Diagnostico diferencial

La secrecion vaginal causada por Candida y Chlamydia son caracteristicas y se
diferencia de la secrecion causada por Gardnerella. En las infecciones gonococicas se
observa al microscopio su peculiar caracteristica de agrupacion en racimos, cadena o

paquetes cuboidales (24,25).

El diagndstico de Herpes simple se caracteriza por lesiones vesiculosas, pequefas o
grandes y contienen liquido claro; cuando se rompen dan lugar a ulceraciones, de
localizacion vulvar, vaginal o cervical con presencia o no de ardor o sensacion de

quemadura, ulceras multiples y linfadenopatia inguinal (25).
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El diagnostico de tricomoniasis se caracteriza por presentar leucorrea abundante,
maloliente y espumosa, con prurito y ardor vulvovaginal asi como dispareunia, disuria y
flujo, la mucosa estd hiperémica, moteada por petequias (cérvix en “fresa”) o zonas

hemorragicas, leucorrea olorosa, blanca o amarrilla (25,26).

Es importante considerar que hasta un tercio de las mujeres son totalmente
asintomaticas. Para diagnosticar M. curtissi, después de una incubacion de 10 dias en jarras
de GasPak en platos de agar sangre se examinan las placas en busca de colonias de menos
de 1 mm de didmetro, transliicidas e incoloras, compuestas por bacilos curvos Gram

negativo, sustituyendo la tincion de safranina por fucsina basica (26).
3.3.4.3. Tratamiento

El tratamiento mds efectivo para vaginosis causada por G. vaginalis es el
metronidazol, aunque también es eficaz la clindamicina, ambos destinados a erradicar el
microorganismo causal sin alterar la microbiota vaginal, se utilizan a criterio del médico de

la siguiente manera:

3.3.4.3.1. Una dosis de 400 mg dos veces al dia durante 7 dias.

3.3.4.3.2. Metronidazol en gel, un aplicador una vez al dia durante 5 o 7 dias.
3.3.4.3.3. Clindamicina al 2%, un aplicador una vez al dia durante 7 dias.
3.3.4.3.4. Clindamicina oral 300 mg dos veces al dia durante 5 dias. (3,23-25).
3.4. Vaginitis

Se define a vaginitis como aquel proceso inflamatorio de la mucosa vaginal que por
lo general suele acompaiiarse de un aumento en la secrecion vaginal. Dicha inflamacion es
causada principalmente por la alteracion del equilibrio de la microbiota vaginal habitual
que esta presente en la vagina y cuya funcion es la de regular el pH vaginal y con ello la

presencia de bacterias y otros microorganismos en el epitelio vaginal (26).

11



Las causas pueden ser diversas; pero los tipos mas comunes de vaginitis infecciosa
se presentan en el 90% de todos los casos en las mujeres en edad reproductiva y estan

causados por: tricomonas y Candida sp. (26).
3.4.1. Etiologia y factores predisponentes de vaginitis

Los principales agentes causales son; la vaginitis por Trichomonas causada por el
parasito 7. vaginalis (un protozoario), que, a diferencia de los otros tipos de vulvovaginitis,
se transmite a través de infeccion vaginal. Los sintomas mas caracteristicos son una
secrecion vaginal de aspecto verdoso o amarillento con un olor desagradable, comezon
intensa, ardor y enrojecimiento de los genitales y dolor durante el coito. Si no se trata puede

afectar al cuello uterino (27,28).

La vaginitis por hongos, es llamada también candidiasis o moniliasis. La ocasiona
el crecimiento excesivo de un hongo que normalmente esta presente en la microbiota
vaginal. La mayor parte de vaginitis por hongos son ocasionadas por la levadura C.
albicans, aunque también otras levaduras, como C. glabrata, pueden ser el origen de la

infeccion (28).

Otras infecciones menos comunes son causadas por Neisseria gonorroheae,

Chlamydia, Mycoplasma, Campylobacter, Herpes y algunos parasitos (28).

Los factores que predisponen al desarrollo de vaginitis son el uso de hormonas
orales, antibidticos. El embarazo y la diabetes se acompafian de una disminucion
cualitativa de la inmunidad mediada por células, que ocasiona una incidencia mas alta de
vaginitis. La inmunosupresion también es un factor predisponente para presentar

infecciones por levaduras (28).
3.4.2. Epidemiologia de vaginitis

Acevedo y Arroyo en el 2009 realizaron un estudio prospectivo en 594 pacientes
que asistieron a la Clinica de Papanicolaou de la Asociacion Pro-Bienestar de la Familia
(APROFAM) en la ciudad de Guatemala, se determind que 305 pacientes (51.3%) padecian

de vaginitis, de los cuales 25 pacientes (4.2%) presentaban vaginitis por Candida sp. (28).
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La vaginitis generalmente es causada por C. albicans en un 90% de las infecciones.
Otros casos estan producidos por otras especies como C. tropicalis y C. stellatoidea. Los
datos disponibles acerca de la epidemiologia de la colonizacion del cuerpo humano por
levaduras y de la micosis vaginal son todavia hoy inadecuados e incluso contradictorios.
La mayoria de los datos publicados tienen su origen en pacientes seleccionadas que no
pueden considerarse representativas. La mayoria de datos disponibles en la literatura

existente sobre incidencia se basan, por tanto, en estimaciones (29-32).

La especie Candida es parte de la microbiota transitoria normal del cuerpo humano,
y puede detectarse en el tracto orointestinal del 50% de los adultos. Se estima que la
incidencia de colonizacion vaginal por levaduras en las mujeres sanas, asintomaticas, no
embarazadas oscila entre el 10 y el 25%. Esta proporcion asciende a aproximadamente un

30% durante el embarazo (33,34).

Determinar la especificidad de una cepa ha demostrado que, en determinados casos,
los hongos se transfieren de la region perianal hasta la vagina. Las cifras de incidencia de
candidiasis vulvovaginal también varian en comparacién con otros agentes causantes
implicados en la vaginitis. Segin Sobel, Candida es el segundo agente infeccioso mas
comun en la vaginitis aguda después de las bacterias, aunque en las regiones tropicales, las
levaduras son la primera causa. En contraste, un estudio prospectivo realizado con 495
mujeres mostrd que la candidiasis, la tricomoniasis y la vaginosis bacteriana se
diagnosticaban con la misma frecuencia. Estadisticas del Reino Unido reflejaron que, entre
los afios 1975 y 1984, la incidencia de infecciones vaginales por Candida se incremento

desde 118 a 200 casos anuales por cada 100.000 mujeres (32).

Se estima que, hasta el 75% de las mujeres sufren candidiasis vaginal al menos una
vez en su vida durante su edad reproductiva. De estas mujeres, aproximadamente un 40-
50% padeceran una segunda infeccion, y hasta un 5% del total de la poblacion femenina

sufre de infecciones recurrentes cronicas por Candida (34).

La candidiasis vulvovaginal constituye la segunda causa de vaginitis en mujeres en
edad fértil asi como en adolescentes; en estas se encontrd a Candida spp. en 22,7 a 28% y

C. albicans en 80% (34).
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En nifas pre puberes la etiologia generalmente es inespecifica. La prevalencia de
candidiasis vulvovaginal en mujeres adultas es del 6 al 13.8% de las mujeres en actividad
sexual, de las cuales el 74 al 94% es producida por C. albicans y el resto se debe a:
Candida spp. (17.4%); C. glabrata (15,9%), C. parapsilopsis (2.9%); C. tropicalis y C.
subtropicales (1.5 a 5.1%); C. famata (5.9%) y C. kruseii (0.7%) (33).

En mujeres asintomadticas puede aislarse Candida spp. hasta en un 20%. En mujeres
embarazadas la prevalencia es mayor (28% a 38%) pero menor que la hallada en el tercer
trimestre, también se encuentra a C. albicans como la principal etiologia (88%) seguido de,
C. glabrata (6,2 a 16,3%) ésta se relaciona a vaginitis cronica, C. krusei (4%) y Candida

spp. (17,7%) (22,33).

C. albicans puede producir en mas del 80% de los casos una infeccion congénita por
Candida sp., seguida por C. tropicalis en el 10%, C. parapsitosis y C. stellatoidea con
menor frecuencia generalmente por via ascendente asociado al uso de DIU o cerclaje,
produciendo corioamnionitis, aborto, muerte perinatal, infeccion cutdnea neonatal y

neumonitis fungica (56).

En mujeres menopéusicas se encontr6 una prevalencia de 7.2 % de Candida spp.
Buscemi y col. hallaron mayor frecuencia de candidiasis en mujeres VIH positivas
(p=0,0086) y Villalobos encontré C. albicans en 20.75% tanto en mujeres seropositivas y
seronegativas, Candida spp. en 5.66% en seropositivas y 11% en seronegativas. La
prevalencia de C. albicans en muestras de exudado vaginal en mujeres internadas por sepsis

ginecoldgica es de 59.8% seguida de la vaginosis bacteriana con 22.1% (57).
3.4.3. Caracteristicas de Candida sp.

Suelen presentarse como una célula oval levaduriforme o redondas; de 2 a 5 micras,
con paredes finas; sin embargo, en tejidos infectados también se han identificado formas
filamentosas de longitud variable, con extremos redondos de 3 a 5 um de didmetro y

pseudohifas, que son células alargadas de levadura que permanecen unidas entre si (32).

