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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo principal dererminar la actividad biocida de cuatro plantas de uso medicinal en el
Parque Nacional Laguna de Lachud (PNLL). mediante los métodos estandarizados para bacterias, hongos, levaduras, prolozoos, larvas,
citotoxicidad contra Artemia salina. Las plantas en estudio fueron seleccionadas de un total de 209 reportadas en la encuesta etnobotdnica
zada por Cleaves en el afio 2,000 (1). Los criterios de seleccion inclufan el no haber sido estudiadas anteriormente, segtn la base de
jatos NAPRALERT, v ser nativas de la region en estudio (2-7). Previo a los andlisis bioldgicos respectivos se obluvieron los extractos
=1an6licos de las plantas en estudio mediante precolacion con etanol al 95% y rotaevaporacion al vacio. Se demostré que los exiractos de
dos de las cuatro plantas tenfun actividades biocidas positivas siendo estas: Piper veruginosibaccum con actividad contra Staphylococcus
reus, Mycobacterium smegmatis y Bacillus subtilis, hasta una concentracién de 0.5 mg/ml, actividad positiva contra epimastigotes de
Trepanosoma cruzi a una concentracién de 1 mg/ml y actividad citotéxica contra nauplios de A. safing a una concentracion de 0.69 my/
mL. El espécimen vegetal Hyptis verticillata, demostrd tener actividad contra epimastigotes de 7. cruzi a una concentracién de 0.92 mg/
_L y contra promastigotes de Leishmania braziliensis a una concentracién de 0.81 mg/mL. Las especies Cissampelos tropaeolifolia y
Passiflora coriacea no mostraron ninguna bioactividad. Estos datos no se conocfan y constituyen la basc de futuras investigaciones gque

:rern.ndan explorar con mayor profundidad las propiedades bioldgicas demostradas. Pueden también utilizarse para orientar cientificamente

¢l uso de las plantas con fines medicinales.

INTRODUCCION

E1 Parque Nacional Laguna de Lachud (PNLL) estd definido
como drea de proteccién especial segtin decreto 4-89 del Congreso
Nacional de la Repiblica de Guatemala. Se encuentra localizado
=n ¢l departamento de Alta Verapaz, consiste en una extension de
10.000 ha de bosque maduro y una laguna de color azul-turguesa
de 5 km®. Su estado poco alterado ha permitido la conservacion
de una importante biodiversidad, misma que es explotada por los
habitantes de la zona de influencia, que obticnen estos recursos
del bosque para suplir algunas de sus necesidades bdsicas, tales
como la alimentacion, vivienda y salud (8).

Uno de estos recursos lo constituyen las plantas medicinales,
cuya utilizacién se realiza por informacién que se ha transmitido
de una generacion a otra, a un reducido nimero de personas dela
comunidad. Muchas veces cstas plantas son el Qnico recurso
disponible por la poblacion para ¢l tratamiento de las
enfermedades infecciosas de mayor incidencia en la regiodn,
aunque generalmente la aplicacidn terapéutica de las mismas es
empirica (9).

Puesto que esta situacién es comdn en la mayorfa de los
pafscs de América Latina, la Organizacién Mundial de la Salud,
mediante la Resolucidén WHA 31.33 reconoce la importancia de
lag plantas medicinales en el cuidado de la salud, y llama la

