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1 RESUMEN

En nuestro pais las plantas son utilizadas en la medicina tradicional para el
tratamiento de diversas enfermedades. Las enfermedades infecciosas, la falta de acceso a
la atencién médica y los antibidticos es un problema comun, que ha abierto las puertas al
uso de las plantas medicinales como una alternativa. Con el fin de garantizar la seguridad
y eficacia de las plantas nativas de Guatemala, la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala ha estado realizando estudios
que evaltien estos aspectos, asi como la actividad microbiolégica de las mismas. El
proposito de la presente investigacion fue evaluar la actividad inhibitoria in vitro de cinco
especies del género Vernonia de uso popular en Guatemala contra cinco bacterias, una

levadura y tres hongos para comprobar su actividad antibacteriana y antimicética.

Se recolectaron las hojas de Vernonia deppeana, V. patens, V. escorpioides, V. tortuosa y
V. triflosculosa, nativas del Sur-Occidente de Guatemala, se prepararon los extractos

etandlicos por medio de percolacién seguida de concentracion, siendo el extracto de V.



triflosculosa el que presenté6 mayor rendimiento (16.5%). La actividad antibacteriana de los
extractos etanolicos se evalué por el método de Mitscher en agar Mueller-Hinton con una
concentracion del extracto de 1 mg/ml utilizando las cepas de bacterias Escherichia coli
ATCC® 9637, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853, Salmonella typhi ATCC® 6538, Shigella
flexneri ATCC® 3845, Staphylococcus aureus ATCC® 6538 y la levadura Candida albicans
ATCC® 10231. Para los dermatofitos se utilizo el método de Brancato y Golding
modificado por Mac Rae en agar Sabouraud con una concentraciéon de 1 mg/ml para las
cepas Aspergillus flavus ATCC 204304, Microsporum gypseum ATCC® 115200 y Trichopyton
rubrum ATCC® 113200. Se realiz6 un total de cuatro repeticiones para un nivel a=0.10 en
bacterias y hongos. Se encontré actividad inhibitoria significativa (p=0.0625) en los
extractos etandlicos de V. deppeana a una concentracion de 0.25 mg/ml, y en el extracto
etandlico de V. scorpioides que mostré actividad inhibitoria a una concentracién de 1
mg/ml frente a M. gypseum. Esto confirma que el extracto etandlico de V. deppeana tiene
potencial para el tratamiento de afecciones de la piel, principal uso popularmente

atribuido, por lo que deben seguir en estudio para determinar los compuestos activos.

2 INTRODUCCION

Asteraceae es la familia con mayor riqueza y diversidad biolégica, es el grupo maés
evolucionado de las dicotiledéneas. La distribucion de esta la familia es cosmopolita y se
considera la mas abundante de las angiospermas en el mundo. Las asterdceas representan
una considerable importancia ecolégica y econémica al integrar un alto porcentaje de la
flora vernacula en muchas regiones del mundo. El uso de plantas medicinales para el
tratamiento de ciertas enfermedades se ha desarrollado desde tiempos inmemorables. A
través de andlisis clinicos se ha conseguido validar la actividad antibacteriana y
antimicética de varias especies de plantas medicinales de la familia asteraceae, utilizadas
por la poblacién guatemalteca para el tratamiento de problemas de la piel como; alergias,
heridas, hemorragias, contusiones, golpes, tulceras crénicas de la piel, procesos

inflamatorios cutaneos, picaduras, etc.

La tribu Vernonieae Cass constituye uno de los grupos mds grandes de la familia

Asteraceae, con alrededor de 1700 especies distribuidas en las regiones tropicales de Asia,



Africa y América. La mayoria de las especies pertenecen al extenso género Vernonia
Schreb., que comprende alrededor de 1000 especies, de las cuales el 50% crecen en el
Nuevo Mundo (Jones, 1977, p. 503). Las especies de este género presentan una gran
variacién en el habito y la morfologia, conocido como el género de hierbas del nuevo
mundo tropical o arbustos con apices de cabezas cimosas de flores tubulares. El género
Vernonia es utilizado comtinmente para el tratamiento de diarreas, cdlicos, constipado,
empacho, dolor de estébmago, aire, hemorragias, inflamaciones vaginales, gripes, fiebre,
reumatismo, asma, infecciones por trematodos, pero principalmente inhibe bacterias que
causan afecciones de la piel y dermatofitos, por lo que es utilizado en bafios para alergias,
lavar heridas, ulceraciones y cortaduras (Caceres, 1991, p. 504; House, Lagos-Witte, Ochoa,

Torres, Mejia, y Rivas, 1995, p. 407; Palacios, 2004, p.29).

En este estudio se pretendi6 evaluar cientificamente la actividad antibacteriana y
antimicética de extractos vegetales de hojas, obtenidos de cinco especies de plantas
pertenecientes al género Vernonia. Estas plantas utilizadas comtinmente en la medicina
tradicional y popular, son conocidas como suquinay (Vernonia deppeana, V. patens, V.

escorpioides, V. tortuosa 'y V. triflosculosa).

3 ANTECEDENTES

3.1 Area de colecta

La region sur-occidente estd conformada por los departamentos de Totonicapén,
Quetzaltenango, San Marcos, Solola, Suchitepéquez y Retalhuleu. La extension territorial
es de 12,230 km?, equivalente al 11% del total del territorio nacional. Esté region colinda al
norte con los departamentos de Chimaltenango y Escuintla, al oeste con la Reptublica de
México y al sur con el Océano Pacifico. Las temperaturas oscilan entre 10-28° C y la
precipitacion promedio es de 900 mm a 4500 mm anuales. El rango de altitud oscila entre
200-2800 msnm en los volcanes Tacand y Tajumulco. La regién central y la metropolitana
estan conformadas por Chimaltenango, Escuintla, Sacatepéquez y Guatemala. Tiene una
extension de 5.494 km? hasta el sitio de la represa de Pueblo Viejo, y 382 km? la capital

constituye el 5% de la superficie del pais. La precipitacion media es de 1.200 mm y los



valores extremos varian de 824 mm en Sacapulas y 5.222 mm en Quixal. Los valores
promedio de temperatura fluctdan entre los 12°C y 24°C con pequehas variaciones

anuales, se ubica en las coordenadas geograficas (ver figura 1):
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Figura 1. Mapa del area de colecta la regién sur-occidente y centro de la Reptblica de Guatemala
(Art Map).

La region presenta siete de las catorce zonas de vida reportadas para Guatemala. El
bosque himedo sub-tropical célido es la zona de vida méas extensa y cubre el 40% de la
region. Se distribuye la mayor parte en el departamento de Suchitepéquez. El bosque muy
htimedo montano cubre el 24% de la region y se localiza en las tierras altas de San Marcos
y Quetzaltenango. Otras zonas de vida en la regién son el bosque hiimedo montano bajo,
el bosque hiimedo sub-tropical célido, el bosque muy hiimedo montano, el bosque seco
sub-tropical y el bosque htimedo sub-tropical templado (De la Cruz, 1982, pp. 5-35). La
region central y metropolitana presenta siete zonas de vida: Bosque muy Humedo
Montano Bajo Subtropical, Bosque Htmedo Montano Bajo Subtropical, Bosque muy
Hamedo Subtropical Fri6, Bosque Hiimedo Subtropical Templado, Bosque muy Humedo
Montano Subtropical, Bosque Seco Subtropical, Bosque Himedo Montano Subtropical y

Bosque Pluvial Montano Bajo Subtropical (Garcia, 2002)



3.2 Taxonomia del género Vernonia

Reino: Plantae

Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares)

Superdivisiéon: Spermatophyta (plantas con semilla)

Division: Magnoliophyta Cronquist, Takht. & W. Zimm. Revela ex
Clase: Magnoliopsida Brongn. (Dicotiledéneas)

Subclase: Asteridae Takht.

Orden: Asterales Lindl.

Familia: Asteraceae Bercht & J. Presl

Subfamilia: Cichorioideae

Tribu: Vernonieae

3.3 Generalidades e importancia medicinal de las asteraceas

Las asterdceas son la familia con mayor riqueza y diversidad en el mundo, es el
grupo mas evolucionado de las dicotiledéneas. Con una amplia distribucién y es
considerada la mas abundante de las angiospermas en el mundo, con aproximadamente
1,100 géneros y unas 20,000 especies. Debido a esto, tiene una gran importancia ecolégica
al integrar un alto porcentaje de la flora nativa en muchos paises del mundo. Asi mismo la
composicion quimica de las asteraceas también es diversa, algunas plantas contienen
absintol (Ambrosia sp, Artemisia sp, Artemisia sp y Matricaria chamonilla), poseen un
glucésido denominado azuleno, también contienen acido angélico y antémico. Son
empleados como ténicos amargos, antiespasmodicos y estomaquicos el manzanillon y la
misma manzanilla (Restrepo de Fraume, 2005, pp. 16, 122). Ademadas poseen otros
compuestos como los alcaloides, monoterpenos y varios fenoles semejantes a los

flavonoides. Otro compuesto presente en las asterdceas son los poliacetilenos que son



compuestos muy potentes como citotéxicos con propiedades antiftingicas, lo cual explica

su actividad antiséptica (Heinrich, Robles, West, Ortiz, & Rodriguez, 1998, pp. 56-62).

La familia de las asterdceas es una de las mas empleadas en la medicina tradicional
para tratamientos en diversas dolencias. Se realizé6 una revision bibliografica de las
asteraceas con actividad antimicética y antibacteriana los cuales se mencionan a
continuacién. En Pampa, Argentina el extracto metanolico de capitulos secos de Centaurea
calcitrapa present6 actividad antimicrobiana frente a P. aeruginosa, S. aureus, Streptococcus
agalactine 'y S. typhimurium, mientras que Centaurea solstitialis inhibié las cepas de S.
agalatine y S. aureus (Toribio, Oriani, y Skliar, 2004, pp. 335-341). En Bogot4, Colombia los
extractos etanodlicos de Ageratum Conyzoides, Austroeupatorium inulaefolium y Heliopsis
oppositifolia. mostraron actividad frente S. aureus y Bacillus subtilis. Chromolaena odorata
ademds de los mencionados anteriormente también mostré actividad frente Mucor sp
(Sanabria-Galindo, Mendoza, y Moreno, 1998, pp. 47-51). El extracto diclometénico de
Senecio desiderabilis inhibi6é el crecimiento de las cepas de Cryptococcus neoformans var.
neoformans, C. neoformans var. gatti, Sacharomyces cerevisiae y Microsporum canis (Deuschle,
Camargo, Francescato, Alves, y Heinzmann, 2006, pp. 356-359). Se utilizaron las hojas de
Pluchea carolinensis para obtener el extracto cloroférmico el cual present6 actividad frente a
B. subtilis mientras que los extractos de acetato de etilo y N-butanol mostraron actividad
frente S. aureus y B. subtilis (Perera, Gonzales y Payo, 2006). El extracto metandlico de las
flores de Helichrysum compactum (planta autéctona de Turquia) present6 actividad frente a
S. aureus, E. coli, Yersinia enterocolitica (Ozcan, Sagdig, Karahan, y Musa Ozcan, 2003, PP-
353-358). Los extractos de las hojas de Tagetes nelsonii obtenidos con hexano, diclometano y
etanol mostraron actividad frente a Proteus mirabilis, S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans
(Espinoza, Palomeque, Salazar, Dominguez, y Canseco, 2009). Se realizaron extractos
metanolicos de Baccharis articulata, B. soliafolia, y B. pingraea los cuales presentaron halo de
inhibicién frente a S. aureus, Streptococcus spartioides, S. epidermidis (Toribio, Oriani,
Fernédndez, y Tortone, 2007; pp. 44-48). La evaluacién de la actividad antibacteriana y
antimicética de los extractos acuosos de las hojas, tallo, flor y fruto de Conyza sumatrensis
(conocida en Argentina como “carnicera” o “vira-vira”) mostraron actividad frente a
Micrococcus luteus, E. coli, Proteus mirabilis, P. aeruginosa, S. aureus y C. albicans (Lujan, y

Pérez, 2008).