14



Las levaduras o blastosporas son microorganismos eucarioticos, las cuales se
reproducen asexualmente por un proceso especifico de division celular conocido como

gemacion (32).

La forma filamentosa del hongo (hifa), es una estructura microscopica tubular, la
cual contiene multiples unidades celulares divididas por septos y puede surgir a partir de

blastosporas o de hifas existentes. Esta crece continuamente por extension apical (32,35).

La pared celular estd formada por multiples capas; compuesta por: quitina,
glicanos, mananos, glicomananos; péptidos; algunos producen capsula de polisacaridos
extracelular, respiracion oxidativa; capacidad limitada de anaerobiosis (fermentacion);
metabolismo heterotrofico; producen metabolitos primarios (citrato y etanol) y secundarios

(amanitina, aflatoian); tiempo de duplicacion largo (36).

La apariencia microscopica de todas las especies de Candida es similar; todas las
levaduras son Gram positiva, en algunas ocasiones la forma de las blastosporas puede

variar de ovoide a elongada o esférica (36).

Se presentan bajo condiciones de cultivo semianaerébico o facultativo y esta
formado por células elongadas que se mantienen unidas entre si como una cadena y
blastoconidias o blastosporas que estan agrupadas en montones a lo largo del
pseudomicelio, en los sitios en que los extremos finales de las células pseudomiceliales se

empalman con otras (36).

En contraste con otras especies de Candida, C. albicans tiene una marcada
tendencia a formar esporas grandes de pared gruesa, denominadas clamidosporas, sobre
todo cuando se cultivan en un medio especial como Agar Harina de Maiz; la clamidospora
tiene un didmetro de 7 a 8 um y casi siempre se origina en el extremo del pseudomicelio.
Es una importante caracteristica morfoldgica en la identificacion de C. albicans. Asimismo,
tiene la capacidad para producir tubos germinales (filamentacion en suero) cuando las
colonias son inoculadas en 0.5 ml de suero a temperatura de 37°C, observandose los

resultados después de 2 0 3 h (21,37).
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3.4.4. Patologia de vaginitis causada por candidiasis

La ausencia de algunos factores de virulencia, como la produccion de pseudohifas,
consideradas como estructuras que incrementan la adherencia y penetracién del hongo en
los tejidos, conduce a considerar que C. glabrata es menos virulenta que otras especies,

como C. albicans o C. tropicalis (37).

Este hecho es cierto cuando se utilizan modelos experimentales en animales de
laboratorio; sin embargo, existen evidencias que demuestran una rapida diseminacion de las
infecciones por Candida en los enfermos inmunodeprimidos, en quienes también se

produce una elevada tasa de mortalidad (38).

Aunque el conocimiento de los marcadores de virulencia en esta especie es escaso,
algunas investigaciones han demostrado que C. glabrata produce proteinasas y que la
hidrofobicidad de su superficie celular es similar a la de C. albicans, lo que asegura su
capacidad de adherencia a las células del huésped. Otros factores relacionados con una
mayor virulencia, como el cambio en el fenotipo de las colonias, muy estudiado en C.

albicans, también puede producirse en C. glabrata (38,39).
3.4.4.1. Sintomatologia de vaginitis causada por candidiasis

La candidiasis cominmente causa un flujo espeso, blanco, como cuajado (queso
tipo “cottage”). Puede que tenga o no un olor desagradable, especialmente durante la
menstruacion. Puede causar mucha picazén e irritacion dentro y fuera de la vagina. La
vulva (labios vaginales) puede enrojecer e inflamarse y puede arder o picar. Este tejido
irritado e inflamado es fragil. El rascarse o la actividad sexual pueden causar pequefias
cortaduras. En casos muy graves, se pueden formar ulceras u otros tipos de infecciones
bacterianas en los tejidos lesionados. Puede haber casos asintomaticos en 10 a 20% de

mujeres en edad fértil, casos agudos y severos (32).
3.4.4.2. Diagnostico de vaginitis causada por candidiasis

Muchas mujeres pueden darse cuenta por sus sintomas que tienen una infeccion. Sin

embargo, un diagnéstico correcto es esencial. En el interrogatorio se tendrd en cuenta
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antecedentes de flujo genital, detalle de medidas higiénicas, sintomas y antecedentes
patologicos de importancia. Al examen fisico se determinara la presencia de signos,
caracteristicas del flujo, lesiones vulvovaginales agregadas (Ulceras, etc.). El diagndstico
clinico suele sobre diagnosticar mas que subdiagnosticar. En la gran mayoria, la
observacion de leucorrea y de la mucosa vaginal mediante la especuloscopia, es suficiente
sin tener que requerir de examenes complementarios. En general el pH es inferior a 4.5 y la
prueba de aminas es negativa. En las nifias la vaginoscopia, método de excepcion, se

efectuara por el especialista en caso de vulvovaginitis cronica (32,34).
3.4.4.2.1. Exdmenes complementarios.

3.4.4.2.1.1. Examen directo (Examen en fresco) La muestra debe ser tomada de la pared
vaginal lateral, puede ser sometida a observacion microscopica con KOH al 10 a 20% o
preparaciones tefiidas (Gram) que permiten reconocer blastoconidias, filamentos,
pseudohifas de Candida spp. El examen microscopico directo es especifico pero menos

sensible (4,17,20).

3.4.4.2.1.2. Cultivo: No es usado rutinariamente, pero puede ser util en mujeres con
sintomas recurrentes y con sintomas tipicos que presenten una preparacion de KOH
negativo. Se logra aislar diferentes especies de Candida ademas de sensibilidad a diferentes
antifingicos (antifungigrama con lecturas a las 24 a 48 h de incubacidn, no requiere medios
exigentes, entre estos se tiene al Agar dextrosa de Sabouraud (Biox6n)), durante 7 dias a
37°C, o, agar Base Columbia por 48 h en atmosfera de 5% de CO,, también se realiza
cultivos con CHROMagar Candida (CHROMagar Company, Paris, France) para

identificacion de especies segun el color de las colonias (30,32).

C. albicans produce colonias verdes y tiene la capacidad de producir tubos
germinativos (prueba fisioldgica) y clamidoconidias en agar leche con Tween 80. El cultivo
en medio Intray Colorex Yeast: C. albicans da colonias de color verde o verde azulado; C.
glabrata rosado oscuro y C. krusei rosado oscuro con bordes blancos; C. tropicalis azul

oscuro con halo purpura (27,31).
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3.4.4.2.2. Diagnostico diferencial:

3.4.4.2.2.1. Vaginosis bacteriana: Se caracteriza por fluyjo homogéneo, prueba de nitritos
positiva, presencia de células clave, pH vaginal mayor a 4.5, de las cuales debe presentarse

por lo menos tres (27).

3.4.4.2.2.2. Tricomoniasis vaginal: Se caracteriza por presentar flujo genital fétido,

espumoso y cambios inflamatorios vaginales y es generalmente de transmision sexual (28).
3.4.4.3. Tratamiento de vaginitis causada por candidiasis

El tratamiento estandar para este tipo de infeccion es la aplicacion de una medicina
antifungica en forma de crema o supositorio dentro de la vagina. Por lo general, los
tratamientos se usan por algunos dias. Los principales medicamentos antifingicos son:

clotrimazole, miconazole, nistatina, terconazole y tioconazole (30,32).

Las cremas y supositorios pueden usarse sin problemas, aun si las infecciones
recurren con frecuencia. Sin embargo, algunas infecciones no responderan muy bien o no lo
haran en absoluto a estos tratamientos. Por lo general, este tipo de problema se controla
mejor con medicamentos antifingicos orales como ketoconazole o fluconazole. No se

recomienda usar una sola dosis de tratamiento (30,34).

Hay también algunos remedios caseros para tratar estas infecciones (acido borico,

ajo o betadine) que si se usan correctamente pueden funcionar para algunas mujeres (35).
3.5. Medicina natural

En Guatemala existe una gran diversidad de flora y fauna, gracias a las condiciones
climatologicas imperantes que hacen del territorio nacional un habitat perfecto para el
desarrollo de plantas medicinales. Sobre su actividad medicinal y sobre su capacidad

biocida es escasa la informacion documentada (36).

A la fecha, se han realizado varias tesis con el apoyo del Departamento de
Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San

Carlos, Lic. Armando Caceres, Direccion General de Investigacion y otras instituciones
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internacionales como la Agencia Japonesa de Cooperacion Internacional (JICA) y la
Organizacion de Estados Americanos (OEA) en las cuales se ha evaluado la actividad
biocida de productos vegetales con ensayos antibacteriano, antilevadura, antimicdtico,

antiprotozoario, insecticida y antiartemia (33).
3.6. Descripcion de las plantas en estudio

Desde hace algunos afios se han hecho estudios sobre plantas que contienen
principios antibacterianos, en este caso, se utilizardn estas plantas por su composicion
quimica, farmacologia, usos medicinales, historia y porque se le atribuye propiedades
antiinflamatorias, antiflingicas, antipruriticas, antirreumatica, antisé€ptica, cicatrizante,
desinflamante, estimulante, diurética, entre otras. Por otro lado a pesar de algunas tesis
realizadas sobre este topico, no han sido estudiadas la actividad contra estos

microorganismos causantes de vaginosis y vaginitis. Dichas plantas son:
3.6.1. Nombre cientifico: Smilax domingensis Willd

3.6.1.1. Familia: Smilacaceae

3.6.1.2. Nombre comun: Zarzaparrilla

Otros nombres populares: Bejuco de la vida, cocolmeca, cuculmeca, diente de chucho, palo

de la vida.