atencién a los Estados miembros a utilizar un enfoque analitico
del tema de las plantas medicinales, recomendando entre otras
cosas, la aplicacion de criterios cientificos y métodos para
asegurar su cficacia en el tratamiento de condiciones y
enfermedades especificas (10). Por ello, el objetivo principal de
este trabajo es la determinacién de la actividad biocida de cuatro
plantas de uso medicinal en ¢l PNLL no estudiadas previamente,
dutos que son necesarios lanto para poder continuar con el estudio
cientifico de las caracteristicas de los recursos vegetales del
PNLL, como para apoyar con datos cientificos el uso eficaz de
las plantas medicinales por parte de la poblacidn del drea.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio de tipo experimental, en donde se
probaron los cfectos biocidas de los extractos etandlicos de cuatro
plantas de uso medicinal en el PNLL (Cissampelos tropaeolifolia,
Hyptis  verticillata, Passiflora coriacea 'y Piper
aeruginosibaccum) que cumplieron con las caracteristicas de no
haber sido estudiadas previamente, ser nativas de laregion, haber
sido detectadas anteriormentc por la encuesta ctnobotldnica
correspondiente y que pucdan ser obtenidas durante la época de
recoleccién asignada. Estas se eligicron de un universo de 209
plantas de uso medicinal, detectadas en un estudio etnobotdnico
previo, en la zona de influencia en el PNLL.
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El material vegetal se secd a la sombra, sc molié v una
cantidad pesada se colocd en un percolador realizando
extracciones con etanol al 95%. Los extractos se concentraron
cn rotavapor ¥ lucgo en desecadora (6),

Sc determind la actividad antibacteriana y antifiingica
mediante los métodos de Mitscher er al (1) y el de Brancato &
Golding modificado por MacRae er af(2.3.13), respectivamente,
Estas determinaciones se realizaron en dos fases, la de tamizaje
de la actividad biocida vy la fase de Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM) cn la que se realizaron tres diluciones de los
exlractos positivos en la [ase de tamizaje para determinar dicha
concentracion. Las determinaciones se realizaron por el método
de dilucion, en cuadruplicado (11).

Se utilizaron las bacteras Staphviococcus aurens ATCC
23923, Salmonella tvphi ATCC 14028, Mycobacterium smegmariis
ATCC 607, Bacillus subtilis ATCC 6051, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27833, Escherichia coli ATCC 9637: los
hongos levaduriformes Candida albicans ATCC 10231 vy
Cryptococcus neoformans C13; los hongos llamentosos
Aspergillus flavus CCQQ A-75. Microsporum gypsewm CCQQ
M-T1 y Trichophyvton rubrum CCQQ M-T74.

La actividad antiprotozoaria sc determiné por medio del
método de Gonzdlez et al. v Hocquemiller ef al. (4.5,14), para
epimastigotes de Trypanosoma cruzi MHOM/GT/96/SMI-04392,
promastigotes de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903
v Leishmania mexicana MNYC/BZ/62/M376. Para esto se
enfrentaran los extractos a los protozoos antes mencionados.
determinando microscopicamente, el ndmero de pardsitos vivos
en los pozos de prugba contra el control negativo, ¢l reto se realizd
en microplaca (15). Los resultados se analizaron mediante el
modelo estadistico Finney's Probit Analysis (5,13.16). para
obtener de esta manera el valor de la concentracion a la que los
extraclos ensayados lenfan actividad contra el 90% de los
protozoos (CL, ) a los que se enfrentaron (6,12).

La determinacion de la actividad larvicida consistid en
enfrentar los extractos etandlicos contra larvas de primero estadio
de los mosquitos Aedes aegypti ¥ Anopheles albimanus de 24
horas de vida, mediantc un ensayo en micro placa y por triplicado,
segin el método de Mishra er al. (6,7). Se establecid que la
actividad positiva seria considerada como tal, si el extracto en
estudio provocaba la muerte del 1009% de las larvas presentes en
los pozos de prueba, de lo contrario se establecid que la
Concentracion Letal (CL ) es mayor de | mg/mL o sea que el
extracto no tiene actividad biocida contra dichas larvas,