Los extractos etandlicos de las hojas de Baccharis trinervis presentaron actividad
frente a T. rubrum y T. mentagrophytes (Ospina, Aragoén, Vergel, Isaza, y Peréz, 2011, pp. 49-
55). Los aceites obtenidos de Achyrocline alata y Baccharis latifolia fueron activos contra A.
fumigatus (Zapata, Duran, Stashenko, Betancur, y Mesa-Arango, 2010, pp. 101-103). El
extracto etandlico de Baccharis latifolia present6 actividad inhibitoria frente Aspergillus niger
y Phytophthora palmirova (Martinez, Terrazas, Alvarez, Mamani, Vila, Mollinedo, 2010, pp.
13-18). Los extractos etandlicos de Gnaphalium gaudichaudianum y Baccharis trimera
inhibieron el crecimiento de Saccharomyces cereviceae y C. albicans (Davicino, Mattar, Casali,
Correa, Pettenati y Micalizzi, 2007, pp. 247-251). El extracto alcohélico (90%) con hojas
adultas de Conyza bonariensis, manifest6 actividad sobre Malassezia fufur a bajas
concentraciones (Santana, Miranda, Gutiérrez, Garcia, Orellana, y Orellana-Manzano,

2011, pp. 13-23).

El 13.1% de los estudios de las asteraceas en Argentina son utilizadas para
enfermedades dermatolégicas, de la actividad citotoprotectora de las lactonas
sesquiterpenicas (SQLs) en tlceras y heridas de la piel. También se ha demostrado que
varios SQLs pueden causar dermatitis de contacto (Arrdzola Rivero, Atahuachi, Saravia,

y Lopez, 2002 pp. 53-85).

3.4 Generalidades y estudios realizados en plantas del género Vernonia

El género Vernonia es uno de los mas grandes, comprende 1000 especies de las
cuales 24 estan presentes en Guatemala (Nash, y Williams, 1976, pp. 19-21), las cuales
presentan una morfologia externa similar y se distinguen principalmente por el tipo de
polen, namero de flores, composicién quimica y ndmero cromosémico (Robinson, 1999,
pp. 1-116). Se realiz6 una revision bibliogréfica para conocer la actividad del género frente
a patogenos, los estudios mds importantes se mencionan a continuacion, Los
extractos de V. amygdalina Delile mostraron actividad frente Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus Shigella dysentriae y Salmonella typhimurium aunque a altas
concentraciones (Oshodi, Amoo & Eleyinmi, 2004, pp. 398-402). El extracto etandlico de las
hojas de V. deppeana Less. present6 actividad para S. aureus (Caceres, Girén, Alvarado, &

Torres, 1987, p. 223). Los extractos metandlicos y cloroférmicos de V. polyanthes Less. y V.
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ferruginea Less., redujeron significativamente las lesiones gastricas y demostraron
actividad analgésica reduciendo el namero de contorsiones abdominales. Los resultados
demostraron la actividad antiulcerogénica y analgésica de los extractos (Barbastefano,
Cola, Ferrerira, Hiruma-Lima, Camargo, Vilegas & Brito, 2004, p. 1; Ibrahim, Ajala,
Adetuyi, & Jude-Ojei, 2009, p. 214). El extracto de Vernonia sp presentd actividad contra
las formas sanguineas de la malaria humana, in vitro y en animales experimentalmente
infectados (Carvalho, Rocha, Raslan, Oliveira, & Krettli, 1988, pp. 485-487). V. baccharoides
(conocido en Ecuador como Linchic) posee propiedades analgésicas, anti-ictéricas, es
utilizada para el tratamiento de ulceraciones y cortaduras (Naranjo, 1995, pp. 65-86). En el
2005, Blair realizé una revisiéon de los estudios realizados del género “El extracto acuoso
de las hojas de este género result6 activo contra Plasmodium falciparum cepa ITG-2 (Grupo
Malaria, U. de A., 2002). El extracto hexanico de hojas de V. brasiliana present6 actividad
contra P. falciparum en los ensayos in vitro y contra P. berguei en ensayos in vivos de ratones
infectados (Alves, et al., 1997). Vernonia acutiangula reportd actividad frente a
Moycobacterium sinegmatis (Andrade, De Mello & Medeiros, 1982). V. malabdrica presentd
actividad diurética y V. volkameriifolia, hipotérmica (Dhawan, et, al., 1977). En V. arborea se
conoci6 el efecto sobre el tejido aislado de ileon y sobre el sistema nervioso central,
mientras que V. divergens actud sobre la respiracion y la funcién cardiovascular (Dhar. et

al,, 1973).” (pp. 86-87).

3.5 Composicion quimica de Vernonia

Vernonia colorata  (Willd.) Drake, mostr6 la presencia de tres lactonas
sequiterpénicas: 1) vernolido, 2) 1lbeta, 13-dihidrovernolido y 3) vernodalina, los
compuestos 1 y 3 con concentraciones inhibitorias minimas contra bacterias Gram-
positivas (Rabe, Mullholland, & Van Staden, 2002, p. 91). Las lactonas sesquiterpenicas se
han estudiado en este género y se encontraron varios tipos de, lactonas sesquiterpenicas
con grupos alénicos, hirsutinolidos y glaucélidos (Bohlmann, Wallmeyer, & Jakupovic,
19827, pp. 1445-1447; Bohlmann, Zdero, King, & Robinson, 1982b, pp. 695-699). Se

identifico la presencia del lupeol compuesto presente en este género al cual se le atribuy6
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la actividad inhibitoria de P. falciparum, sin embargo este triterpeno resulté inactivo

cuando in vivo se administro a los ratones infectados con P. berguei (Blair, 2005, p. 86).
Bohm, y Stuessy, (2001) afirman

Otros compuestos encontrados en el género Vernonia fueron las flavonas O-
metiladas y flavonoides (p. 366). Ha sido reportado para el género implicaciones
sistematicas de los flavonoides y lactonas sesquiterpénicas en los patrones de oxigenaciéon
y flavonoides simples en los patrones de hidrogenacién como 3,4,5-trioxin (p. 396). Se ha
determinado en Vernonia el grupo de compuestos 4-metoxi que se encuentra en la A-

conformacion de flavan-3,4-dioles.

Las partes aéreas de Vernonia nudiflora mostrarén la presencia un nuevo glaucolide
derivado, 3 nuevos derivados de hirsutolides, 2 nuevos cadinanolides asi como varios
flavonoides (Bardon, Kamiya, De Ponce De Léon, Catalan, Diaz, & Herz, 1992, 606). De un
extracto de cloroformo de las hojas de Vernonia fasciculata Michx. Se han aislado (4,5-
dihidroxi-7-metoxiisoflavona) y un disacarido flavona nuevo Illamado 4-O-(2-O-
rhamnosylglucésido) (Narain, 1979, pp. 33-35). En Vernonia amygdalina se encontrarén 3
flavonas las cuales fueron identificadas como luteolina, luteolina 7-O-B-glucuronosido y
luteolina 7-O-B- glucésido. La actividad antioxidante de las tres flavonas fue determinada
midiendo la oxidacién junto a B-caroteno y al &cido linoleico. Se demostré que la luteina
fue un antioxidante mucho méas potente que los antioxidantes sintéticos
butilhidroxitolueno (BHT) a una misma concentracién (15 mg/L). Los otros dos glucésidos
demostraron similar actividad pero significativamente menor a la actividad de la luteina
(Igile, Oleszek, Jurzysta, Burda, Fafunso, & Fasanmade, 1994, 2445). B-amirina, lupeol, y
sus acetatos, B-sitosterol, estigmasterol, alfa-espinasterol, resina fenélica, y KCI han sido
aisladas de toda la planta de Vernonia cinerea (Misra, Singh, Upadhyay, & Srivastava, 1984,
p. 865). En el extracto alcoholico de las partes secas aéreas de Vernonia lasiopus se aislaron
dos nuevos elemanolides, epivernodalol y lasiopulide, nuevos epimeros C-10 de la
vernodalol lactonas sesquiterpénicas y vernodalol demethylacroylated aislados de otras

especies de Vernonia. Ambos elemanolides mostrarén citotoxicidad in vitro contra lineas



12

celulares de cancer humano en la “Cultura” (Koul, Koul, Singh, Taneja, Shanmugavel,

Kampasi, Saxena, Qazi, 2003, p. 164).

3.6 Etnobotanica y etnofarmacologia de las plantas en estudio

3.6.1 Especie: Vernonia deppeana Less.

Sinonimos: Cacalia deppeana (Less.) Kuntze Vernonanthura deppeana (Less.) H. Rob.

(Tropicos, 2009)

Nombres comunes: Suquinay, suquindi (Alta Verapaz, Chiquimula, Sacatepéquez,
Suchitepéquez), suquinay hembra (Alta Verapaz), semén (Alta Verapaz, Quecchi),
sukunang (El Salvador), tzitit (tseltal), sitit, zi-tit (México), sucundn, flor de cuaresma, rosa
blanca, cihuapatli, rajate-luego, tuete (Nash, y Williams, 1976, p. 24; United States
Department of Agriculture (USDA), 2009).

Descripcion botdnica: Arbusto o arbol pequefio, algunas veces de 9 m de alto, tallos
pubescentes, hojas alternas oblongas, corona redondeada, ramas gruesas, hojas pecioladas
pequefias, con laminas gruesas, oblongas o elipticas, de 8-15 cm de largo y de 2-7 cm
ancho, obtuso o agudo, redondeada en la base, los margenes enteros serrulados, haz
pubescente y envés blanco tomentoso (Anexo 1). Sus flores son tubulares de 10-30 cm de
ancho, blancas o rosadas de 18-21, involucros campanulados, 3 mm de alto dispuestas en
una panicula grande y el fruto es una semilla de 2 mm de largo (De Marzi, 2006, p. 46;

Heywood, 1985, pp. 190-210; USDA, 2009; Nash, y Williams, 1976, p. 24).
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Distribucion y habitat: Se encuentra en México, El Salvador, Honduras y Costa Rica. En
Guatemala crece en los departamentos de Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango,
Chiquimula, Huehuetenango, Guatemala, Jalapa, Quetzaltenango, Retalhuleu,
Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa, Solola, Suchitepéquez. Se desarrolla en bosques de
300-2000 msnm con precipitacion pluvial de 1100-4000 mm al afio. Crece principalmente
en lugares humedos, en matorrales y bosques de encino y pino-encino. Regularmente se
encuentra en selva mediana sub-perennifolia. Arbol codominante de Bosques latifoliados.
(Arellano-Rodriguez, Flores Guido, Tun Garrido y Cruz Bojérquez, 2003, pp. 117-151;
Nash, y Williams, 1976, p. 24; USDA, 2009).

Especimenes en herbarios de Guatemala: En una encuesta en cuatro herbarios de la ciudad
de Guatemala se encontraron muestras provenientes de Sacatepéquez (Alotenango
Astillero Municipal), San Marcos, Huehuetenango (Municipalidad Barillas), Guatemala
(zona 12 Ciudad Universitaria, Finca el Recuerdo Yepocapa), Retalhuleu (San Felipe Las

Victorias).

Usos medicinales populares: Se utiliza las hojas tiernas en emplastos para el tratamiento
de coélicos, constipado, empacho, diarreas, dolor de estémago, aire y es utilizada
principalmente para tratamiento de piodermias, en bafios para alergias, lavar heridas,
también para hemorragias e inflamaciones vaginales, hemorragias nasales, gripes, fiebre,

cefaleas, reumatismo y para tratar el asma (House, y otros, 1995, p. 407).

Actividad farmacolégica y biolégica: En 1987 su tintura present6 actividad antibacteriana
contra S. aureus, fue inactivo contraE. coli, Pseudomonas aeruginosay Candida
albicans (Caceres, y otros, 1987, p. 223). En otros estudios inhibi6 el crecimientos de
bacterias que causan afecciones de la piel y dermatofitos (Caceres, 1991, pp. 1-16), ademaés

demostré actividad antigardnerella a una concentracién de 1mg/ml (Palacios, 2004, p. 1).