3.6.1.3. Descripcion botanica: El género Smilax son bejucos lefiosos o herbaceos, dioicos,
trepando por zarcillos pareados; es un género complejo y poco estudiado. En Mesoamérica
existen unas 26 especies y en Guatemala al menos 12 especies, de las cuales S. lundellii, S.
regelii y S. spinosa son nativas de México y Centro América y se usan indistintamente con

fines medicinales (37).

3.6.1.4. Habitat y distribucion geografica: Es nativa de bosques himedos o secos hasta
2,800 msnm. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Guatemala, Huehuetenango,
Izabal, Jutiapa, Petén, Quetzaltenango, Retalhuleu, Santa Rosa, Suchitepéquez y Zacapa

(37).
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3.6.1.5. Historia: Las Smilax del viejo Mundo eran utilizadas por Dioscorides y Plinio. Un
grupo de plantas de Smilax, colectivamente llamadas zarzaparrilla, fueron introducidas del
nuevo mundo de medicina europea por los comerciantes espafioles del siglo XVI, de
acuerdo con Monardes fue introducida por primera vez en Sevilla en 1536. Gerard (1633)
las menciona como un “remedio contra los dolores cronicos de las articulaciones y la
cabeza y contra los resfrios” Ximenez, en su Historia Natural del Reino de Guatemala se
refiere a una planta como “una de las cosas en que la Divina Ominipotencia parece que mas

se esmero en comunicarle virtudes” (37).

La zarzaparrilla tuvo buen mercado desde el principio para el tratamiento de sifilis y
una variedad de enfermedades que requeria “purificacion de la sangre”. En el siglo XVII
era recomendada por famosos clinicos como Dordyce y Cullen para el tratamiento de sifilis,
pero hacia principios del siglo XVIII dejo de usarse, posiblemente por adulteraciones. En
1850 vuelve a tener importancia. Por una combinacion de factores la zarzaparrilla ha tenido
una drastica pérdida de popularidad, aunque pareciera seguir siendo una droga util en el

tratamiento de ciertas enfermedades cronicas (37).

3.6.1.6. Usos medicinales: El cocimiento del rizoma es de uso medicinal en Centro
América. Por via oral se usa para tratar anemia, afecciones gastrointestinales (diarrea, dolor
de estomago, inapetencia), hinchazon, malaria, dolor de rifiones, enfermedades de la sangre

y venéreas, hepatitis, reumatismo y tumores (38).

La decoccidn se aplica topicamente para tratar diversas afecciones dermatomucosas

(alergia, eccema, liquen plano, tinea, psoriasis) (38-41).

Se les atribuye propiedad antiinflamatoria, antifingica, antipruritica, antirreumatica,
antiséptica, cicatrizante, desinflamante, estimulante, diurética, diaforética, depurativa,
sudorifica y tonica. Las raices de varias especies del género se han utilizado como

colorantes de refrescos o como componentes de arreglos florales (39-41).

3.6.1.7. Composicion quimica: Indica la presencia de alcaloides, aceite esencial, esteroles

insaturados, glucosidos esteroidales (saponinas, cardenolidos, bufadicnolicos), flavonoides,
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leucoantocianinas, taninos, polifenoles, resinas azucares y grasas. Se han aislado agliconas

esteroidales (parrillina, sarsapogenina, smilagenicona) (39-42).

3.6.1.8. Farmacognosia: La materia médica son raices y rizomas Secos.
Macroscéopicamente son manojos de 60-70 cm de largo, arrugas longitudinales, color rojo-
café, fractura de corteza corta con un centro fibroso, corteza blanco-café, xilema amarillo
lignificado, zona parenquimatosa central calida, sin olor, sabor amargo.
Microscopicamente es un polvo rojo-café, consiste en células parenquimatosas
rectangulares con granulos esferoidales de almidén, hasta 30 pm de diametro, granulos
esferoidales poliédricos, exodermis de dos capas engrosadas, paredes amarillentas, células
de hipodermis lignificadas, xilema de vasos y fibras lignificados con engrosamientos
espirales (42,43).

3.6.2. Nombre cientifico: Phlebodium pseudoaureum L.
3.6.2.1. Familia: Polypodiaceae
3.6.2.2. Nombre comun: Calahuala

Otro nombre popular: Polipodio

3.6.2.3. Descripcion botanica: Helecho epifito con un rizoma rastrero y sinuosos, 8-15 mm
de grueso, densamente cubierto con una pelusa dorado-café. Frondas separadas, arqueadas
o esparcidas; sobre tallos brillantes, cafés, 15-30 cm de largo. Hojas ovado-oblongas, verde
brillantes, amarillentas o azul-verdosas 30-120 cm de largo, 20-40 cm de ancho, divididas
en segmentos puntiagudos oblongos, 10-30 cm de largo, 2-5 cm de ancho, algunas veces

traslapadas (44).

3.6.2.4. Habitat y distribucion geografica: Nativas de Centro América. Crecen silvestres en
troncos de palmas, arboles de encino y roca caliza desintegrada, en lugares de gran
humedad a la sombra. Se encuentran desde México y Centro hasta sud América en alturas
de 1,200-2,200 msnm. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Baja Verapaz,
Chimaltenango, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango, Jalapa, Quetzaltenango,

Suchitepéquez y Zacapa (43).
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3.6.2.5. Historia: Con el mismo nombre se designan varias especies de helechos de la
familia Polypodiacea que abundan en sitios sombreados y himedos de los bosques de la
region, la especie mas comun es P. pseudoaureum en Mesoamérica se usan ampliamente
por sus multiples virtudes medicinales atribuidas, en Guatemala se usan indistintamente
otras especies medicinales (P. attenuatum 'y P. dissimile). En Honduras se produce

comercialmente tanto P. decumanum como P. leucotomos (44).

3.6.2.6. Usos medicinales atribuidos: La infusion y decoccion del rizoma se usa oralmente
para tratar afecciones gastrointestinales (diarreas, dolor de estomago, estrefiimiento,
gastritis, respiratorias (asma, tos, tos ferina) y cardiacas, dolor de huesos, reumatismo,
diabetes, gota, hipertension, purificar la sangre, parasitos, enfermedades venéreas, sifilis y

afecciones renales (céalculos, hidropesia) (44).

Topicamente se usa la infusion en emplasto y cataplasma para el tratamiento de
contusiones, reumatismo, ulceras, quebraduras, cancer cierto tipo de tumores, psoriasis y

eccema la decoccion de las hojas se usa para detener las hemorragias (45).

Se le atribuye propiedad analgésica, antihemorragica, depurativa, diurética,
desinflamante, emenangoga, espasmolitico, expectorante, febrifuga, laxante, pectoral,

purgante, sudorifica y tranquilizante (44).

3.6.2.7. Composicion quimica: El rizoma de P. pseudoaureum contiene azucar, aceite
esencial, mucilago, almidon, nitrato de potasio y colorante rojo, ademas contiene
calagualina, polipodina, aceites grasos y taninos, asi como esteroides (ecdisterona y dos
ecdisomas como la polipodaureina) las especies usadas medicinalmente en el Salvador

contienen alcaloides, sesquiterpenlactonas y taninos (43,44).

3.6.2.8. Farmacognosia: La materia médica son los rizomas verdosos en su estado fresco y
café dorado cuando secos, son cilindricos, tortuosos escamas moreno ferruginosas, sin un
olor especial; deben reunir las mismas caracteristicas fisicoquimicas y sanitarias de las otras

materias primas usadas para la elaboracion de productos fitofarmacéuticos (44).
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3.6.3. Nombre cientifico: Dioscorea alata L.
3.6.3.1. Familia: Dioscoreaceae

3.6.3.2. Nombres comunes: Name, macal, maxcal, akilmacal (Yucatan Maya), cabeza de

negro, iame, fiame blanco, iame comun, papa china (45).

3.6.3.3. Descripcion botanica: Plantas erectas, glabras, tallos con cuatro ramificaciones;
hojas alargadas pecioladas, ovadas, cordadas o cordadas, con seno basal ancho o estrecho,
de 10-20 cm de largo, acuminado o caudado acuminado, espigas ramificadas, alongadas, las
flores sésiles; perianto de 1.5 mm de didmetro, verde palido, segmentos desiguales;
estambres fértiles muy cortos; capsula lustrosa, de 3 cm de ancho. Planta trepadora con 4
tallos en angulo o en forma de alas y llegan a la copa de los arboles, por lo general no tiene
tubérculos aéreos, tiene diversos tubérculos subterraneo lobulados o ramificados, de hasta 2

m de largo, de color blanco, amarillo, naranja, rojo o purpura por dentro (45).

3.6.3.4. Habitat y distribucion geografica: Nativa o tropical de Asia o Africa, cultivada en
la mayoria de las regiones por sus raices; cultivada comunmente en Guatemala,
especialmente en regiones bajas, y en ocasiones en elevaciones mayores, como el
Departamento de Guatemala. Es originario de México, habita en clima calido desde el nivel
del mar hasta los 1500 m. Asociada a bosques tropicales caducifolio, subperennifolio y

perennifolio (45).