La determinacion de la actividad citotéxica contra nauplios
de Artemia salinag se realizéd segiin el método de Meyer eral. (7),
en las dos fases de tamizaje v la determinacion de la dosis letal
A% (DL) Figura 1. En la fase de tamizaje la actividad citotdxica
fue determinada utilizando una concentracion de 1 mg/mL de los
extractos mismos gue se enfrentaron a nauplios del crusticeo A.
salinag de 48 horas de vida (17). Sc considerd gue un extracto
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tenfa actividad positiva si era capaz de matar a mds del 50% de
los nauplios contra los que se enfrentd. Esto se realizd por
triplicado por lo que el valor oblenido es el promedio de los tres
pozos de prucha. Para cl extracto etandlico que presento actividad
positiva contra los nauplios de A. saling en la fase de tamizaje, se
procedio a determinar la dosis a la que el mismo era capaz de
matar al 50% de estos crustacens. Para esto se repitio el
procedimiento aplicado en la fase de tamizaje. pero utilizando
tres diferentes concentraciones del extracto (1.0, (15 y 0.25 mg/
mL). El resultado se calculé mediante el programa estadistico
Finney s Probit Analysis DOS (18},

Figura 1. Equipo y materiales necesarios para
determinar la citotoxicidad de extractos vegetales
contra nauplios de Artemia salina.

RESULTADOS

Rendimiento de las plantas en estudio

Los procedimientos de percolacidn y concentracién en
rolavapor a los que se somelio el material vegetal obtenido, dio
como resultado la obtencién de los extractos ctandlicos grado
miel de cada planta. En 1a Tabla | se presentan las cantidades de
material vegetal inicial y la cantidad de extracto etandlico obtenido
4 parlir de este. en gramos, asi como la relacidn entre estos dos
valores expresados por ¢l poreentaje de rendimiento respectivo.

Tabla 1
Rendimiento del procese de obtencidon de los
extractos etandlicos de las plantas en estudio

Planta Peso (g) Extracto Rendimiento
(g) (%)
C. iropaeolifolia 126.9 22.3 17.5
H. verticillata 112.4 228 20.2
F coriacea 118.4 18.4 15.5
E aernginosibaccum 181.8 15.6 8.57
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De estas plantas, Hyptis verticilluta resulté ser 1a especic
con un mayor porcentaje de rendimiento con un 20.2%. mientras
que Piper aeruginosibaccum es la especie con menor porcentaje

de rendimiento.

Determinacion de la actividad contra bacterias, hongos y
levaduras

Fase de tamizaje

Se determind la actividad de cada uno de los extractos
clandlicos obtenidos contra las bacterias Gram positivo B. subiilis
ATCC 6051 y S. gureus ATCC 25923, la micobacteria M.
smegmatis ATCC 607, las bacterias Gram negalivo 2. coli ATCC
9637, P, aeruginosa ATCC 27833, §. rvphi ATCC 14028; los
hongos levaduriformes C. albicans ATCC 10231 v €. neoformans
C13; y, los hongos filamentosos A. flavus CCQQ A-73, M.
gvpseum CCQQ M=TL. T. rubrum. Los resultados de estos
ensayos se observan en la Tabla 2.

Cuando un microorganismo fue inhibido en su erecimiento
o no se evidencio dicha actividad, se considerd que el extracto
tenia actividad positiva (+) o negativa {-) respectivamente para
este extracto, figura 2. Segiin se observa en la Tabla 2, la especie
I aeruginosibaccum es la Unica de las plantas con actividad
biocida positiva contra las bacterias Gram positivo B, subrilis y
S.awreus, y contra M. smegmatis. Este mismo extracto no presentd
actividad biocida positiva contra el resto de los microorganismos
2 los que se enfrentd.
Los otros tres extractos de Tas plantas en estudio no presentaron

actividad positiva contra ningune de los microorganismos a los
que se enfrentaron.
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Figura 2; Tamizaje antibacteriano

Tabla 2. Actividad antibacteriana y antifiingica de las
plantas en estudio del procedimiento de tamizaje
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Az Cotropaolifolia B: H. verticilata C: P coriacea
D: P aeruginosibaccum

(+) = No hay crecimiento o actividad positiva

(-) = 51 hay crecimiento o actividad negativa,

Determinacion de la CIM

Esta determinacidn se realizd tnicamente con ¢l extracto de
I aeruginosibaccum, puesto que los otros tres extractos en estudio
no presentaron ninguna actividad positiva en la fasc de tamizaje.
Resultados que se observan en la Tabla 3 y Figura 3.