Otros usos: Planta melifera utilizada para colecta de polen y néctar. El arbusto se utiliza
para la realizacion de cercos vivos en Suchitepéquez (Arellano-Rodriguez, y otros, 2003,

pp. 117-151).
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3.6.2 Especie: Vernonia patens Kunth

Sinénimos: Vernonia lanceolaris A. V. aschenborniana Schauer, V. salamana Gleason (Nash, y

otros, 1976, p. 28).
Nombres comunes: Suquinay, xuqunan, xuquindi, tuete, tuete blanco.

Descripcion botdnica: Arbustos, erecto de 2-3 m o a veces pequefos arboles de 6 m de alto,
ramas tomentulosa o glabra, hojas cortas pecioladas, hojas oblonga a lanceolada, mayoria
de 6-15 cm de largo, y 1.5-3 cm de ancho, agudo o acuminado obtuso o agudo en la base,
margenes enteros a veces denticulados, inflorescencia usualmente de 20-30 c¢m, cimas

escorpioides, corolas rosadas a blancas (Nash, y Williams, 1976, p. 28).

Distribucion y hdbitat: Se encuentra en Alta Verapaz, Chiquimula, Escuintla, Guatemala,
Izabal, Jalapa, Petén, El Progreso, Retalhuleu, Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa,
Suchitepéquez, y al Sur de México, Honduras, del El Salvador a Panamd, Sur América
tropical. Se encuentra en matorrales secos o himedos y secos, en bosques. En Guatemala
crece en altitudes desde el nivel del mar a 1700 msnm o rara vez mas con precipitacion

pluvial desde 100-2500 mm al afio (Nash, y Williams, 1976, p. 28).

Especimenes en herbarios de Guatemala: En una encuesta en cuatro herbarios de la ciudad
de Guatemala se encontraron muestras provenientes de Chiquimula (Esquipulas,
Residenciales Valle), El Progreso (Sanarate, Finca San Miguel y El rancho), Petén
(Municipio Melchor de Mencos, sitio Arqueolégico el Naranjo), Retalhuleu (Finca San
Pablo), Santa Rosa (Pueblo nuevo Vifias, Finca Santa Isabel) y Solold (Municipio

Panajachel).

Usos medicinales populares: Se utiliza principalmente para el tratamiento de piodermias.

V. patens y V. baccharoides Kunth (conocida en el Litoral como Yasmiande) son utilizadas
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para afecciones de la piel, contusiones, heridas, golpes (Inca, Corrales, Tupiza, Yazan, y

Imbaquingo, 1995, pp. 87-101).

Actividad farmacolégica y biolégica: Se estableci6 la presencia de actividad fototdxica
frente a Bacillus subtilis (ATCC-6633) en tallos de plantas jovenes de V. patens. Los tallos y
hojas de también mostraron actividad antiinflamatoria y potencial bactericida (Pérez-
Amador, Mufioz Ocotero, Pérez Benitez, & Garcia Jiménez, 2008). El extracto acuoso de las
hojas produjo disminucién, aunque no significativa de la actividad antihemorragica

(Badilla, Chaves, Poveda, Jiménez, y Rodriguez, 2006).

3.6.3 Especie: Vernonia scorpioides (Lam.) Pers.

Sinonimos: Lepidaploa scorpioides (Lam.) Cass; Cacalia scorpioides (Lam.) Kuntze, Vernonia
scorpioides var. scorpioides (Lam.) Pers; Cyrtocymura scorpioides (Lam.) H. Rob (Tropicos,

2009).

Nombres comunes: Suquinay hembra, de hoja fina, escoba dura, matacampo, piraca, hierba

de san simoén o yerba san simén (Argentina) (Marino, y Pensiero, 2006, p. 13).

Descripcion botdnica: Arbusto, mide de 2-3 m de altura a veces arboles pequetios de 6 m,
hojas simples cortas con forma ovada peciolada poco oblongas miden de 6-15 cm de largo
y 1.5-3 cm de ancho, base aguda o acuminada, obtuso, mérgenes enteros algunas veces
denticulados o serrados. Inflorescencias agrupado en capitulos, usualmente bifurcado
comunmente de 20-30 cm de ancho, cimas espiraladas escorpioides, involucros
ampliamente campanulados, de 3-5 mm de alto, ciliado, de color verde palido con centro
café, agudo o sub-agudo a veces obtuso, corolas rosadas o blancas Frutos: aquenios muy
pequefios de Imm provistos de papus (De Marzi, 2006, p. 46; Nash, y Williams, 1976, p.
29).
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Distribuciéon y hdbitat: En suelos himedos a media sombra, crecimiento rapido y puede
utilizarse como cubre suelos gracias a sus tallos rastreros. Florece desde primavera hasta
verano, fructifica a principios de otono. Crece en bordes de selvas y caminos, lugares
abiertos regularmente en altitudes a nivel del mar con precipitacién pluvial desde 1700-
3200 mm al afio (Aizpuru, Aseginolaza, Catalan y Uribe-Echebarria, 1993, pp. 131-140; De
Marzi, 2006, p. 46; Nash, y Williams, 1976, p. 29).

Especimenes en herbarios de Guatemala: En una encuesta en cuatro herbarios de la ciudad

de Guatemala no se encontré muestras proveniente de Guatemala (Tropicos, 2009).

Usos medicinales populares: Tratamiento para ulceras crénicas de la piel, alergias,
parasitos de la piel, cicatrizante, procesos inflamatorios cutdneos, irritaciones, heridas,

picaduras, hemorroides, disenteria (Leite, Palhano, Almeida, & Biavatti, 2002, p. 496).

Actividad farmacolégica y biolégica: Tiene actividad inmunomoduladora, debido a la

inhibicién de la proliferacion celular (Zandonal, 2007, p. 6).
Otros usos: Ornamental, cubre suelos.

3.6.4 Especie: Vernonia tortuosa (L.) Blake.

Sinénimos: Conyza tortuosa L, V. shiedeana Less (Nash, y Williams, 1976, p. 31).
Nombres comunes: Suquinay, rash kam (Quecchi, Alta Verapaz)

Descripcion botdnica: Arbusto, de 1-3 m de alto, hojas cortas, con peciolos de 0.3-1.5 cm de
largo, alongado se reclinan en otras plantas, hojas regularmente gruesas y duras, mayoria

de 8-15 cm de largo y 2-5 cm de ancho. Comtnmente lustroso oblongo-eliptico a oblongo-
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lanceolado, pequefio, acuminado, obtuso o redondeado, la base redondeado o cuneado,
margen entero, mas o menos piloso escabroso, venacioén prominente, inflorescencia larga y
libre de branquias, cimas elongadas escorpioides, 30-40 flores, corolas blancas a rosas (De

Marzi, 2006, p. 46; Nash, y Williams, 1976, p. 31).

Distribucion y hdbitat: Se encuentra en Alta Verapaz, Chiquimula, Escuintla, Guatemala,
Izabal, El progreso, Petén, Quetzaltenango, Tetalhuleu, Sacatepéquez, San Marcos, Santa
Rosa, Suchitepéquez y al sur de México, El Salvador, Costa Rica. En Guatemala crece en
bosques abiertos y en bosque de pino de 100-1500 msnm con precipitaciéon pluvial desde

600-1800 mm al afio (De Marzi, 2006, p. 46; Nash, y Williams, 1976, p. 31).

Especimenes en herbarios de Guatemala: En una encuesta en cuatro herbarios de la ciudad
de Guatemala se encontraron muestras provenientes de Alta Verapaz (Senahu, Finca trece
aguas), Petén (San Andrés, Parque Laguna del Tigre), Escuintla, Guatemala (La Pedrera),

Sacatepéquez (San Pedro), Retalhuleu (San Felipe), Amatitlan (Pacaya).

Usos medicinales populares: Se utiliza la decoccion en Alta Verapaz principalmente para

el tratamiento de enfermedades del sistema digestivo.

3.6.5 Especie: Vernonia triflosculosa Kunth
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Sinénimos: Eremosis triflosculosa (Kunth) Gleason, Cacalia triflosculosa (Kunth) Kuntze,
Critoniopsis triflosculosa (Kunth) H. Rob.; Cacalia triantha (Schauer) Kuntze,
Vernonia chacalana S.F. Blake, Vernonia dumeta Klatt, Vernonia luxensis J.M. Coult,

Vernonia triantha Schauer (Nash, y Williams, 1976, p. 31).

Nombres comunes: Suquinay, palo de paloma, barreto.
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Descripcién botdnica: Arboles pequefios o arbustos, a veces llegan a medir 8 m. de alto,
corona densa y redonda con ramas pubescentes, hojas cortas pecioladas, ldminas finas,
ovaladas a eliptica, regularmente de 6-13 cm de largo y 1.5-3 cm de ancho, de agudo a
ancho-acuminado, atenuada en la base y mas o menos decurrente en el peciolo, méargenes
enteros a toscamente serrado o dentado, papiloso en ambas caras, de abajo glandular-
puntuado, Las inflorescencias son largas, conicas o hemisféricas, regularmente densas y
frondosas, cabezuelas comtinmente trifoliado, sésiles o con pedicelo muy corto, por lo
general de 2-5 en un solo pedunculo, involucro cilindrico, de color marrén o verdoso
palido, de 4-5 mm de alto, filamentos poco imbricados, externos redondeados u ovados,
subagudo, los de adentro oblongos, agudo o subacuminado, con hojas. Las flores son

pequenas y blancuzcas (Nash, y Williams, 1976, p. 32).

Distribucion y hdbitat: Se encuentra en Escuintla, Guatemala, Jalapa, Quetzaltenango,
Retalhuleu, Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa, Suchitepéquez, y al Sur de México,
Honduras, del El Salvador a Panama. Se encuentra en lugares himedos y secos, cerca de
matorrales sobre llanos o laderas rocosas. En Guatemala crece en altitudes de 120-1250
msnm o rara vez mds. Regularmente en Selva baja caducifolia con precipitacién pluvial de

600-1800 mm al afio (Nash, y Williams, 1976, pp. 31-32).

Especimenes en herbarios de Guatemala: En una encuesta en cuatro herbarios de la ciudad
de Guatemala se encontraron muestras provenientes de Chimaltenango, Guatemala
(Colonia Villa Linda, Zona 7), Sacatepéquez (Alotenango, Astillero municipal), Jutiapa

(Moyuta, Finca los Ausoles), Retalhuleu.
Usos medicinales populares: Se utiliza principalmente para el tratamiento de piodermias.

Actividad farmacoldégica y bioldgica: Presencia de di-terpenos en las partes aéreas de V.
triflosculosa. Dos hirsutinolides fueron estudiados para su ADN de NF-Kilobyte la
actividad obligatoria en células HaCaT (una linea de célula humana similar a
keratinocytes) y para su inhibiciéon sobre la produccion IL-8 en células HelLa (Zandondl,

2007, p. 6).
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3.7 Bacterias patégenas en estudio

3.7.1 Escherichia coli

Es un bacilo Gram-negativo, aerobios o anaerobios, produce endotoxinas, fermenta
la lactosa y la glucosa, positivos al indol en rojo de metileno, no tienen capsula, cepas son
moviles por flagelos. Las cepas lisas (L) forman colonias incoloras, convexas y brillantes,
pero al ser sub-cultivadas se convierten en cepas rugosas (R) que forman colonias
granuladas y opacas. Patologia: se encuentra en el intestino grueso, causan enfermedad
intestinal primaria, infeccién extra-intestinal. Es un microorganismo que puede
desplazarse del conducto intestinal al tracto urinario y a los rifiones por via hematégena o
linfatica presentando con mayor frecuencia procesos patolégicos en el tracto urinario.
Tratamiento: para el tratamiento de diarrea se usa el manejo del equilibrio liquido y
electrolitico. La diarrea infantil se controla con antibiéticos como: sulfamidas, ampicilina,
cefalosporina, tetraciclinas, carbencelinas, colistina, gentamicina kanamicina vy
aminoglucésidos; para infecciones urinarias, se utiliza nitrofurantoina, acido nalidixico y
sus derivados (Kaper, Nataro, & Mobley, 2004, pp. 123-140; Levy, 2002, pp. 65-71;
Winfield, & Groisman, 2003, pp. 3687-3694).