3.6.3.5. Historia: El género Dioscorea posee una amplia variedad de especies de
importancia econdmica, comestible y medicinal, estas especies se encuentran distribuidas a
lo largo de las regiones lluviosas de los tropicos y regiones subtropicales (Montaldo, 1991).
Segiin Coursey (1976) este género tuvo una amplia dispersion a fines del cretdceo pero
luego ocurri6 una evolucion con cursos posteriores diferentes en el viejo y en el nuevo
mundo y se originaron distintos desarrollos en los dos hemisferios. La separacion de las
formas ancestrales asiaticas y africanas. En los afios 50 del pasado siglo se estudi6 en
Veracruz, México, una variedad de Dioscorea que se usaba como saponina o jaboén para

matar peces por la compaifiia Sintex. Gracias a este descubrimiento, se detectd su contenido
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en esteroles andlogos a la progesterona, lo que sirvio de base al descubrimiento, en México,

de la pildora anticonceptiva por parte de Djerassi, Miramontes y Romo (45).

3.6.3.6. Usos medicinales atribuidos: En Colombia las hojas son utilizadas como
cataplasma en tumores y barros, en bafios para aliviar varias irritaciones de la piel y
picaduras de ciempiés. El almidon de los tubérculos se aplica como una pasta sobre
hemorroides, en Costa Rica la infusion de hoja es tomada como sudorifico, febrifugo y

estimulante digestivo (45).

3.6.3.7. Composicion quimica: Tallos y tubérculos contienen diosgenina y una saponina,

contiene inulina (45).

3.6.3.8. Farmacognosia: El tubérculo en bruto es agrio e irritante para la lengua y garganta.

Grandes dosis causa pérdida del conocimiento. Antiinflamatorio y antiespasmaddico (45).
3.6.4. Nombre cientifico: Citrus aurantium L.

3.6.4.1. Familia: Rutaceae

3.6.4.2. Nombre comun: Naranjo agria, naranjo amargo

3.6.4.3. Descripcion botanica: 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 coridceas, 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. El nombre
especifico aurantium hace referencia al color dorado de sus frutos y deriva del latin auratus

que significa de color de oro (46).

3.6.4.4. Habitat y distribucion geografica: originario del sudeste de Asia; ampliamente
cultivado en forma comercial en los tropicos y subtropical de ambos hemisferios. En
Guatemala se cultiva en forma semicomercial en Baja Verapaz, Escuintla, Santa Rosa,

Suchitepéquez y Zacapa (46).
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3.6.4.5. Historia: En su lugar de origen, polinesia, consideran que las semillas llegaron a
sus costas desde tiempos prehistoricos, domesticado por sus propiedades ornamentales,
culinarias y medicinales en India o sureste de Asia, los Arabes lo llevaron a Arabia en el
siglo IX y a Espaiia en el siglo XLL, fue la primera naranja que se cultivo en América, se
naturalizdo en México hacia 1568 y en Brasil en 1587. Las flores blancas y perfumadas son
consideradas el simbolo de pureza, por lo que se destina a las novias un ramito de flores

cuando se acercan al altar (46).

3.6.4.6. 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 arbol, y se
secan lo mas 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. El

epicarpio del fruto, se obtiene mondando el mismo y desecandolo en lugar ventilado (46).

La naranja agria tiene una accion antiespasmodica, ligeramente sedante e hipnotica.
Por todo ello esta indicada en casos de anorexia, malestar de estdbmago, ansiedad, insomnio,
tos nerviosa, varices, flebitis, fragilidad capilar y diarreas. Las maximas propiedades
terapéuticas de la naranja se manifiestan cuando se utiliza en forma de zumo exprimido. A
las flores se les atribuye propiedad calmante, espasmolitico, estomaquica, sedante y

sudorifica (46).

3.6.4.7. 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", ademds de otros compuestos; y en el epicarpio aparecen flavonoides, otras
esencias, "curagao", alcoholes varios, sales minerales, pectina, acido citrico y ascérbico.
Los flavonoides confieren una accion vitaminica C de proteccion de los capilares y
preventiva de hemorragias. Por su parte, la presencia de un principio amargo, la limonina,
da a la naranja un efecto tonico, aperitivo y eupéptico; por ultimo, la pectina posee

propiedades antidiarréicas y reductoras del colesterol (46).

3.6.4.8. Farmacognosia: La materia prima son las hojas, flores y pericarpio del fruto seco
que deben reunir las mismas caracteristicas fisicoquimicas y sanitarias de la materia prima

usada para la elaboracion de productos fitofarmacéuticos. Microscopicamente las flores
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muestran en el mesofilo de los sépalos grandes grumos de cristales de oxalato de calcio,
tricomas unicelulares en la epidermis y granos de polen esféricos, el epicarpio muestra

paredes con glandulas de aceite (46).

3.6.5. Nombre cientifico: Ananas comosus (L.) Merril
3.6.5.1. Familia: Bromeliaceae

3.6.5.2. Nombre comun: Pifia

3.6.5.3. Descripcion botanica: Planta bianual, de hojas radicales, largas, duras, envalinadas
de punta espinosa, flores trilobadas, de ovario enfero, fruto grueso, carnoso, escamoso,

coronado de hojitas, comestible (47).

3.6.5.4. Habitat y distribucion geografica: Hierba robusta que puede crecer hasta una altura
de 90 cm y entenderse lateralmente de 1 a 1.5 cm. Tallo cubierto con las hojas, al

desprenderse estas dejan en manifiesto las cicatrices (47).

3.6.5.5. Historia: En tiempo de la colonia, los espafioles la descubren por primera vez en
Pert, y sorprendidos por su excelencia fomentaron su cultivo no solo en América e islas
Canarias, sino que la dieron a conocer por Europa donde principian a cultivarlos en

invernaderos (47).

3.6.5.6. Usos medicinales: Antiinflamatorio, béquico, ténico cerebral, refrescante,
diurético, hipotensor, vermifugo. Entre las propiedades medicinales del mismo la mas
notable es la de la enzima proteolitica llamada bromelina, que ayuda a metabolizar los

alimentos (47).

3.6.5.7. Composicion quimica: Contiene agua, carbohidratos, grasas, proteinas, fibra,
potasio, vitamina C, fosforo, vitamina A, tiamina, riboflavina, y niacina, acido folico total,

serotonina (47).

3.6.5.8. Farmacognosia: La alta concentracion de bromelina en la céscara y otras partes ha

llevado a su uso en decoccién para aliviar infecciones laringeas y faringeas, asi como en
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uso topico para la cistitis y otras infecciones. La materia prima es el fruto, el corazon y la

cascara (47).
3.6.6. Nombre cientifico: Punica granatum L.
3.6.6.1. Familia: Punicacea

3.6.6.2. Nombre Comun: Granada, granada enana, granado, granado agrio, mata de granada

(48).

3.6.6.3. Descripcion botanica: Arbusto ramificado, de hasta 6 m de altura. Tallo de corteza
rugosa, de color gris. Hojas opuestas cortamente pecioladas, coridceas, 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 (48).

3.6.6.4. Habitat y distribucion geografica: 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

(48).

3.6.6.5. Historia: Es una especie nativa de Paquistan, la investigacion de esta planta
medicinal se llevo a cabo en los municipios de Esteli, Somoto, Yalaguina, San Fernando,
Totogalpa, Pueblo Nuevo, Jalapa. Es una planta originaria de la India y Medio oriente que
aparece como elemento del escudo de arma de algunos paises bolivarianos simbolizando la

nueva granada (48).
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3.6.6.6. Usos medicinales: Las partes utilizables son, raiz y corteza del fruto, popularmente
se utiliza como, antidiarréico, antihelmintico y tenifugo. La decoccion de la corteza del
tronco o raiz se usan para expulsar Tenia. La decoccion de cascara del fruto, se usa para
tratar afecciones gastrointestinales (diarrea, disenteria, gastralgia, parasitosis),
enfermedades respiratorias, metrorragia, y blenorragia, a esta se le atribuye propiedad
astringente, emenagogo y 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 en el tratamiento de sifilis. A las flores se les atribuye propiedad astringente

y tonica. En Cuba es usada para tratar ulceras, gripe y enfermedades pulmonares (48).

3.6.6.7. Composicion quimica: Peleterina y derivados de la piridina, presentes en la corteza
del tronco. Acido pirogalico, 4cido granatotdnico, resinas, colorantes, oxalato de calcio,
mucilagos. El fruto contiene, glucosa, fructosa, sucrosa y maltosa. Las hojas contienen 2-

(2-propenil)A’piperideina) (48).
3.6.6.8. Farmacognosia:

La materia médica son la corteza, tronco, raiz y frutos secos. La corteza se presenta
en pedazos pequefios, superficies con fisuras planas; la corteza de la raiz es rugosa y con
cicatrices en la parte donde ha caido el corcho la corteza de raiz al microscopio presenta
abundantes fragmentos de corcho de dos clases; parénquima del floema abundante, consiste
en filas verticales de células pequefias con grumos de cristales de oxalato de calcio,
eventualmente priemas; esclereidos poco frecuentes; muy ocasionalmente granulos

esféricos de almidon (48).

Del pericarpio se han aislado siete compuestos fuertemente activos como
inhibidores de la anhidrasa carbonica (punicalina, punicalagina, granatina B,
galagildilactona, casuarinina, pedunculagina, telimagrandina I) y cuatro moderadamente

activos (acido galico, granatina A, corilagina, acido elagico) (48).
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Se comercializan productos fitofarmacéuticos alopaticos y homeopaticos, se
presenta como decoccidn, jarabe, tintura, extracto y cipsula. En el mercado chino se

encuentran tabletas de 0.5 g del extracto, que se toman 4 tabletas 4 veces al dia (48).
3.6.7. Nombre cientifico: Hamelia patens Jacq.