Figura 3, Determinacion de la Concentracién Inhibitoria
Minima de la actividad antibacteriana de Piper
aeriginosibaccin en mg/mbL

B. subtilis S. mureuns M. smepmatis
1 035 023 1 05 025 1 05 023

+ + -+ o+ - 4+ o+ -

Referencias:
{(+) = No hay crecimiento o actividad positiva;
{ - )= Hay crecimiento o actividad negativa.
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Se observa que el extracto ctandlico de P, aeruginosibaccum
Figura 4 nuevamente inhibid el crecimiento de los tres
microorganismos contra los que va se habfa enfrentado en la fase
de tamizaje. Coincidentemente a la concentracidn de 0.5 mg de
extracto por mL de agar se inhibid el crecimiento de los tres
microorganismos en estudio, por lo que se considera que este
valor de concentracién corresponde a la CIM in vitro del extracto
contra las bacterias Gram positivo: B. subtilis, S. aureus y la
micobacteria M. simegmatis. En la concentracién de .25 mg/mL
se observo crecimiento bacteriano por lo que se considera que a
esta concentracion el extracto ya no tienc actividad.

Figura 4. P aeruginosibaccum

Determinacidn de la actividad contra Leishmania mexicana
¥y Trypanosoma cruzi de los extractos etandlicos de cuatro
plantas

Esta actividad se determind contra epimastigotes de 7. cruzi
y amastigotes de L. mexicang y L. braziliensis. Para esto se
enfrentaron los extractos a los protozoos antes mencionados
determinando, microscdpicamente. el nimero de pardsitos vivos
en los pozos de prueba contra el control negativo. Los resultados
se analizaron mediante el modelo estadistico Finney's Probit
Analysis, para obtener de esta manera el valor de la concentracion
a la que los extractos cnsayados tenfan actividad contra ¢l 90%
de los protozoos (CI, ) a los que se enfrentaron. Los resultados
se observan en la Tabla 4,

Tabla 4. Actividad Antiprotozoaria (L. braziliensis
L. mexicana, T. cruzi y) de las
cuatro plantas en estudio en mg/ml

Planta L, E, T
brazgiliensis mexicana crugi

C. tropaolifolia =1 =1 =1
H. verticilliara 0.81 =1 0.92

P coriacea >1 >1 =1

P aeruginosibaccum =1 >1 !

El extracto de H. verticilliata tuvo actividad contra L.
braziliensis y T. cruzi a las concentraciones de 0.81 y 0.92 mg/
mL, respectivamente. El extracto de P. qeruginosibaccum
presento actividad contra T, ¢rugi a una concentracion de 1 mg/
mL. Elresto de los extractos ensayados no presentaron actividad
contra minguno de los protozoos a los que se enfrentaron.

Determinacion de la actividad larvicida:

Esta prueba consistid en enfrentar los extractos ctandlicos
contra larvas de los mosquitos A, gegypti v A. albimanus de 24
horas de vida, mediante un ensayo en placa y por triplicado. Se
establecio que la actividad positiva serfa considerada como tal,
s el extracto en estudio provocaba la muerte del 100 por ciento
de las larvas presentes en los pozos de prueba, de lo contrario se
establecid que la Concentracién Letal (CL ) es mayor de 1 mg/
mL o sed que el extracto no tiene actividad biocida contra dichas
larvas. Los resultados de esta prueba aparecen en la Tabla 5.

Tabla 5. Actividad larvicida contra A. aegypti v
A. albimanus de las cuatro plantas en estudio

(mg/ml.)
Planta A. aegypti A. albimanus
C. tropaeolifolia >1 Y
H. verticillata =1 =1
P coriacea >1 =
Faeruginosibaccum =1 =1

*Concentracién Letal CL

Como se puede obscrvar, ninguno de los extractos resultd tener
actividad positiva contra las larvas a las que se enfrentaron o
bien que la concentracién es mayor de 1 mg/mL.