3.7.2 Pseudomonas aeruginosa

Es bacilo Gram-negativo, moévil por la presencia de flagelos polares, es aerobio,
produce endotoxinas, fermenta la glucosa produciendo &cido, es negativo al indol y
generalmente no tiene capsula pero las cepas encapsuladas producen colonias mucoides,
no forma esporas. En un medio de agar sangre, las colonias son grandes, irregulares con
pigmento verde o azul-verde difusible llamado piocianina. Patologia: Tiene por lo menos
dos tipos de proteasas que pueden ser responsables de las lesiones cutaneas hemorragicas
observadas en algunas infecciones. La elastasa produce los rasgos patolégicos observados
en las infecciones de la cérnea, ademds produce una enterotoxina que puede ser
responsable de la diarrea asociada en infecciones intestinales, también da lugar a como
infecciones del tracto urinario, infecciones de quemaduras y heridas, abscesos, meningitis,

bronconeumonia y la endocarditis bacteriana sub-aguda. Tratamiento: con antibidticos
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como polimixina B, colistina y gentamicina, en casos graves se utiliza la carbenicilina en
combinacién con la gentamicina. En pacientes quemados se ha empezado a emplear la

inmunoterapia (Esnard, y Diaz, 1997, pp. 30-37; Zuazo, 2001, pp. 569-574).

3.7.3 Salmonella typhi

Es un bacilo Gram-negativo, mévil anaerobio facultativo no esporulado, utiliza la
glucosa y la manosa para produccién de dcido sulfhidrico. En medio de Mac Conkey, las
colonias miden de 2-3 mm de didmetro, son circulares, convexas, lisas e incoloras. Son
capaces de tolerar concentraciones altas de bilis, caracteristica que ayuda en su aislamiento
e identificaciéon. Patologia: la infecciéon por S. typhi es causante de la fiebre tifoidea;
produce malestar general, fiebre, cefalea, letargo, anorexia, molestias abdominales,
erupcion transitoria, esplenomegalia y leucopenia; a veces diarrea de consistencia liquida
con gran nimero de leucocitos polimorfonucleares. Las complicaciones mds importantes
son hemorragia intestinal y perforacion. Tratamiento: el cloranfenicol se utiliza para el
tratamiento de la fiebre tifoidea y septicemias, algunas cepas presentan resistencia, por lo
que se utiliza: trimetroprim-sulfametoxazol ampicilina, amoxicilina, y furazolidona que
resultan efectivas en un 60-80% pero en tratamiento largo y dosis elevadas; en caso de
diarrea grave es necesario la restituciéon de liquidos y electrolitos (Durango, Arrieta, y

Mattar, 2002, pp. 89-96 ; Ekinci, Coban, Birinci, Durupinar, & Erturc, 2002, pp. 810-813).

3.7.4 Shigella flexneri

Es un bacilo entérico Gram-negativo, inmévil, aerobio, produce endotoxinas,
fermenta el manitol, no tienen capsulas y carecen de esporas. En medio de Mac Conkey,
las colonias son convexas circulares, lisas e incoloras. No pueden soportar altas
concentraciones de acido y de bilis. Patologia: produce la disenteria bacilar (shigelosis) y
se transmite por contaminacién fecal. Produce infeccion asintomatica, diarrea con sangre,
moco y pus, calambres en la parte baja del vientre y tenesmo. Esto es causado debido a

que las bacterias penetran en las células epiteliales de la mucosa del ileon terminal y colén,
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produciendo una disenteria bacilar. Tratamiento: se usa el manejo del equilibrio de
liquidos y electrolitos; la hidratacién por via parental y oral y la correccién de acidosis y de
los trastornos electroliticos. Los antibiéticos utilizados para el tratamiento son, la
ampicilina, trimetroprim-sulfametoxazol, estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclina y

colistina (Esnard, y Diaz, 1997, pp. 30-37; Zuazo, 2001, pp. 569-574).

3.7.5 Staphylococcus aureus

Son cocos Gram-positivo en racimos irregulares, inmoéviles no formadores de
esporas, sin cdpsula, catalasa positiva y aerobios facultativos, poseen alta tolerancia a la
sal, fermenta el manitol. Los antigenos constituyen la proteina A especifico. S. aureus
produce enzimas extracelulares como la coagulasa, estafilocinasa, nucleasa, lipasa y
hialuronidasa. Crece con facilidad en tripticasa soya y agar sangre de carnero. Las colonias
de S. aureus son redondas de 1-4 mm, de didmetro lisas, elevadas y resplandecientes de
color gris o amarillo dorado intenso. Patologia: S. aureus causa infecciones piégenas en
lactantes y nifios, en la piel, celulitis, furanculos, ptstulas, impétigo e infecciones post-
operatorios. Si la lesién es severa las bacterias pasan las barreras locales de la lesion
llegando a los ganglios linfaticos y al torrente sanguineo en donde se multiplica causando
necrosis. Produce intoxicacién alimenticia: nauseas, vomitos, diarrea y a menudo shock. Se
asocia con enteritis, osteomielitis, pioartrosis, bacteremia y endocarditis. Tratamiento: con
derivados semisintéticos de penicilina, el tratamiento quimioterapettico con
administracion simultanea de dos o mas medicamentos. En las infecciones estafilocdcicas
supurativas, el tratamiento adecuado es el drenaje (Murray, 1995, pp. 97-100; Paganini,

2007, pp. 292-296).

3.8 Hongos patogenos en estudio

3.8.1 Aspergillus flavus
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Son colonias de crecimiento rdpido con formaciones filamentosas blancas aéreas y
a medida que producen esporas, se vuelve pulverulento y pigmentado el color cambia a
verde. Poseen conidiéforos que se expanden en grandes vesiculas y estan cubiertas por
fidlides que producen cadenas de conidios. Los conidios son de color amarillo a verde de
un didmetro de 10-20 pm. Las fidlides pueden ser uniseriadas o biseriadas. Patologia:
produce oncomicosis, y ufias engrosadas, quebradizas, con estrias y depresiones en su
porciéon distal. Produce lesiones granulomatosas inflamatorias en la piel, oido externo,
senos nasales, bronquios y pulmones; ocasionalmente en la vagina, tdtero, valvulas
cardiacas, hueso y meninges. (Kennedy, & Sigler, pp. 765-799; Kwon-Chung &Bennett,
1992, pp. 201-247). Tratamiento: para la aspergilosis pulmonar, se utiliza yoduro, en la
aspergilosis invasiva se ha utilizado la anfotericina B, fluconazol 6 difulcan. La nistatina
que es muy eficaz en dreas locales pero demasiada téxica por via parenteral. Otros anti
fangicos son ketoconazol, fluorocitocina, miconazol, actinomivina B. En el caso de

aspergiloma en pacientes sintométicos, generalmente se requiere intervencién quirdrgica.

3.8.2 Candida albicans

Son levaduras que pueden producir pseudohifas e hifas verdaderas, colonias
elevadas de coloraciéon cremosa y opaca, de 1-2 mm de didmetro aproximadamente. Las
levaduras macroscopicas son elipsoides o esféricas con brotes de 3-6 um de tamafio; en
medios sin carbohidrato fermentable C. albicans crece como levadura por gemacion
mientras que en medios sin carbohidrato fermentable y en condiciones semi-anaerobias la
levadura se alarga formando un pseudo-micelio. Patologia: causa infecciones en la piel,
mucosas y ufias. La candidosis de la mucosa presenta lesiones tinicas y una pseudo-
membrana blanquecina que puede cubrir la lengua, paladar blando y mucosa oral. La
candidosis cutdnea ataca los pliegues inter-triginosos de la piel, la regién vulvo-vaginal y
los genitales. Tratamiento: el 4cido propidnico saturado y sus sales de sodio y zinc se usan

para tratar micosis de la ingle y ufias el tratamiento méas indicado para la infeccién por C.
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albicans es la nistatina y la anfotericina B, antibidticos poliénicos e imidazoles, ketoconazol,

fluconazole por via oral y miconazol por via intravenosa (Ripon, 1990, p. 33-56).

3.8.3 Epidermophyton floccosum

Hongo de crecimiento lento, su colonia es regular, abultada en el centro,
algodonosa de aspecto pulverulento de color amarillo verdoso, con surcos en el centro,
micelio aéreo, al reverso de la colonia se observa un pigmento beige con una mancha café
en el centro. Con macro-conidias grandes, largas, de pared lisa y delgada, multitabicada y
redondeada en la punta y adheridas a las hifas individualmente o en grupos de 2 6 3
Patologia: es el agente comun de la tinea pedis, tinea cruris y de la tinea unguinum es un
hongo antropofilico. Afecta solo la epidermis, pliegues de la ingle e interdigitales de los
pies. En fases mas severas pueden aparecer vesiculas. Tratamiento: el dcido propiénico
saturado y sus sales de sodio y zinc son fungistaticos y fungicidas y se usa en las tineas de

pies, cuerpo y ufias (Ripon, 1990, p. 33-56).

3.8.4 Microsporum gypseum

Colonia de crecimiento rapido, aplanada, de bordes irregulares y aspecto
pulverulento, la superficie granulosa por el conglomerado de macro-conidias, color
marrén canela El reverso de la colonia de color pardo rojizo anaranjado,
microscépicamente presenta macro-conidias en cadena, de pared delgada elipsoide con
varios tabiques (Ralph Daniel, 1991, p. 1566-1567; Ripon, 1990, p. 351-380). Patologia: M.
gypseum es un hongo zoofilico; causante de la tinea capitis, con papulas eritematosas y
escamosas alrededor de la lesion y con alopecia severa. Las lesiones son hiimedas con
cambios inflamatorios ulcerosos y solo invaden la piel y raras veces tejidos sub-cutaneos.
Tratamiento: consiste en proteger la piel formando una capa que impida la irritacion con
un tratamiento tépico no antimicético, y con soluciones con acido benzoico y salicilico.
También se utilizan derivados de azdlicos, bifonazol, fluconazol e itroconazol (Ralph

Daniel, 1991, p. 1566-1567).
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3.8.5 Trichophyton rubrum

Es un hongo antropofilico, sus colonias son de crecimiento lento, planas o
abultadas en el centro, superficie blanca algodonosa que se torna rosada; con mucho o
poco micelio. En el reverso algunas tienen pigmento rojo tinto. Con micro-conidias
piriformes, hifas ubicadas lateralmente, pocas macro-conidias y multiceptadas de pared
lisa (Elewski, y otros, p. 810-813, 1994; Ripon, 1990, p. 351-380). Patologia: parasita
animales y es el dermatofito del hombre mas frecuente y mas ampliamente distribuido, es
el agente mds abundante de la tineas de la piel y ufias; infecciones del cuero cabelludo.
Produce infecciones en las uhas afecta el espesor y en algunas casos pueden quedar
destruidas, en algunos casos ocasiona lesiones granulomatosas profundas. Tratamiento: el
acido propidnico saturado y sus sales de sodio y zinc son fungistaticos y fungicidas para
los géneros Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton y se usa en las tineas de pies,

cuerpo y uiias (Ripon, 1990, p. 33-56).

3.9 Evaluacién de la actividad antimicrobiana y antimicética in vitro

Actualmente existen varios métodos para la evaluacion de la actividad
antimicrobiana y antimicética de las plantas medicinales, pero los mas utilizados son los
métodos de difusion y dilucion. Estos dos métodos pueden variar dependiendo de varios
factores tales como: composicion del medio de cultivo, microorganismos de prueba,
método de extracciéon, pH, y otros, que afectan los resultados obtenidos. Se han
minimizado estas variaciones, realizando ambos métodos en condiciones estandar. Se
han propuesto modificaciones de los métodos, con el fin de mejorar los resultados,
tomando en cuenta que los principios basicos son los mismos (Programa Iberoamericano
de Ciencias y tecnologia para el desarrollo (CYTED) 1995, p. 70; Mitscher, Leu, Bathala,
Wu, & Beal, 1972, pp. 157-166; Rios, & Recio, 1988, pp. 127-148).
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3.9.1 Meétodo de difusién

Se da por la observacién de que un agente antimicrobiano que es difundido a
partir de un material o de un pozo escavado sobre la superficie de una placa de agar, era

capaz de inhibir el crecimiento de un microorganismo susceptible.