3.6.7.1. Familia: Chichipince

3.6.7.2. Nombre Comun: Chipitin

3.6.7.3. Descripcion botanica: Arbusto o arbolito, de 1.4 m hojas ternadas, lanceo-oblongas
a redonda ovales, de 5-21 cm, corto acuminadas a obtusas, inflor, con muchas flores, caliz
de 2.5-3 mm, corola tubular de 1.5-2 cm, anaranjado-rojiza, puberula, fruto subglososo u

oblongo-elipsoideo, de 6-10 mm, rojizo (49).

3.6.7.4. Habitat y distribucion geografica: Peten, Alta Verapaz, Izabal, Zacapa,
Chiquimula, Santa Rosa, Escuintla, Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango, San

Marcos, Huehuetenango, Quiche, México, Brasil, Panama (49).

3.6.7.5. Historia: Arbusto elegante cuando estd en plena floracién, por lo que en
oportunidades es sembrado como ornamento en parques y jardines de toda América
tropical. Es uno de los primeros arbustos que aparece después de talar los bosques, pero

rara vez se vuelve abundante en dichos lugares (49).

3.6.7.6. Usos medicinales: A dosis de 570 mg/kg, por via intraperitoneal, provoca un
efecto analgésico significativo (p<0.05) en tiempos de 90 y 120 minutos después de la
administracion. A dosis de 5700 mg/kg, la analgesia se obtiene en los tiempos de 60, 90,
120 y 240 minutos. El tamizaje hipocratico preliminar muestra que el extracto etandlico, a
dosis de 770 mg/kg en via intraperitoneal en la rata, provoca una franca depresion del
sistema nerviosos central, disminucion dréstica de la actividad motora, analgesia, anestesia,

pasividad, paralisis de las patas anteriores, midriasis y descenso de temperatura rectal (49).
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La planta tiene actividad citostatica, estudios clinicos en el Salvador reportan la

mejoria y cicatrizacion de heridas con uso de jabon a base de la planta (49).

3.6.7.7. Composicion quimica: Una seleccion fotoquimica preliminar realizada sobre la
hoja demostré la presencia de alcaloides, saponinas, esteroides y taninos. La planta
contiene alcaloides indolicos: maruquina, isomaruquina, palmirina, pteropodina,

isopteropodoina, rumberina y especiofilina. La flor contiene flavonoides (49).
3.6.7.8. Farmacognosia:

La materia médica que se usa popularmente es la hoja fresca y en ocasiones la raiz;
que debe reunir las caracteristicas fisicoquimicas y sanitarias de la materia prima usada en
la elaboracion de productos fitofarmacéuticos.  En la revision de literatura realizada no se
encontraron referencias sobre la relacion entre la actividad farmacologica atribuida y la
composicion quimica, ni estudios tendientes a la formulacion de productos
fitofarmacéuticos. No es una planta oficial, por lo que no se encuentra en ninguna
farmacopea. Se comercializan productos fitofarmacéuticos como infusion polvo, jabén y

tintura.
3.6.8. Nombre cientifico: Brosimum alicastrum Swartz.
3.6.8.1. Familia: Moraceae

3.6.8.2. Nombre comun: Ramoén, ajushte, capomo, ajah, confitura, iximche, leche maria,

masico, masiquilla, mojo

3.6.8.3. Descripcion botanica: Su fruto es redondo, de color anaranjado y su semilla es
muy rica en almidon. No presenta ni olor ni sabor caracteristico, su copa es densa, formada

de hojas alargadas, gruesas y brillantes (50).

3.6.8.4. Habitat y distribucion geografica: Es una especie que se desarrolla en el bosque
muy humedo subtropical calido. Necesita de una precipitacion pluvial de 2,100 a 4,300

mm anuales y temperaturas entre 21-25°C a una altitud de 80 a 1600 msnm (50).
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Se adapta a climas desde semi-hiimedos hasta semiaridos. Crece bien en suelos poco
profundo o mal drenado, con fertilidad baja moderada y textura desde arcillosa hasta

arenosa, aunque prefiere los cerros calizos y rocosos (50).

3.6.8.5. Historia: Juan de Esteyneffer, en su obra del siglo XVIII refiere que se usa para
fracturas y atrofia de los miembros. Mas informacion aparece hasta el siglo XX. Maximino
Martinez la indica para el asma, bronquitis, como galactégeno y pectoral. Posteriormente,
Narciso Souza comenta que el latex diluido en agua se emplea en el asma y la bronquitis y

sus frutos aumentan la leche (50).

3.6.8.6. Usos medicinales: La inclusion del forraje del Ramoén en la dieta del ganado
vacuno aumenta la produccion de leche. Las semillas de alto valor nutritivo son ricas en
proteinas, aminoacidos, hierro y vitamina C.  Pueden ser cocidas, transformadas en harina
o tostadas para proporcionar una bebida similar al chocolate. Su madera es utilizada en la
construccion, aunque por sus cualidades es mas apreciada para la fabricacion de muebles

de lujo (50).

3.6.8.7. Composicion quimica: Contiene compuesto glinoideo 1-4, 2-6-dimetoxi
benzoquinona. La semilla contiene un aceite esencial, grasa, resina, cera, un alcaloide y

una sustancia mucilaginosa (50).

3.6.8.8. Farmacognosia: Se describe que algunos médicos comprobaron la accion

galactogénica ejercida por las semillas en mujeres recién paridas (50).
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4. JUSTIFICACION

La interaccion del hombre con su variada naturaleza ha generado enormes
conocimientos cientificos y empiricos sobre el aprovechamiento dptimo de los recursos que
nos ofrece la flora. De esta manera la medicina tradicional encuentra en Guatemala un lugar
privilegiado, ya que la cosmovision indigena valora grandemente las formas naturales de
explicar y atender las enfermedades. Sin embargo, estas creencias de las comunidades de
nuestro pais no siempre coinciden con los sistemas médicos prevalecientes, se han tenido
que comprobar, revalorizar y normalizar la distribucion de las plantas medicinales y
productos derivados que requieren atencion para un ordenamiento adecuado en beneficio de
la poblacion, por medio del cual se podrd tomar en cuenta como un medicamento y no

como un remedio casero.

Con esta idea en mente se evaluardn la actividad antimicrobiana de los extractos
metanolicos y diclorometdnicos de rizomas, arboles y arbustos de uso medicinal A.
comosus, B. alicastrum C. aurantium, D. alata, H. patens, P. pseudoaureum, P. granatum,
S. domingensis, y, contra microorganismos de importancia médica, como G. vaginalis, C.
albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilopsis, y C. tropicalis, que causan vaginosis
bacteriana, ya que las infecciones ginecologicas bajas (vulva, vagina), en los ultimos afios
han sido tema de estudio motivado por un aumento en su prevalencia y gravedad de sus
complicaciones. Esta entidad afecta a todas las edades, principalmente a mujeres en edad

reproductiva.

Se utilizaran las plantas antes mencionadas porque se utilizan en salud femenina por
sus propiedades antiinflamatorias, antifungicas, antiséptica, cicatrizante, desinflamante y
diurética, entre otras. Por otro lado a pesar de algunas tesis realizadas sobre este topico, no
han sido estudiadas la actividad de estos microorganismos contra los frutos y raices antes

mencionados.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

5.1.1. Determinar la actividad antimicrobiana de las especies a las que se les atribuya

propiedades medicinales contra microorganismos causantes de vaginosis.
5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales contra cepas G.

vaginalis y 5 especies de Candida.

5.2.2. Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los extractos contra G.

vaginalis y 5 especies de Candida.
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6. HIPOTESIS

Al menos uno de los extractos presenta actividad biocida in vitro contra G. vaginalis, o

especies del género Candida.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Universo de trabajo:
Especies vegetales utilizadas en el tratamiento de vaginitis y vaginosis.
7.2. Muestra:

Ocho extractos metanolicos y diclorometdnicos de plantas medicinales de
Guatemala que no han sido estudiadas y son utilizadas con frecuencia para el tratamiento de
infecciones vaginales por su facil obtencion, siendo estos: pericarpio de A. comosus, C.
aurantium y P.granatum, rizoma de D. alata, P. pseudoaureum y S. domingensis, hojas de

H. patens y B. alicastrum.
7.3. Recursos
7.3.1. Humanos
7.3.1.2. Seminaristas
Monica Elizabeth Guerra Vega
Ana Lucia Godoy Anzueto
7.3.1.3. Asesor
Lic. Armando Caceres
7.3.2. Institucionales

7.3.2.1. Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia de la Facultad de

Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
7.3.2.2. Laboratorio de Productos Naturales Farmaya
7.3.2.3. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT)

7.3.3. Equipo
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7.3.3.1. Balanza analitica Mettler AE 200 y Mettler PM 600
7.3.3.2. Autoclave OMRON Miny Manual Timer STMW Y222