Es un método estandarizado de difusion con discos de papel filtro impregnados
con las soluciones antimicrobianas a ensayar, para determinar la susceptibilidad
antibacteriana. Estos se aplican sobre placas de agar inoculadas con el microorganismo de
prueba. Al estar en contacto los discos con el agar, absorben agua del medio, con lo cual se
disuelve la solucién y comienza a difundirse a través de la capa de agar. Mientras se
realiza la difusién del agente antimicrobiano; después de la fase inicial de crecimiento, se
da la fase de crecimiento logaritmico, en la que la multiplicacién bacteriana se realiza mas
rdpidamente que la difusién del agente antimicrobiano, y las células bacterianas que no
son inhibidas continuaran multiplicAndose hasta que un halo de inhibicion alrededor del
disco se pueda visualizar. Ningan crecimiento aparecerd en el drea donde el agente
antimicrobiano esté presente en concentraciones inhibitorias; mientras mas susceptible sea

el microorganismo, mayor sera la zona de inhibicién (Rios, y Recio, 1988, pp. 127-148).

Este método ha sido disefiado para organismos de crecimiento rdpido de un
periodo de 18-24 horas. Para estas pruebas se han utilizado diferentes medios, cepas,
papel filtro con didmetro de poro diferente, pero se ha concluido que las variables que
influyen en el resultado son: la concentracién y tipo de agente antibacteriano, el medio, el
tiempo de preparacion de la placa, la profundidad del agar, la conservaciéon y
manipulacién de los discos y la metodologia utilizada. Para disminuir el porcentaje de
error se da la estandarizacién de las variables como el inéculo y la utilizacién de cepas

control (Mitscher, y otros 1972, pp. 157-166).

3.9.2 Método de dilucion
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Es utilizado para determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM) de un
extracto, se puede realizar en caldo o agar. En este método al cultivo de microorganismo
en estudio se le inoculan cantidades especificas del antibidtico, que se encuentra en
concentraciones decrecientes en caldo o agar utilizando la técnica de dilucién seriada. La
CIM del antibiético es la medida del efecto bacteriostatico que tiene sobre el

microorganismo (CYTED, 1995, pp. 1-140).

El método de dilucién en liquido tiene como indicador de inhibicién la turbidez
del medio; si no hay crecimiento, el medio permanece claro por la inhibicién del
microorganismo; y cuando hay crecimiento y el medio aparece turbio, el antibi6tico no
inhibe el crecimiento del microorganismo. Por lo tanto el grado de inhibicién esta
relacionado con la turbidez, que es medida por espectrofotometria (Rios, y Recio, 1988, pp.

127-148).

El método de dilucién en agar, es preparado realizando diluciones de antibiético y
mezclados con un determinado volumen de agar, para obtener las concentraciones
deseadas. Posteriormente son inoculados los microorganismos a estudiar en los diferentes
puntos de la placa utilizando asa o aplicador. Se incuban las placas y se toma como limite
la CIM del antibiético que produzca inhibicién completa del crecimiento. Este método es
para probar muchas cepas simultdneamente, permite detectar heterogeneidad o
contaminaciéon microbiana; la contaminacion se detecta mezclando el extracto
antimicrobiano con el agar nutritivo y se deja reposar (Brancato, & Golding, 1983, pp. 848-
863; Burlingame, & Reddish, 1973, pp. 649-653; Tegos, Stermitz, Lomovskaya, & Lewis,
2002, pp. 3133-3141).

El método de diluciéon en agar es el indicado para realizarlo en pequefos
laboratorios ya que los extractos de las plantas no deben ser estériles ya que los

microorganismos aerdébicos no pueden desarrollarse debajo del agar solidificado.

El método de Mitscher establece la cantidad de muestra necesaria que no puede
ser mayor de 1 mg de muestra en 1 ml de agar. Las muestras que presenten inhibicién
deber realizarse a una concentracion de 0.1 mg de extracto en 1 ml de agar, los extractos
con pequefias cantidades de agente antimicrobiano no serdn activadas y deberdn

eliminarse. El método de diluciéon en agar se considera el mds favorable para ensayos de
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rutina con muestras como extractos de plantas (CYTED, 1995, pp. 1-70; Mitscher, y otros,
1972, pp.1025-1040; Rios, y Recio, 1988, pp. 127-148).

El método de Brancato & Golding modificado por MacRae establece la misma
cantidad necesaria no mayor a 1 mg de muestra en 1 ml de agar. En el que se mide el
diametro de la colonia para conocer el porcentaje de inhibiciéon de el agente antimicético.
Es mas favorable el método en agar con los extractos de plantas (Caceres, 1999, pp. 1-17;

Janssen, Scheffer, & Svendsen, 1998; pp. 427-430).

4 JUSTIFICACION

Guatemala es uno de los paises que posee mayor abundancia de flora nativa en
todas las regiones pero principalmente en el norte, centro y sur-occidente. Desde la
civilizacién maya se han utilizado estos recursos para satisfacer las necesidades bésicas y
desarrollar conocimientos empiricos sobre el valor medicinal de las plantas, que han sido

transmitidos de generacién en generacion hasta nuestros dias (Marino, 2005, p. 26).

Actualmente estas poblaciones han sido marginadas y perjudicadas por los
problemas sociales, econémicos y politicos que ha sufrido nuestro pais. El acceso a la
salud y los medicamentos, es un problema latente que no tiene solucién a corto o mediano
plazo. El aumento de enfermedades infecciosas (que representan la principal causa de
morbi-mortalidad en paises como el nuestro), la alta toxicidad de los antibiéticos y la poca

atencion médica, han dejado como principal recurso de las poblaciones, el sustituir
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antibidticos por plantas medicinales, que son recursos locales a los que recurren sin tener

evidencia cientifica de su actividad, pero que son de facil acceso y bajo costo.

En Guatemala hay reportadas veinte y cuatro especies nativas del género Vernonia,
utilizadas para el tratamiento de enfermedades (colicos, diarrea, dolor de estomago, dolor
de cabeza, tratamiento de piodermias, asma, etc). Los nombres comunes varian entre:
Suquinay, suquinai, suquinay hembra, suquinay hembra de hojas finas, etc. El género
Vernonia presenta caracteristicas morfoldgicas similares entre sus especies, por lo que los
pobladores utilizan varias especies indistintamente, sin conocer realmente sus

propiedades que pueden variar de una especie a otra.

Por esta razén es necesario realizar estudios que permitan conocer en mejor forma
las propiedades y limitaciones de productos naturales como las especies en estudio del
género Vernonia, con el fin de utilizarlos confiablemente o en sustituciéon de los
antibiéticos, por su baja toxicidad y que son accesibles a la mayoria de poblaciones por su
bajo costo y disponibilidad en el pais. Asi mismo se pretende preservar el conocimiento
que nuestros antepasados tuvieron sobre las propiedades ttiles de las plantas,
comprobandolo de manera cientifica, desarrollando de esta forma el conocimiento que

nuestra cultura posee sobre el tema para fortalecer la identidad nacional.

5 OBJETIVOS

5.1 General.

5.1.1 Evaluar las propiedades antibacterianas y antimicéticas de cinco especies del
género Vernonia utilizadas popularmente en el Suroccidente de Guatemala.
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5.2 Especificos.

5.21 Evaluar la accién inhibitoria in vitro de los extractos etandlicos obtenidos de las
hojas de cinco especies de Vernonia contra las bacterias: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella flexneri y Staphylococcus aureus

5.2.2 Evaluar la accién inhibitoria in vitro de los extractos etandlicos obtenidos de las
hojas de cinco especies de Vernonia contra los hongos: Aspergillus flavus, Candida
albicans, Microsporum gypseum y Trichopyton rubrum.

5.2.3 Encontrar la CIM in vitro de los extractos vegetales que presenten actividad
inhibitoria positiva frente a las bacterias y hongos en estudio.

6 HIPOTESIS
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Por lo menos uno de los extractos hidroalcohdlicos del género Vernonia tiene actividad

antimicoética y/o antibacteriana.

7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo

7.1.1

YV V V VY

7.1.2

Bacterias en estudio

Escherichia coli ATCC 9637
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Salmonella typhi ATCC 6538
Shigella flexneri ATCC 3845
Staphylococcus aureus ATCC 6538

Hongos en estudio
Aspergillus flavus ATCC 204304



» Candida albicans ATCC 10231
» Microsporum gypseum ATCC 115200
> Trichopyton rubrum ATCC 113200

7.2 Materiales

721

7.2.2

723

Recursos humanos

Investigador principal

Colector

Identificador del material vegetal

Equipo

GPS

Percolador

Rotaevaporador

Bomba de vacio

Desecadora

Incubadora

Estufa

Refrigeradora

Campana bacterioldgica

Secadora

Balanza analitica

Computadora personal con:
Office®, Microsoft™ Corporation Ltd.

Materiales

Material vegetal (100 gr de material seco de las cinco especies de Vernonin)

Guantes de latex

Papel filtro Whatman No. 1
Etanol al 50 y 70%

Vasos de precipitar
Frascos color &mbar
Cernidor

Varillas de vidrio
Embudos

Cajas de petri descartables

31
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Cajas de petri “cuadriplate
Asa bacterioldgica
Algodén

Gasa

Erlenmeyer

Beacker

Agar Muller-Hinton

Agar Saboraud

Agar tripticasa soya

Caldo tripticasa soya
Jeringas descartables
Pipetas

Probetas

Agua desmineralizada estéril
Campanillas de Durham

7.24 Instituciones
-LIPRONAT- Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia. Universidad de San Carlos de Guatemala.
Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
Universidad de San Carlos de Guatemala.
Laboratorio de Productos Naturales Farmaya S.A.
Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
Facultad de Agronomia.
Universidad del Valle de Guatemala

7.3 Metodologia

7.3.1 Colecta del material botanico

Se realiz6 una revision bibliogréfica en los herbarios para determinar la distribucion de las
plantas del género Vernonia (Ver Figura 2). En la parte Centro y Sur-Occidente de
Guatemala se realizaron las colectas de las especies a utilizar en este estudio. Las muestras
fueron herborizadas y secadas para su identificacién, una muestra se depositdé en el
Herbario de la Escuela de Biologia de la Universidad de San Carlos de Guatemala (BIGU)
o en el Herbario del Laboratorio de Farmaya (CFEH) (Anexo 2).
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Figura 2. Mapa del drea de colecta la regién sur-occidente y centro de la Reptiblica de Guatemala.
Localizacién de los puntos de colecta del material botanico de las cinco especies del género Vernonia

de este estudio (Art Map).

7.3.2 Preparacion de la materia seca vegetal

Se pesaron 200 g de la planta, se homogeniz6 hasta que se obtuvo una consistencia

uniforme. Se almacenaron y se rotularon con nombre, fecha y érgano de la planta

(Céceres, Samayoa, & Aguilar, 1990, pp. 55-73).

7.3.3 Obtencion del extracto
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Se coloc6 en la punta del percolador un pedazo de algodén que sirvié de filtro. Se
cortdé un pedazo de papel filtro, se le hicieron dobleces y se colocaron dentro del
percolador, en una bandeja aparte se coloco el material vegetal, se le agregd 200 ml de
etanol al 70% y se movié con una varilla de vidrio hasta que todo el material quedo
himedo. Se coloco el material vegetal en el percolador y se le agregaron los restantes 1800
ml del etanol y se tap6. Se rotuld el percolador con el nombre cientifico de la planta,
nombre comun, fecha, disolvente y peso. Se dejé reposar durante 24 horas para que el
disolvente actte. Se abrié la llave y se dej6 gotear hasta obtener la cantidad deseada para
pasar al rota-evaporador para concentrar. Se le agrego el disolvente recuperado en el rota-

evaporador al material vegetal, se repiti6 esta operacion tres veces por cada planta.

Se encendi6 el bafio de Maria a 60°C, se untaron con glicerina todas las bocas
esmeriladas y se colocé el balén de rota-evaporador, el balén del solvente recuperado y se
cerr6 la llave. Se conect6 la bomba de vacio y el rota-evaporador y se inicio con la
destilacion del extracto con recuperacion del disolvente hasta llevar al extracto a una
consistencia semi-soélida. Se verti6 el extracto concentrado a una caja de petri tarada y
rotulada, se tapdé con papel aluminio dejando respiradores. Se colocé en la desecadora
durante aproximadamente 15-30 dias hasta que tuviera una consistencia sélida y después
se transvaso a los viales tarados y rotulados. Con el peso se calculd el porcentaje de
rendimiento del extracto y se guardaron los viales con el extracto a una temperatura de
4°C hasta el momento de su uso (Céceres, y otros, 1987, pp. 223-237; Céceres, y otros 1990,
pp- 55-73).

7.34 Preparacion del agar-planta para bacterias y levaduras

Se prepararon tubos con 9.0 ml de agar Mueller Hinton. Se esterilizaron, se dejaron
enfriar a 50° C y se les agreg6 1 ml de la solucién del extracto disuelto el cual tenia una
concentracién de 10 mg/ml. Al agregar la soluciéon del extracto disuelto al agar Mueller
Hinton se obtuvo una concentracién final de 1 mg/ml. Se agité y vertié en cajas de Petri
estériles, se dejo solidificar en la campana y se incub6 a 36°C por 24 horas, para comprobar

esterilidad. Se guardé en refrigeracion hasta el momento de su uso.
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7.3.5 Preparacion del inéculo bacteriano y de levaduras en placa

Se purificaron los microorganismos a ensayar inoculdndolos en un tubo con 8 ml
de agar Mueller Hinton inclinado (para bacterias), y en cajas con agar Sabouraud (para
levaduras) se incubaron a 36° C por 24 horas. Se Inoculé una asada del cultivo puro
microbiano en un tubo con 5.0 ml de caldo Tripticasa Soya, se incub6 a 36° C por 24 horas
(para bacterias) o 48 horas (para levaduras). Se diluyeron 0.05 ml de la suspensién anterior
en 4.95 ml de solucién salina estéril (dilucién 1:100). Se sembraron en las cajas de petri con

agar-planta preparadas anteriormente.

7.3.6 Demostracion de la actividad antibacteriana

Se inocularon en las cajas con agar-planta una asada de la bacteria siguiendo el
patrén de la plantilla de ocho partes iguales dejando una zona clara, en el centro de la caja.
Este patrén se realiz6 utilizando una plantilla de plastico el cual se colocé debajo de las
cajas (Anexos 3y 4). Se dejo reposar durante 5-10 minutos y se incubaron a 36° C por 24
horas. Se utilizé como control negativo 9 ml de Agar Mueller Hinton mezclado con 1 ml de

etanol al 50% y como control positivo Amoxicilina.

7.3.7 Demostracion de la actividad antilevadura
Se inocul6 la suspension de levaduras en cada seccion segin la plantilla. Se incub6

a 36° C durante 48 horas. Se utiliz6 como control negativo 9 ml de Agar Mueller Hinton

mezclado con 1 ml de etanol al 50% y como control positivo Amoxicilina.

7.3.8 Interpretacion de resultados para bacterias y levaduras
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Actividad negativa: crecimiento homogéneo a lo largo del inoculo
Actividad positiva: no hay crecimiento homogéneo a lo largo del inoculo.
Contaminacion: Presencia de microorganismos fuera de la inoculacion.

. Las cuatro repeticiones del mismo microorganismo tienen que dar el mismo

resultado, de lo contrario el procedimiento fue erréneo.

7.3.9 Preparacion del agar-planta para hongos

Se prepararon tubos con 13.5 ml de agar Sabouraud. Se esterilizaron, se dejarén
enfriar a 50° C y se les agregé 1.5 ml del extracto de la planta disuelta previamente (10
mg/ml). La concentracién final que se obtuvo fue de 1 mg/ml. Se vertio y se agit6 en cajas
de Petri estériles, se dejo solidificar en la campana y se incub6 a 25° C por 48 horas, para

descartar contaminacion.

Figura 3. Modelo de la caja de petri utilizando la técnica de pozos equidistantes. (Se utiliz6 una caja
de petri para cada hongo para evitar contaminacién entre hongos)

7.3.10 Preparacion del indculo micético

Se prepar6 el medio de Takashio (Sabouraud modificado para la produccién de
esporas segun la técnica de Brancato y Golding modificado por MacRae). Se vertié 6 ml de
agar en cada tubo con tapén de rosca, se esteriliz6 y se dejo6 solidificar con el mayor declive
posible. Se incubaron a 25° C durante 18 horas para descartar contaminacién. Se
sembraron los hongos en los tubos a 27° C durante 21 dias hasta obtener un crecimiento

homogéneo. Se les agregé 2 ml de agua estéril y se desprendi6 el hongo con una varilla. Se
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agito un minuto en agitador y se realiz6 un conteo de esporas en la cAmara de Neubauer

(Anexo 5).

7.3.11 Demostracion de la actividad antimicoética

Se inocul6 la suspensién de esporas empleando la técnica de cultivo en pocillos
(ver figura 4), cuatro pozos equidistantes para un alfa de 0.10 (segin la tabla de
probabilidades de la distribucién binomial). Se deposité la suspensién de esporas en los
pozos. Se incubaron a 27° C durante 14 dias. (Céceres, y otros 1990, p. 55-73; MacRae,
Hudson, & Towers, 1988, pp. 143-172; Mitcher, Darker, & Golapudi, 1987, pp. 1025-1040).
Se utilizé como control negativo 13.5 ml de Agar Sabouraud mezclado con 1.5 ml de etanol

al 50% y como control positivo fluconazol.

7.3.12 Interpretacion de resultados para hongos

Se observo el crecimiento micotico en el medio.
Crecimiento positivo: no hubo actividad

Crecimiento negativo: inhibicién del didmetro de la colonia en un 75%

7.3.13 Determinacion de la CIM

Los extractos que inhibieron el crecimiento visible de microorganismos (bacterias y
hongos), se les realizé la cuantificacion de la CIM del extracto. Se prepararon cajas

cuadriplate (ver figura 5) con las siguientes diluciones del extracto:

3.6 ml de agar + 0.4 ml de la soluciéon de extracto = 1.0 mg/ml,
3.8 ml de agar + 0.2 ml de la solucién de extracto = 0.5 mg/ml

3.9 ml de agar + 0.1 ml de la solucién de extracto = 0.25 mg/ml y
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Un cuadrante con 4.0 ml de agar como control negativo.

Para bacterias se inocularon tres estrias en cada uno de los cuadrantes y se incubaron a

36°C por 24 horas. Se les realiz6 la lectura y se interpretaron los resultados.

1.0 my/ml

Cottrol

035 mg./ml

0.5 ma/ml

Figura 4. Plantilla para la caja cuadriplate, utilizada para determinar la CIM de cada extracto con
actividad positiva.

Para evaluar la CIM en hongos, se repiti6 la prueba con cantidades decrecientes del

extracto vegetal con la técnica de los pocitos (1:25; 1:50 y 1:100)
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Figura 5. Modelo de la caja de petri, utilizada para determinar la concentracién inhibitoria minima
de cada extracto con actividad positiva. Se utiliza una caja de petri para cada tratamiento con cuatro
repeticiones.
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7.4 Diseiio Experimental

Unidad experimental: Caja de petri
Tratamiento: 1 mg/ml del extracto de cada especie
Muestra: 30 cajas de petri

Poblacién: Bacterias y hongos

7.4.1 Hipétesis de investigacion

Por lo menos uno de los extractos hidroalcohdlicos del género Vernonia tiene actividad

antimicoética y antibacteriana.

7.4.2 Hipétesis experimental

Ho: El extracto hidroalcohoélico tiene efecto inhibitorio.
Ha: El extracto hidroalcohdlico no tiene efecto inhibitorio.

Rechazar si la probabilidad (p) de error es menor a 0.1 (error tipo I).

7.4.3 Variables

Independiente: La concentracién de los cinco extractos de Vernonia (1 mg/ml) con relacion
al solvente.

Dependiente: La actividad inhibitoria de los cinco extractos de Vernonia.

7.4.4 Ensayo antibacteriano y antimicético

En la demostracion de la actividad antibacteriana se realizaron cuatro repeticiones

por microorganismo. Se preparé una caja de petri con 9 ml de agar Muller Hinton, 1 ml de
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extracto a ensayar y un control con agar Muller Hinton, se utiliz6 la plantilla dividida en
ocho partes iguales colocando cuatro estrias por bacteria, para la actividad antimicética se
realizaron ensayos independientes con cuatro repeticiones por extracto a estudiar y un

control de crecimiento.

7.4.5 Distribucion de los grupos

Distribucién de grupos para bacterias y hongos fue de la siguiente manera: un
control de crecimiento en el que se inocula el microorganismo con cuatro repeticiones y los
grupos de tratamiento en el que se incorpora los extractos de las plantas estudiadas al
medio de cultivo y se siembra el microorganismo en cuatro repeticiones. Con cuatro
repeticiones por ensayo, se tiene un error alfa de 0.10 para concluir que el resultado de los

ensayos es positivo (segun la tabla de probabilidades de la distribucién binomial).

7.4.6 Unidades de medida

En este estudio se asume como unidad de medida: Para bacterias el crecimiento
homogéneo en todas las repeticiones (4) no hay actividad inhibitoria y si no hay
crecimiento homogéneo en todas las repeticiones (4) si hay actividad inhibitoria. Para
hongos el, no crecimiento o inhibiciéon del 75% del microorganismo, si hay actividad

inhibitoria y el resultado positivo del ensayo.

7.4.7 Disefio experimental

Para las bacterias se traté de un disefio al azar, distribuyéndose aleatoriamente las
cuatro inoculaciones del microorganismo; para los hongos fue un disefio no al azar, en el

que las cuatro inoculaciones del hongo en estudio se distribuyen en forma no aleatoria.

7.4.8 Analisis estadistico
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En igual forma para bacterias como para hongos, se trabajé con una prueba de
hipétesis binomial donde Ho: p<0.5 (no tiene efecto inhibitorio) y Ha: p>0.5 (si tiene efecto
inhibitorio). Si cuatro repeticiones dan éxito, Ho se rechaza para el nivel a establecido y se
dird que los extractos evaluados tienen efecto inhibitorio in vitro significativo sobre el
crecimiento los microorganismo estudiados con un valor p=0.0625.

El crecimiento negativo indica que la actividad con los microorganismos es
positiva por lo que se realizaron diluciones del extracto (1, 0.5, 0.25 mg/ml) con cuatro
repeticiones en cada dilucion del extracto siguiendo las indicaciones del tamizaje con el

objetivo de determinar la CIM.

8 RESULTADOS

Las plantas del género Vernonia son parte de la flora nativa de uso popular en
Guatemala utilizadas principalmente para afecciones de la piel. Se recolectaron cinco
especies del género en diferentes departamentos del Centro y Sur-Occidente de Guatemala
generalmente conocidas como suquinay y fueron debidamente identificadas.
Posteriormente se obtuvieron los extractos etandlicos de las especies, los extractos fueron
obtenidos mediante la técnica de percolaciéon y concentrados en rota-evaporador en el

LIPRONAT. El rendimiento de cada especie vegetal evaluada se muestra en la Tabla 1. Se
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puede notar que V. triflosculosa (16.5%) presento el mayor porcentaje de rendimiento,
mientras que el menor valor correspondi6 a V. deppeana (10.2%) (Ekinci, y otros, 2002, pp.

810-813; Murray, 1995, pp. 97-100).

Tabla 1. Porcentajes de rendimientos de cada uno de los extractos etandlicos.