7.3.3.3. Campana de flujo laminar bacteriolégica Labconco Purifies Class I Biosafety

Cabinet
7.3.3.4. Incubadora Fisher Scientific Isotemp Incubador 37 °C
7.3.3.5. Refrigeradora de 4-8°C ADMIRAL dualtemp y Fisher Scientific isotemp, de -80°C
7.3.3.6. Vortex Thermolyne Maxi Mix 11 27600
7.3.3.7. Asas bacteriologicas en argolla
7.3.3.8. Equipo de Rotavapor Biichi Flawil 461 Brinkmann Precision
7.3.4. Materiales
7.3.4.1. Algodon
7.3.4.2. Bata blanca de manga larga
7.3.4.3. Beackers de 250 y 1000 mL
7.3.4.4. Caja de Petri descartables
7.3.4.5. Cinta adhesiva
7.3.4.6. Cinta testigo
7.3.4.7. Erlenmeyer de 1000 mL
7.3.4.8. Espatula pequetia
7.3.4.9. Fostforos

7.3.4.10. Guantes de latex
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7.3.4.11. Jabon desinfectante

7.3.4.12. Marcador permanente

7.3.4.13. Papel mayordomo

7.3.4.14. Papel filtro

7.3.4.15. Pipetas automaticas de 2-1000 pL

7.3.4.16. Probetas de 25 mL y 100 mL

7.3.4.17. Tips amarillos de 10 a 200 pl

7.3.4.18. Tijeras

7.3.4.19. Tubos de vidrio de fondo plano y con tapadera de rosca de 15 mL
7.3.4.20. Vaso de precipitar

7.3.4.21. Viales o frascos pequefios para almacenar el extracto
7.3.5. Reactivos

7.3.5.1. Agar Base Columbia Marca Oxoid (CNA)

7.3.5.2. Agar Muller Hilton

7.3.5.3. Agar tripticasa soya

7.3.5.4. Agua desmineralizada estéril

7.3.5.5. Caldo Tripticasa soya

7.3.5.6. Diclorometano

7.3.5.7. Dimetil sulféxido (DMSO)

7.3.5.8. Etanol al 50%



7.3.5.9. Etanol al 95%

7.3.5.10. Metronidazol (disco de 50 pg)
7.3.5.11. Sangre de carnero

7.3.5.12. Solucioén salina 0.85%

7.4. Procedimiento

7.4.1. Seleccion de las plantas en estudio

Se seleccionaron las plantas en estudio con base en su utilizacion para el tratamiento

de infecciones vaginales por medio de informacion recopilada por CEMAT-FARMAYA.
7.4.2. Elaboracion de extractos vegetales

Las plantas a estudiar fueron identificadas, se secaron, molieron y se peso la

cantidad necesaria para el desarrollo de los extractos.
7.4.3. Extraccion por percolacion

7.4.3.1. Se coloc6d un pedazo de algodén no muy grande en un percolador previamente
limpio y seco, para usar como filtro en la parte inferior y se coloco papel filtro cortado en

forma de embudo de acuerdo al diametro del percolador.
7.4.3.2. Se peso la cantidad de material vegetal a utilizar.

7.4.3.3. Se rotul6 el percolador con el nombre cientifico de la planta, nombre comun,

fecha, peso, parte a utilizar de la planta y disolvente a utilizar.

7.4.3.4. Se humedeci6 el material vegetal con diclorometano y metanol adecuado para la

extraccion, utilizando un vaso de precipitar.

7.4.3.5. Se transfirid todo el material al percolador y se agreg6 etanol al 95% hasta cubrir

el material vegetal.
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7.4.3.6. Se dejo reposar el tiempo necesario para llevar a cabo la extraccion, esto

dependiod del material vegetal (18 a 48 horas).

7.4.3.7. Se abrio la llave de la parte inferior luego de pasado el tiempo, y se dejo gotear el

liquido a una velocidad adecuada.

7.4.3.8. Se recogio el liquido en un erlenmeyer, se anadi6 suficiente disolvente extra, segun

se requirio, hasta obtener el volumen de disolvente agregado al inicio.

7.4.3.9. Se presiono fuertemente el material solido que ha quedado, y se afiadio el liquido

obtenido al percolador.
7.4.4. Concentracion utilizando el rotavapor:

7.4.4.1. Se engrasaron todas las bocas esmeriladas y se armo el rotavapor. Se coloco el

balon colector y se fij6 con la llave respectiva.
7.4.4.2. Se reviso el nivel del agua del bafio de calentamiento.
7.4.4.3. Se encendio el bafio de Maria y se mantuvo la temperatura entre 40+1°C.

7.4.4.4. Se coloco el balon con la muestra y se sujetd el vastago con la llave

correspondiente.

7.4.4.5. Se encendi6 la bomba de vacio durante el tiempo necesario para iniciar la

destilacion.

7.4.4.6. Se inici6 la destilacion del extracto con recuperacion del disolvente hasta obtener

una consistencia semisélida.

7.4.4.7. Se verti6 el extracto concentrado en una caja de Petri de vidrio debidamente tarada

y rotulada.
7.4.4.8. Se coloco en una desecadora durante 7 a 15 dias.

7.4.4.9. Se pesaron los viales tarados y rotulados, cuando el extracto tuvo consistencia
solida.
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7.4.5. Obtencion de la cepa de G. vaginalis

La cepa fue proporcionada por la Asociacion Pro-Bienestar de la Familia

(APROFAM).
7.4.6. Bioensayo para G. vaginalis

Para demostrar la actividad in vitro de los extractos metandlicos y diclorometanicos

de las plantas contra G. vaginalis se procedié de la siguiente manera:
7.4.6.1. Preparacion del extracto de las plantas

7.4.6.1.1. Se pesaron 0.200 g del extracto y se disolvio en 4 mL de DMSO para obtener

una concentracion de 50 mg/mL.

7.4.6.1.2. Se tomaron 2.4 ml de extracto con DMSO + 9.6 ml de etanol al 50% para

obtener una concentracion final de 10 mg/mL
7.4.6.2. Impregnacion de taxos
7.4.6.2.1. Se impregnaron taxos con 50 puL de este. Se colocan 10 uL por dia. Son 5 dias

7.4.6.2.2. Se impregnaron cinco discos por cada extracto, cinco discos con la solucion de

metronidazol y cinco con etanol al 50% como control negativo.

7.4.6.3. Preparacion de agar CNA en bicapa

7.4.6.3.1. Se afadio 39 g de agar Columbia a 1000 mL de agua destilada

7.4.6.3.2. Se llevo a ebullicion hasta lograr una disolucién completa.

7.4.6.3.3. Se esterilizo en autoclave a 121°C durante 15 min.

7.4.6.3.4. Se enfrio a 50°C y se agreg6 un 5% de sangre humana.

7.4.6.3.5. Se agrego el contenido rehidratado (con etanol al 95%) de suplemento Selectivo

Gardnerella SRO070E, Marca Oxoid. (5 mL de suplemento en 500 mL de agar)
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7.4.6.3.6. En cajas de Petri estériles se agrego 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.

7.4.6.4. Preparacion del inoculo

7.4.6.4.1. Se transfirieron colonias frescas a un tubo de ensayo con solucion salina estéril,
comparandolo con el estandar de MacFarland 0.5. Para la obtencion de colonias

frescas, se tomo una azada de la muestra almacenada que fue proporcionada por

APROFAM, se siembra en agar sangre y se incuba a 37°C por 24 horas.

7.4.6.5. Inoculacion de las placas

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

aplicacion, se dejo secar la caja cerrada de 5 a 10 minutos antes de colocar los discos.
7.4.6.6. Colocacion de los discos

7.4.6.6.1. Una vez la placa se encontraba seca, se colocaron los discos con pinzas estériles a
una distancia de 30 mm uno del otro, se colocaron totalmente al azar seis discos en cada

caja y se incubaron a 36°C en presencia de CO, por 48 horas.

7.4.6.7. Medicion de las zonas de inhibicion

Se midieron los halos de inhibicion alrededor de cada disco con una regla calibrada.
7.4.6.8. Interpretacion de resultados

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

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

7.4.7. Bioensayo para Candida spp.
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7.4.7.1.  Obtencion de las cepas de Candida: Fueron obtenidas del cepario de

Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

7.4.7.2. Preparacion de cajas con agar extracto.
7.4.7.2.1. Se preparo6 una solucion de cada extracto con una concentracion de 10 mg/mL,

disolviendo 0.0500 g de extracto en 1 mL de DMSO
7.4.7.2.2. Se tomaron 2.4 ml. de extracto con DMSO + 9.6 ml. de etanol al 50%.
7.4.7.2.3. Se prepararon 13.5 mL de agar Sabouraud en tubo.

7.4.7.2.4. Se utilizd como control negativo 13.5 mL de agar Sabourad con 1.5 mL de

etanol al 50%

7.4.7.2.5. Se agrego6 1.5 mL del extracto preparado (1:10) en una caja de petri, y adicionar

13.5 ml de agar Sabouraud, homogenizar y dejar solidificar el medio.
7.4.7.2.6. Se incubd una caja como control de esterilidad a 36°C por 24 horas.
7.4.7.2.7. Se refrigero el resto hasta su uso.

7.4.7.3. Preparacion del inoculo

7.4.7.3.1. Se sembrod la cepa en una caja de agar Sabouraud y se incub6 a 36°C por 48

horas.

7.4.7.3.2. Se tomo un in6culo del cultivo fresco, se sembro en 5 mL de caldo Sabouraud y

se incubo por 48 horas.

7.4.7.3.3. Con pipeta estéril se tomo 50 pL (0.05 mL) y se suspendié en 4.95 mL de

solucion salina estéril (dilucion 1:100).