Organo de la Peso inicial  Extracto % Rendimiento
Especie Vegetal planta (8) (g) etanol
Vernonia deppeana hoja 200 33.00 10.2
Vernonia patens hoja 100 15.54 104
Vernonia scorpioides hoja 200 20.42 15.5
Vernonia tortuosa hoja 175 18.25 14.5
Vernonia triflosculosa hoja 100 14.54 16.5

Fuente: Datos experimentales
% = porcentaje gr = gramos

Se efectuaron resiembras de las cepas de bacterias y levadura que se encuentran
almacenados en el Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia de la
Faculta de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
La actividad inhibitoria fue evaluada en cinco cepas de bacterias y una cepa de levadura.
Se realiz6 un tamizaje de 1 mg/ml de cada uno de los extractos. Los resultados obtenidos
con los extractos etandlicos, mostraron igual comportamiento en todas las cepas, ya que no
fueron sensibles a ninguno de los cinco extractos, no hubo actividad antibacteriana
(p>0.1). Se utiliz6 un control negativo que consistié de agar Mueller Hinton con etanol al
70% en una concentracion de 1 mg/ml vy el control positivo agar Mueller Hinton con

amoxicilina en una concentracién de 0.034 mg/ml.

En el caso de la actividad inhibitoria antimicética, esta fue evaluada contra tres
cepas de hongos dermatofitos. Se realizé6 un tamizaje de 1 mg/ml de cada uno de los
extractos. Para calcular el porcentaje de inhibicién, se compararon los didmetros contra el
de las colonias en las cajas control, tomando como positivo los extractos que redujeron el
didmetro de la colonia en un 75%. La Tabla 3, muestra que A. flavus ATCC 204304 y T.
rubrum ATCC 113200 no fueron sensibles a ningtn extracto. Los extractos etanolicos de V.

deppeana y V. scorpioides inhibieron el crecimiento de M. gypseurm ATCC 115200.
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Tabla 3. Actividad inhibitoria in vitro de extractos etandlicos de cinco especies del género Vernonia
retados contra tres cepas de hongos dermatofitos, utilizando el método de Brancato y Golding
modificado por Mac Rae. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de hongos dermatofitos en
concentraciéon 1 mg/ml.

Hongos (Inhibicién)

Extracto vegetal 1 Aspergillus flavus ~ Microsporum gypseum  Trichopyton rubrum

mg/ml ATCC 204304 ATCC 115200 ATCC 113200
Vernonia deppeana Inactivo (50%) Activo (100%) Inactivo (50%)
Vernonia patens Inactivo (0%) Inactivo (50%) Inactivo (50%)
Vernonia scorpioides Inactivo (50%) Activo (75%) Inactivo (50%)
Vernonia tortuosa Inactivo (0%) Inactivo (50%) Inactivo (50%)
Vernonia triflosculosa Inactivo (0%) Inactivo (0%) Inactivo (50%)

Fuente: Datos experimentales
Actividad antimicética significativa (p=0.0625)

Luego de realizar la fase de tamizaje, se procedié a determinar la CIM de las
especies vegetales con probable actividad, estd prueba permite tener datos mas exactos de

las propiedades antibacterianas y antimicoticas.

Se realiz6 la CIM con cuatro diferentes concentraciones en cada una de las cajas
inoculadas. Los resultados indicaron que el extracto etanélico de V. deppeana presenté una
CIM de 025 mg/ml (Anexo 6), mientras que V. scorpioides presenté la misma
concentracién inicial evaluada en la fase de tamizaje (1 mg/ml) sobre la cepa de M.

gypseum ATCC 1152000 (Tabla 4).

Se realiz6 la prueba estadistica utilizando la funcién de probabilidad de la
distribucién binomial, férmula en la que n es el nimero de ensayos, k es el nimero de

éxitos, p es la probabilidad de éxito y q es la probabilidad de fracaso.

p(X =k)= [::)p“ g

Los extractos etandlicos de V. tortuosa, V. triflosculosa y V. patens no tienen
actividad antimicética (p>0.1). Los extractos de V. deppeana y V. scorpioides (p=0.0625)

tuvieron actividad inhibitoria significativa (Tabla 4).
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Tabla 4. Concentracién Inhibitoria Minima de extractos etandlicos que presentaron actividad anti
Microsporum gypseum en la fase de tamizaje. Y los resultados obtenidos del analisis estadistico

mediante la prueba de hipétesis binomial con un alfa de p=0.1.

Microsporum gypseum
1
Extracto vegetal 0.125 mg/ml 0.25 mg/ml 0.5 mg/ml mg/ml  Valor de P
Vernonia deppeana Inactivo Activo Activo Activo 0.0625
Vernonia scorpioides Inactivo Inactivo Inactivo Activo 0.0625

Fuente: Datos experimentales
Actividad inhibitoria significativa (p=0.0625)
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9 DISCUSION

Las plantas del género Vernonia poseen caracteristicas morfologicas externas
similares, lo cual permite confundirlas con facilidad. Las cinco especies de Vernonia en
estudio son conocidas en Guatemala con el nombre vernacular “suquinay”. En este
estudio se conocié la actividad inhibitoria in vitro de algunas especies de Vernonia
utilizados tradicionalmente para afecciones de la piel, especificamente se buscéd
conocer por medio de un ensayo de laboratorio, si poseen actividad antimicrobiana

y/o antimicética utilizando para ello extractos etandlicos.

Los extractos etandlicos de las hojas de V. scorpioides (15.5%) y V. tortuosa
(14.5%) presentaron mayor rendimiento en la técnica de percolacién y concentracién en
rota-evaporacion. Ninguno de los extractos etanodlicos vegetales demostraron
actividad antibacteriana (p>0.1) por lo cual no presentaron actividad inhibitoria alguna
frente a las cinco bacterias y la levadura en este estudio. Por otra parte dos extractos
etandlicos presentaron actividad antimicética significativa (segtiin el valor establecido
en el anélisis estadistico p=0.0625) contra M. gypseum, los cuales fueron V. deppeana y V.
scorpioides. Posteriormente se realizé la CIM a los dos extractos para cuantificar la
menor concentracién en que un extracto inhibe el crecimiento de microorganismos. El
extracto etandlico de V. deppeana mostr6 una CIM de 0.25 mg/ml mientras que V.
scorpioides mostré una CIM de 1 mg/ml, destacando que la actividad inhibitoria de V.
deppeana fue la mas alta de las plantas estudiadas. La alta polaridad del etanol,

disolvente utilizado, permite obtener compuestos que inhiben el crecimiento de M.

gypseum.

Ahora bien, todas las plantas sintetizan metabolitos secundarios diversos
(Anexo 7), que utilizan para defenderse de agentes fitopatoégenos, entre ellos los
hongos y bacterias (Marino, y Pensiero, 2006, p. 13; Mitcher, y otros, 1987, pp. 1025-
1040). Los metabolitos secundarios que estdn presentes en el género Vernonia son
diferentes tipos de compuestos como sesquiterpenlactonas, glucésidos esteroidales,
flavonoides, ésteres, terpenos, acetatos, vitaminas, proteinas, etc. Debido a que son
pocos los estudios puntuales acerca de los metabolitos secundarios presentes en V.

deppeana y V. scorpioides, se asumi6é que la informacién existente acerca de estas



46

especies junto con la de los metabolitos presentes en otras especies del género y si
adicionalmente se conoce el tipo de actividad antimicrobial que estos poseen, entonces
es posible dar una posible explicacién de la actividad antimicética de V. deppeana y V.

scorpioides contra M gypseum.

Composicion quimica de V. scorpioides y V. deppeana

Los compuestos presentes en V. scorpioides han sido poco estudiados sin
embargo se encontraron algunos estudios que demuestran la presencia de metabolitos
en esta especie los cuales se mencionan a continuacion. En un andlisis cualitativo y
cuantitativo de V. scorpioides se demostré la presencia de los sesquiterpenos -
cariofileno (30,6%), germacreno D (27,3%), y biciclogermacreno (8,5%) (Albuquerque,
Lemos, Pessoa, Nunes, Nascimento, & Silveira, 2007, pp. 249-250). En esta especie se
aisl6 el compuesto 5-octa-2,4,6-triinil-furano-2(5H)-ona un nuevo poliacetileno
definido como un compuesto orgénico con alternancia de enlaces covalentes simples o
triples (Buskuhl, Freitas, Monache, Barison, Campos, Corilo, et, al., 2009, pp. 1327-
1333). Adicionalmente, se aislaron las siguientes lactonas sesquiterpénicas: luteolina,
apigenina, caffeate etilico, y diacetilpiptocarphol (8-acetil-13-etoxipiptocarphol)
(Buskuhl, Oliveira, Blind, Freitas, Barison, Campos, et, al., 2010, 1539-1544). Se aisl6 la
estructura de “tigliato”, terpeno que es obtenido mediante la destilaciéon y evaporacion
de los aceites esenciales (Jakupovic, Buruah, Chau Thi, Bohlmann, Msonthi, &
Schmeda-Hirschmann, 1985, pp. 378-380). También se aisl6 el compuesto 6-
Deoximikanokriptina  (3-oxo-1,7 8,10 7 (H)-guaia-4(5),11(13)-dien-8,12-olido), el
cual es un Guaianolido definido como lactona sesquiterpénica (Gémez, Rivera,

Rodulfo de Gil, Vogler de Valeri, y Triana, 1987, pp. 2216-2218).

La composicion quimica de V. deppeana ha sido poco estudiada sin embargo
recientemente se realizo un tamizaje fitoquimico en el cual se efectuaron ensayos para
la determinacién de alcaloides, cumarinas, flavonoides, antocianinas, taninos y aceites
volatiles. V. deppeana mostré presencia de alcaloides, pero estos no coincidieron con los
estandares utilizados, los cuales fueron papaverina y atropina. El tamizaje también
mostrd presencia de cumarinas, antocianinas, y la presencia de flavonoides. V. deppena

dio resultado positivo de los tres compuestos mencionados anteriormente sin embargo
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no coincidieron con los estandares utilizados los cuales fueron apigenina, rutina, 4cido
clorogénico, quercetina e hiperésido. Los aceites volatiles de V. deppeana coincidieron
con dos bandas de los estdndares utilizados, los cuales fueron mirceno y cineol (Ortiz

Loépez y Lopez Chenal, 2010, pp. 41-45).

Hay varios compuestos que ain no han sido estudiados en V. deppeana y V.
scorpioides, como las lactonas sesquiterpénicas que son abundantes en Asteraceae y en
consecuencia en el género en estudio. Entre estas las que podrian desempefiar un papel
en la actividad antimicética estdn vernodalol y los vernolidos (Dubey, 2011, p. 96;
Erasto, Grierson, & Afolayan, 2006, pp. 117-120), un acetato llamado B-amirina (Misra,
Singh, Upandhyay, & Srivstava, 1984, pp. 865-867) y un triterpeno aislado de
importancia llamado lupeol (Blair, 2005, pp. 84-87).

Actividad de los metabolitos mas importantes

Los aceites esenciales son ampliamente utilizados en la medicina, los dos aceites
presentes en V. deppeana el primero 1,8-cineol es utilizado como expectorante y
antiséptico, ayuda a combatir o prevenir infecciones causados por bacterias, hongos o
virus. Posee propiedades antimicéticas aunque tnicamente es activo en altas
concentraciones para Aspergillus (Vilela, Almeida, Regitano, Duarte, Brito, da Silva, et,
al., 2009, pp. 108-111). El mirceno ha sido identificado como principal componente
analgésico (utilizado para aliviar el dolor) en la hierba de té de limén (Lorenzetti,
Souza, Sarti , Santos Filho Ferreira, 1991, pp. 43-48) y en anteriores estudios este
compuesto ha demostrado actividad anti-fangica (Prieto, Patifio, Delgado, Moreno, &
Cuca, 2011, pp. 73-82). El mecanismo de accién en 1,8-cineol aparentemente acttia
contra las estructura de las membranas celulares en hongos y bacterias (Mesa, Bueno,

y Betancur, 2004, pp. 325-331).