7.4.7.4. Inoculacion de la levadura en placa
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7.4.7.4.1. Se inoculd con asa bacterioldgica la suspension de levaduras en cada seccion

segun plantilla y se hicieron cuatro repeticiones por microorganismo.

7.4.7.4.2. Las cajas se incubaron a 36°C por 48 horas.

7.4.8. Lectura e interpretacion de resultados

7.4.8.1 Depende del crecimiento a lo largo del indculo.

7.4.8.2. Actividad negativa: Si hay crecimiento homogéneo a lo largo del indculo.
7.4.8.3. Actividad positiva: Si no hay crecimiento homogéneo a lo largo del in6culo.
7.4.8.4. Contaminacion: Presencia de microorganismos fuera del inoculo.

7.4.9. Concentracion inhibitoria minima (CIM)

A los extractos que presentaron efecto inhibitorio (actividad positiva) 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:
* 1.0 mg/mL = 3.6 mL de agar Sabouraud + 0.4 mL de solucion del extracto
= 0.5 mg/mL = 3.8 mL de agar Sabouraud + 0.2 mL de solucion del extracto
= 0.25 mg/mL = 3.9 mL de agar Sabouraud + 0.1 mL de solucién del extracto
= Control negativo = 4.0 mL de agar Sabouraud.

Se inocularon tres estrias de cada microorganismo con un asa bacterioldgica en cada
uno de los cuadrantes. Se incubaron a 36°C durante 24 a 48 horas. Se realiz6 una lectura y

se interpretaron los resultados de acuerdo a su actividad.

7.5. Diseiio Estadistico
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7.5.1. Tipo de estudio

Experimental. Disefio completamente al azar. Con un total de cuatro réplicas por
cada microorganismo analizado, para un nivel 0=0.10. La determinacion de la actividad

bactericida se basard en la inhibicion del crecimiento a partir una concentracion de Img/ml.
7.6. Validez del método
7.6.1. Actividad bactericida de los extractos:

Se realizd un ensayo de dosis-efecto de la siguiente manera:

7.6.1.1. Se realizaron diluciones de Metronidazol a concentraciones de 5 mg/mL, 50

mg/mL, 500 mg/mL y 1000 mg/mL.

7.6.1.2. Se impregnaron taxos con dichas diluciones (50 ul) en total.

7.6.1.3. Se colocaron los taxos en cajas de petri con agar sangre al 5% previamente
estriadas en tres direcciones (tapete) con una suspension de G. vaginalis estandarizada con

un estandar de MacFarland 0.5

7.6.1.4. Se obtuvo inhibicion de G. vaginalis a la dosis terapéutica de (500 mg/mL) y a una
concentracion de 1000 mg/mL (Tabla 5).

7.6.1.5. Para Candida spp. se hicieron diluciones de fluconazol a concentraciones de 37.5

mg/mL, 75 mg/mL, 150 mg/mL y 275 mg/mL.

7.6.1.6. Se impregnaron taxos con dichas diluciones (50 pl) en total.

7.6.1.7. Se colocaron los taxos en cajas de petri con agar Sabouraud previamente estriadas
en tres direcciones (tapete) con una suspension de las cepas de Candida estandarizadas con

un Standard de McFarland 0.5

7.6.1.8. Se obtuvo inhibicion de las cepas de Candida a la dosis terapéutica de fluconazol

(150 mg/mL) y a una concentracion de 275 mg/mL (Tabla 5).

7.7. Analisis de datos
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Se tabularon y analizaron los datos de acuerdo a los parametros anteriormente

descritos. Se realizé una prueba de hipotesis binomial donde:
Ho P<0.5 (el extracto no tiene efecto)

Ha P» 0.5 (el extracto si tiene efecto)
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8. RESULTADOS
8.1. Seleccion de plantas

En la Tabla 1 se describe la familia, nombre cientifico, nombre comun, nimero de
herbario y parte utilizada de las plantas en estudio ( 4. comosus, B. alicastrum, C.

aurantium, D. alata, H. patens, P. granatum, P. pseudoaureumy S. domingensis).

Tabla 1. Caracteristicas de las plantas en estudio

Familia Nombre cientifico Nombre *No. Parte
comun Herbario utilizada
Bromeliaceae Ananas comosus L. Pina 1021 Pericarpio
Moraceae Brosimum alicastrum Ramon 1019 Hojas
Swartz
Rutaceae Citrus aurantium L. Naranja agria 1057 Pericarpio
Dioscoreaceae Dioscorea alata L. Name 1117 Rizoma
Chichipince Hamelia patens Jacq. Chipitin 980 Hojas
Polypodiaceae Phlebodium Calahuala 1039 Rizoma
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pseudoaureum

Punicacea Punica granatum L. Granada 990 Pericarpio
Smilacaceae Smilax dominigensis Zarzaparrilla 1034 Rizoma
Willd

Fuente: Experimental. Banco de datos. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. USAC

*Numero de herbario proporcionado por FARMAY A

8.2. Actividad contra especies de Candida

En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos experimentalmente en el
tamizaje contra las cinco especies de Candida.
El unico extracto que presentd actividad contra C. albicans, C. glabrata, C. krusei,

C. parapsilopsis, C.tropicalis fue el extracto metandlico de P. granatum.

Tabla 2. Tamizaje de la actividad de los extractos contra seis especies de Candida a
una concentracion de 1 mg/mL
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Planta Disolvente Parte A B C ) E

utilizada

Ananas comosus Diclorometano P - - = - -

Metanol - - - - -
Brosimum Diclorometano P - - - - -
alicastrum Metanol - - - - -
Citrus aurantium Diclorometano P - - - - -

Metanol - - - - -
Dioscorea alata Diclorometano R - - = - -

Metanol = - - - -
Hamelia patens Diclorometano R - - - - -

Metanol R - - - - -
Phlebodium Diclorometano H - - = - -
pseudoaureum Metanol - - - - -
Punica Diclorometano H - - - - -
granatum Metanol 4 4 4 + +
Smilax Diclorometano R - - - - -
domingensis Metanol - - - - -

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en el estudio

Microorganismos: A: C. albicans, B: C. krusei, C: C. glabrata, D: C. parapsilopsis, E: C. tropicalis
Parte de la planta: P: Pericarpio, R: Rizoma, H: Hojas

(+) Actividad positiva: ausencia de crecimiento homogéneo a lo largo del inéculo

(-) Actividad negativa: crecimiento homogéneo a lo largo del indculo

A los extractos que presentaron una actividad inhibitoria (p<0.10) contra alguna de
las especies de Candida se les determind la concentracion inhibitoria minima. C. albicans,
C. kruseii, C. parapsilopsis 'y C. glabatra fueron inhibidos a una concentracion de 0.5

mg/mL por el extracto metanolico de P. granatum.

Candida tropicalis fue inhibida a una concentracion de 1 mg/mL por el extracto

metandlico de P. granatum.

Tabla 3. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
de los extractos (mg/mL)
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Planta Disolvente Parte

Utilizada
de la
planta
Ananas comosus Diclorometano P - - = - -
Metanol - - - - -
Brosimum Diclorometano P - - = - -
alicastrum Metanol - - - - -
Citrus aurantium Diclorometano P - - - - -
Metanol - - - - -
Dioscorea alata Diclorometano R - - - - -
Metanol - - - - -
Hamelia patens Diclorometano R - - - - -
Metanol R - - - - -
Phlebodium Diclorometano H - - - - -
pseudoaureum Metanol - - - - ,
Punica Diclorometano H - - - - -
granatum Metanol 0.5 0.5 0.5 0.5 1
Smilax Diclorometano R - - - - -
domingensis Metanol - - - - -

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en el estudio

Microorganismos: A: C. albicans, B: C. krusei, C: C. glabrata, D: C. parapsilopsis, E: C. tropicalis
Parte de la planta: P: Pericarpio, R: Rizoma, H: Hojas

(-) Actividad negativa

8.3. Actividad de extractos contra G. vaginalis

Los resultados obtenidos experimentalmente en el tamizaje contra G. vaginalis se
muestra en la Tabla 4, los extractos metandlicos y diclorometanicos de las plantas

seleccionadas no presentaron actividad positiva (p>0.10).

Tabla 4. Tamizaje de la actividad de los extractos contra G. vaginalis
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Planta

Ananas comosus

Brosimum
alicastrum

Citrus aurantium

Dioscorea
Alata

Hamelia
Patens
Phlebodium
pseudoaureum
Punica
granatum
Smilax

domingensis

Disolvente

Diclorometano
Metanol
Diclorometano
Metanol
Diclorometano
Metanol
Diclorometano
Metanol
Diclorometano
Metanol
Diclorometano
Metanol
Diclorometano
Metanol
Diclorometano

Metanol

Parte

utilizada

R

=

R

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en el estudio

Parte de la planta: P: Pericarpio, R: Rizoma, H: Hojas

(-) Actividad negativa

Actividad



Tabla 5. Ensayo dosis-efecto de metronidazol contra G. vaginalis

Concentracion 5 mg/mL 50 mg/mL 500 mg/mL 1000 mg/ml
Microorganismo
G. vaginalis y halo <6 mm * < 6 mm 10 mm 12 mm

de inhibicidén

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en el estudio
* Halo de inhicion: Se midid el didmetro con una regla calibrada en milimetros

< 6 mm: No inhibe, > 6 mm: Inhibe

Tabla 6. Ensayo dosis-efecto de fluconazol contra especies de Candida

Concentracion 37.5 mg/mL 75 mg/mL 150 mg/mL 275 mg/ml

Microorganismo y

halo de inhibicion

C. albicans < 6 mm <6 mm 12 mm 15 mm
C. glabrata <6 mm <6 mm 10 mm 12 mm
C. krusei <6 mm <6 mm 16 mm 18 mm
C. parapsilopsis <6 mm <6 mm 12 mm 23 mm
C. tropicalis <6 mm <6 mm 9 mm 11 mm

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en el laboratorio
* Halo de inhicion: Se midio el didmetro con una regla calibrada en milimetros

< 6 mm: No inhibe, > 6 mm: Inhibe
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Para validar el presente estudio se realizé un ensayo donde se evalu6 la dosis del
farmaco versus el efecto sobre los microorganismos en estudio, se realizaron diluciones de
metronidazol a concentraciones de 5, 50, 500 y 1000 mg/mL, se impregnaron taxos con

dichas diluciones (50 ul) en total (Tabla 4).