Los compuestos que fueron aislados en V. scorpioides y que han demostrado
actividad antimicética podrian estar presentes en V. deppeana como compuestos activos
del género. Entre estos compuestos se encuentran las lactonas sesquiterpenicas [-
cariofileno posee actividad antimicética y anestésica (Silva, Bolzan, Mallmann,

Pozzatti, Alves, y Heinzmann, 2008, pp. 87-92), germacreno-D, al cual le atribuye
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actividad antibacteriana, antifingica e insecticida (Costa, Alves, Silva, Santos, Passos,
Silva, et al., 2010, pp. 851-858) y biciclogermacreno, que posee actividad antibacteriana
y antifangica (Siqueira, Oliani, Sartoratto, Queiroga, Moreno, Reimao, et al., 2010, pp.

33-40).

Las lactonas sesquiterpénicas son el grupo mas importante de compuestos en el
género Vernonia y aparentemente su mecanismo de accién estd relacionado con la
inhibiciéon de enzimas que tienen un importante papel en la formacion de la membrana

celular en los hongos (Freitas, Leonelo, y Stefani, 2009, p. 1).

Otro compuesto importante es el caffeate etilico, el cual es antiinflamatorio,
antibiético y antimicético (Kishimoto, Kakino, Iwai & Fujita, 2005). Su actividad frente
a los microorganismos se debe principalmente a que forma complejos con las proteinas
solubles y extracelulares y con las células de la pared (Aricapa, 2009, pp. 86-111;
Cuéllar, y otros, 2006, p. 1).

Estos componentes podrian ser los responsables de la actividad antimicética en
V. scorpioides y ser parte de los componentes presentes en V. deppeana que con la
presencia de otros compuestos propios de la especie aumentan la actividad
antimicética. Es importante mencionar otros compuestos presentes en el género que
ya han sido aislados y estudiados a los cuales se les atribuye actividad antimicética.
Otro grupo de lactonas sesquiterpénicas esta conformado por Vernodalol presenta
actividad antimicética, antimicrobiana e insecticida, Vernolidos con actividad
antimicética, antibacteriana y antiprotozoa (Erasto, & otros, 2006, pp. 117-120) y el
triterpeno lupeol ha presentado actividad antiftungica (Gallo y Sarachine, 2009, pp. 46-
66). Otro componente que ha sido aislado es un acetato importante llamado B-amirina
el cual posee propiedades antimicéticas (Johann, Soldi, Lyon, Pizzolatti, Resende, 2007,

pp- 148-153).

El grupo de compuestos que podrian estar presentes en V. deppeana (Anexo 8),
incluyen los metabolitos que compatiria con V. scorpioides mas la presencia de las
lactonas sesquiterpénicas ya estudiadas con actividad antimicética, el triterpeno
Lupeol y el acetato B-amirina. A este grupo de metabolitos se le uniria el mirceno
compuesto aislado en V. deppeana, al cual se le atribuiria el aumento de la actividad

antimicética en comparacion a la actividad de V. scorpioides. La mezcla de metabolitos



49

presentes en V. deppeana podria ser la clave de la actividad antimicética significativa

frente a M. gypseum.

La actividad antimicética significativa de V. deppeana y una gran variedad de
metabolitos que podrian estar presentes en esta especie, incluyendo los compuestos
activos responsables de la actividad inhibitoria de hongos, ponen de manifiesto la
necesidad de realizar un nuevo estudio de tamizaje fitoquimico tanto en ésta especie
como en otras utilizando nuevos marcadores, los cuales se crea que son importantes
como metabolitos con actividad inhibitoria de hongos y tumores (Farombi, & Owoeye,
2011, pp. 2533-2555; Koshimizu , Ohigashi, Huffman, Nishida, & Takasaki, 1993, pp.
345-356; Owoeye, Yousuf, Akhtar, Qamar, A Dar, Farombij, et al., 2010, pp. 226-234).

La revision bibliografica de los metabolitos presentes en este género ha
evidenciado un alto potencial antiinflamatorio y analgésico eliminando asi los
sintomas que se puedan presentar en presencia de piodermias, lo cual explicaria el uso
de infusiones para el tratamiento de estas enfermedades (Geetha, & Varalakshmi, 2001,
pp. 77-80; Olaleye, Farombi, Adewoye, Owoyele, Onasanwo, & Elegbe, 2000, pp. 171-
174; Villasefior, Angelada, Canlas, & Echegoyen, 2002, pp. 417-421).
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10 CONCLUSIONES

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

El extracto etanodlico de V. deppeana presentd actividad inhibitoria significativa

(p=0.0625) contra M. gypseum ATCC 115200 a una CIM de 0.25 mg/ml.

El extracto etandlico de V. scorpioides present6 actividad inhibitoria significativa

(p=0.0625) contra M. gypseum ATCC 115200 a una CIM de 1 mg/ml.

El extracto etandlico de V. deppeana mostré ser el mas efectivo de los extractos
evaluados al mostrar una menor CIM 0.25 mg/ml, lo que permite sugerir a esta

especie para futuras investigaciones con diferentes tipos de patégenos.

Las cinco cepas de bacterias utilizadas en este estudio mostraron resistencia a los

extractos etanolicos evaluados.

El mirceno, compuesto aislado en V. deppeana se le atribuiria el aumento de la

actividad antimicética en comparacioén de V. scorpioides.
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11 RECOMENDACIONES

11.1

11.2

11.3

11.4

11.5

11.6

Continuar con los estudios de actividad antibacteriana, antimicotica y
antitumoral del género Vernonia principalmente V. deppeana para conocer su

capacidad inhibitoria en otros microorganismos.

Debido al potencial y la actividad antimicética encontrada del extracto etandlico
de V. deppeana se recomienda su aplicacion en productos fito-farmacéuticos para

el tratamiento de enfermedades causada por M. gypseum.

Realizar estudios de aislamiento y analisis de los metabolitos presentes en las
especies del género Vernonia para ampliar la informacién acerca del mecanismo
de acciéon de los compuestos activos, mediante actividad biolégica frente a

patogenos.

Realizar nuevos estudios biolégicos y fitoquimicas tomando en cuenta variables
tales como la época del afio, origen, tipo de suelo, condiciones climaticas para

comprobar la variabilidad de los metabolitos.

Efectuar estudios in vivo de extractos de V. deppeana que presenté actividad
inhibitoria, evaluando su actividad cicatrizal, para proponerlo como

medicamento alternativo para el tratamiento de afecciones de la piel.

Recopilar y divulgar la informacién obtenida a los pobladores que utilizan
tradicionalmente las plantas medicinales preservando el conocimiento de

nuestros antepasados comprobado cientificamente.
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13 ANEXOS

Anexo 1. Vernonia deppeana Less.

Lugar: Guatemala, Panajachel (Solola)
Autor y determinador: Michael Kesl

Fuente: BioLib.cz 2011
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Anexo 2. Lugares de colecta de las muestra boténicas depositadas en los herbarios.

Tabla 1. Informacion general de las especies vegetales evaluadas

Familia Especie No. de Lugar de colecta ~ Georeferencia  Altura Propiedades
vegetal herbario msnm*
Asteraceae Vernonia 1122 Km. 153 Samayac, N 14° 31'59.88" 371 Medicinal
deppeana Suchitepéquez 0 91°30'00"
Asteraceae Vernonia patens 48139** Municipio N 14° 44'34.56" 1044 Medicinal
Panajachel, Solola O 91° 09'30.5"
Asteraceae Vernonia 1103 Km. 153 Samayac, N 14° 31'59.88" 371 Medicinal
scorpioides Suchitepéquez 0 91°30'00"
Asteraceae Vernonia 52801** Pueblo Nuevo N 14°12'44 O 1055 Medicinal
tortuosa Vinas, Santa Rosa 90° 26'46"
Asteraceae Vernonia 1102 Km. 153 Samayac, N 14° 31'59.88" 371 Medicinal
triflosculosa Suchitepéquez 0 91°30'00"

* msnm: Metros sobre el nivel del mar

** no. de herbario perteneciente al Herbario de la Escuela de Biologia (BIGU), Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia. El resto de nimeros de herbario pertenece al Herbario de
Farmaya, S.A.
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Anexo 3. Realizacién del ensayo en la campana de flujo laminar utilizando
incinerador, asa de nicromo, plantilla de ocho partes, cajas de petri con agar-planta e
inoculos.

Anexo 4. Plantilla de ocho partes iguales utilizada en el ensayo, dejando una zona clara
en el centro de la caja.
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Anexo 5. Tamizaje de la actividad antimicotica, conteo de esporas en la camara de
Neubauer.

Anexo 6. CIM de V. deppeana sobre la cepa de M. gypseum en concentraciones de 0.25,
0.5 y el control negativo (de izquierda a derecha) a simple vista se puede observar la
actividad inhibitoria.
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Anexo 7. Productos o compuestos con actividad antimicética obtenidos de plantas.

Tabla 1. Productos con actividad antimicotica obtenidos de plantas.

Compuesto Fuente Actividad Ref.
Aceate del drbol del 1 (erpinen-4-ol y 1.E-cineol) Melalewca alternifolia Candida, Malassezia, dermatéfitos 21-27
Alicing Allium sativiem Cinadida, Malassezia, dermutofitos,
Cryptocecens, Aspergilius 20, M)
Ajgoeno Allfum sativion Condidea, Molassezia, dermatofitos,
Paracoccidiodes brasiliensis 31-34
Timol Thvmus vadgaris, Thymus Zvgls Criptocecons necformeans, Saprolegnia,
Zvgorlvachu 35
Carvacrol Thvmus vadgaris, Thymus Zvgls Criptocecons necformans, Saprolegnia,
Zvgorlvachu 35
Eucaliptel {1.8-cineol} Encaliptus glabulusz Candida albicans 36
Zepmating e meays Candida albicans 3741

Fuente: Mesa, AC; Bueno, JG; Bentancur LA. (2004). Productos Naturales con Actividad

Antimicética. Revista Espariola de Quimioterapia, 17(4), 325-331p.
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Anexo 8. Metabolitos de importancia aislados en el género Vernonia.

Especie Nombre del compuesto Clase de Autor (s)
compuestos
V. scorpioides [-cariofileno, germacreno D, y Sesquiterpenos Albuquerque, Lemos, Pessoa,

biciclogermacreno Nunes, Nascimento, y Silveira, 2007,
pp- 249-250

5-octa-2,4,6-triinil-furano-2(5H)-  Poliacetileno Buskuhl, Freitas, Monache, Barison,

ona Campos, Corilo, et, al., 2009, pp.
1327-1333.
Buskuhl, Oliveira, Blind, Freitas,

luteolina, apigenina, caffeato Sesquiterpenlactonas  Barison, Campos, et, al., 2010, 1539-

etilico, y diacetilpiptocarphol (8- 1544.

acetil-13-etoxipiptocarphol)

tigliato Terpeno Jakupovic, Buruah, Chau Thi,
Bohlmann, Msonthi, & Schmeda-
Hirschmann, 1985, pp. 378-380.
Gomez, Rivera, Rodulfo de Gil,
Vogler de Valeri, y Triana, 1987, pp.

6-Deoximikanokriptina (3-oxo-1 ~ Guaianolido 2216-2218

,70,8 7,10 5 (H)-guaia-

4(5),11(13)-dien-8,12-olido

V. deppeana Nces* Alcaloides Ortiz Lépez y Lépez Chenal, 2010,

Nces* Cumarinas pp. 41-45.

Nces* Antocianinas

Nces* Flavonoides

V. amygdalina
V. cinerea

Vernonia sp.

Mirceno y cineoles
Vernodalol y vernolidos
5 _amirina

Lupeol

Aceites volatiles
Sesquiterpenlactonas
Acetato

Triterpeno

Erasto, Grierson, & Afolayan, 2006,
pp- 117-120; Dubey, 2011, p. 96.
Misra, Singh, Upandhyay, &
Srivstava, 1984, pp. 865-867.

Blair, 2005

*Nces = no coincidié con los estandares utilizados.
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