Se colocaron los taxos en cajas de petri con agar sangre al 5% previamente estriadas
en tres direcciones (tapete) con una suspension de G. vaginalis estandarizada con un
estandar de MacFarland 0.5. Se obtuvo inhibicion de G. vaginalis a la dosis terapéutica de

(500 mg/mL) y a una concentracion de 1000 mg/mL (Tabla 5).

Para Candida spp. se hicieron diluciones de fluconazol a concentraciones de 37.5 ,
75, 150 y 275 mg/mL. Se impregnaron taxos con dichas diluciones (50 pl) en total. Se
colocaron los taxos en cajas de petri con agar Sabouraud previamente estriadas en tres
direcciones (tapete) con una suspension de las cepas de Candida estandarizadas con un

estandar de MacFarland 0.5.

Se obtuvo inhibicion de las cepas de Candida a la dosis terapéutica de fluconazol

(150 mg/mL) y a una concentracion de 275 mg/mL (Tabla 5).

Se evaltio la actividad antimicrobiana de ocho plantas nativas guatemaltecas, 4.
comosus, B. alicastrum, C. aurantium, D. alata, H. patens, P. pseudoaureum, P. granatum,
S. domingensis las cuales son usadas cominmente por la poblacion para el tratamiento de

diversas infecciones vaginales incluyendo vaginitis y vaginosis.

Existen estudios previos que demuestran resultados de inhibicion frente a especies
de Candida (52) por extractos de plantas de uso medicinal en Guatemala, los cuales inhiben
a C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. stellatoidea y C. tropicalis, sin embargo, ningiin

extracto presento efecto inhibitorio contra C. parapsilopsis.

Otro estudio indica que las hojas de L. graveolens presentaron actividad antifingica

contra la fase miceliar y la levadura de Sporothrix schenckii (31).
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Debido a estos antecedentes se esperaba que los extractos metandlicos y
diclometéanicos de frutas y raices de uso etnomédico en Guatemala presentaran actividad
inhibitoria para las especies de Candida y G. vaginalis, ya que las plantas seleccionadas en
el presente estudio (Tabla 1) son utilizadas comunmente para tratar la inflamacion e

infecciones vaginales.

El extracto metanolico de P. granatum mostr6 efecto inhibitorio (p<0.10) contra C.
albicans, C. kruseii, C. glabrata, C. parapsilopsis y C. tropicalis. A dicho extracto se le
determin6 la CIM a concentraciones de 0.25, 0.5 y 1 mg/mL. C. albicans, C. kruseii, C.
glabrata, C. parapsilopsis fueron inhibidas (p<0.10) a la dosis de 0.5 mg/mL y C.
tropicalis a 1 mg/mL. Estas inhibiciones demuestran que en las partes utilizadas de las
plantas, existe algiin metabolito responsable de la inhibicion, es probable que en alguna otra
parte de la planta (hojas, flores, rizoma, etc.) estén presentes a mayor o menor

concentracion.

Basados en la composicion y datos en la literatura (32), es posible que alguno de los
mecanismos de accidon sean, la inhibicion del ergosterol o de otros esteroles, lesionando la
pared celular fungica y alterando su permeabilidad, como consecuencia se produce la
pérdida de elementos intracelulares esenciales provocando la muerte de las células
fungicas. Otro posible mecanismo es la inhibicion de la sintesis de los glucanos a través de
la inactivacion de la enzima 1,3-beta-glucano sintetasa. La falta de glucanos en la pared

celular la vuelve débil e incapaz de soportar el estrés osmotico, por lo que muere.

La punicina y los taninos ejercen dos efectos sobre las especies de Candida, la
punicina posee accion toxica y los taninos accion astringente, esta accion sinérgica inhibe el

crecimiento de dichos microorganismos.

Seglin estudios hechos por Vasconcelos (51), el extracto acuoso de P. granatum
posee efectos antifungicos similares al miconazol, aunque no se conoce el mecanismo de
accion, ni cudl es el metabolito responsable de la inhibicidn, sin embargo, puede deberse a
la presencia de la peletierina o punicina que es un alcaloide que se le atribuyen propiedades

tenicidas y desinflamatorias.
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Otro estudio (54) indica que el extracto etanolico de P. granatum posee propiedades
similares a nistatina, clotrimazol y anfotericina B, en dicho estudio se inhibio el

crecimiento de especies de Candida en pacientes VIH positivo.

Un estudio realizado para investigar el efecto antimicrobiano de un gel hecho a base
de P. granatum comparandolo con Daktarin® gel oral mostro6 tener efectos fitoterapéuticos
similares contra tres especies de estreptococos (S. mitis, S. mutans y S. sanguis) y C.

albicans ya que logré inhibir el crecimiento de los mismos (55).

Los ensayos se realizaron con cuatro repeticiones de cada uno para obtener 95% de

confianza (p=0.05).

Los extractos de A. comosus, B. alicastrum, C. aurantium, D. alata, H. patens, P.
pseudoaureum y S. domingensis no presentaron efecto inhibitorio sobre las especies de
Candida, es probable que los compuestos fitoquimicos presentes en las partes de los frutos

y rizomas como taninos y flavonoides no sean activos contra estos microorganismos.

La cepa de G. vaginalis fue proporcionada por la Clinica de Asociacion Pro-Bienestar
de la Familia (APROFAM), donde fue aislada e identificada. El ensayo se realizd en agar

CNA vy se cultivo a temperatura y atmosfera de CO2 adecuada.

La metodologia utilizada fue difusion de disco, el extracto metandlico y
diclorometanico se utiliz6 a una concentraciéon de 1 mg/mL, con los que se impregnaron los

taxos, los cuales fueron colocados en cajas de petri segun plantilla.

También se utilizd6 como control positivo una solucion de metronidazol a una
concentracion de 500 mg/mL, la cual es la dosis terapéutica usual el cual inhibi6 el
crecimiento de G. vaginalis. Como control negativo se utilizo etanol al 50%, el cual no
inhibié el crecimiento de G. vaginalis. El metronidazol actia sobre las proteinas que
transportan electrones en la cadena respiratoria de las bacterias anaerobias, mientras que en
otros microorganismos se introduce entre las cadenas de ADN inhibiendo la sintesis de
acidos nucléicos. Debido a su mecanismo de accion, bajo peso molecular, y unién a las
proteinas muy baja, el metronidazol es muy eficaz como antimicrobiano, y practicamente

no induce resistencias (53).
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G. vaginalis no se inhibid6 con ninguno de los extractos metandlicos y
diclorometanicos ensayados (p>0.10). Esto puede deberse a que la parte del fruto y rizoma
utilizado no posee los metabolitos inhibitorios o estén presentes en concentraciones bajas
que no inhiban el crecimiento de G. vaginalis. Sin embargo, se esperaba que alguno de los
frutos y raices utilizados inhibieran a dicha bacteria, por los fitocomplejos que poseen ya
que los mismos poseen actividad bactericida y se ha demostrado que pueden inhibir el

crecimiento de algunas bacterias (B. subtilis, S. aureus).
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10. CONCLUSIONES

10.1. La prueba de validacion para las especies de Candida por el método de inhibicion

mostro tener resultado dosis-efecto con fluconazol a concentraciones de 125 y 275 mg/mL.

10.2. La prueba de inhibicion para G. vaginalis por el método de inhibicidon mostrd tener

resultado dosis-efecto con metronidazol a concentraciones de 500 y 1000 mg/mL.

10.3. El extracto metandlico de pericarpio de P. granatum mostrd un efecto inhibitorio
(p<0.10) a una concentracion de 0.5 mg/mL contra C. albicans, C. krusei, C. glabrata 'y C.

parapsilopsis, para C. tropicalis la dosis fue de | mg/mL

10.4. Los extractos de 4. comosus, B. alicastrum, C. aurantium, D. alata, H. patens, P.
pseudoaureum y S. domingensis, no mostraron efecto inhibitorio contra las especies de

Candida (p>0.10).

10.5. G. vaginalis no fue inhibida (p>0.10) por los extractos metandlicos y

diclorometanicos ensayados.
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11. RECOMENDACIONES

11.1. Realizar extractos bioguiados para determinar la fraccion bioactiva y aislar la

sustancia activa responsable de la actividad anticandida.

11.2. Continuar con la investigacion de productos naturales para buscar nuevas especies

vegetales que puedan contribuir a la salud preventiva.
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