Determinacidn de la actividad citotdéxica
contra nauplios de Arfemia salina

Fase de tamizaje

La actividad citotéxica fue determinada segtin la letalidad de
los extractos contra nauplios del crusticeo A. salina de 48 horas
de vida a los que se enfrentaron. En la fase de tamizaje se
considerd que un extracto lenfa actividad positiva si era capaz de
matar a mas del 50 por ciento de los nauplios contra los que se
enlrentd. Este procedimiento se realizd por triplicado por lo que
¢l valor obtenido es el promedio de los tres pozos de prueba. En
la Tabla 6 sc incluyen los resultados de la prueba de tamizaje de
las cuatro plantas en estudio,
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Tabla 6. Tamizaje de la actividad
citotéxica de Ias plantas en estudio

Especie vegetal Pozo Pozo Pozo Nauplios
4 No. 1 No. 2 No.3 muertos
Muertos Muertos ©Muertos (%)
{totales /totales /totales
C. rropaeolifolia 1/10 /11 0/10 6.4
H. verticillata 0/11 0/12 0/12 (.0
P corfacea 311 4/12 1/11 23.5
FPaeruginosibaccum  10/12 8/11 10/13 77.8

Como se observa en esta tabla. tnicamente el extracto
etanolico de P aeruginosibaccun presento actividad positiva en
la fase de tamizaje, puesto que se obiuvo un porcentaje de nauplios
muertos del 77.8%:; este valor fue mayor del 50% que era
considerado como el valor indicador de la actividad biocida
positiva.

Determinacion de la DL

Yaque el extracto etandlico de P, aeruginosibaccum presentd
actividad positiva contra los nauplios de A. saling en la lase de
tamizaje, se procedio a determinar la dosis a la que el mismo era
capaz de matar al 509 de estos crusticeos. Para esto se repilié el
procedimicnto aplicado en la fase de tamizaje, pero utilizando
tres diferentes concentraciones del extracto (1.0, 0.5 ¥ 0.25 mg/
mL). Estos resultados se observan en la Tabla 7.

Tabla 7. Determinacién de Ia Dosis Letal
(DL_) del extracto de P. qeruginosibaccum
contra nauplios de A. salina

S

Concentracion Pozo 1 Pozo 2 Pozo 3 Dosis Letal

mg/mL Muertos/ Muertos/ Muertos/ DL,
totales totales totales  mg/mL
1.0 9/12 9/15 12/13 0.69%
0.5 2/11 2/13 6/11
0.25 0/13 0/13 1/15

* Finney s Probit AnalysisDOS; IC = ( 0.390 - 0.825)

DISCUSION DE RESULTADOS

Rendimiento de las plantas en estudio

Laespecie P aeruginosibaccum resultd ser el mas importante
de las cuatro analizadas. en cuanto a las diversas actividades
biocidas demostradas, fue ademds el de menor porcentaje de
rendimiento en la obtencidén del correspondiente extracto
etandlico. Deben considerarse las dosis o concentraciones a las
que demostrd tener actividad positiva en relacion con la cantidad
de materia vegetal necesaria para obtener las propiedades
establecidas en el presente estudio.

Actividad contra bacterias, levaduras y hongos

Los microorganismos utilizados en las determinaciones de
la fase de tamizaje lueron escogidos scein el criterio de tener
representantes de los principales géneros v especies de patdgenos
o con alguna relacién laxondmica con cstos.

La actividad positiva para inhibir a las bacterias B, subiilis
y M. smegmaiis, mismas que no son consideradas paldgenas,
plantea la posibilidad que el extracto de P aeruginosibaccum
sea efectivo también contra otras bacterias del mismo género con
mayor importancia clinica, pero de cultivo mds dificil.

La actividad contra 8. agurens obviamente constituyc la
comprobacion cientifica de la efectividad del extraclo de P
aeruginosibaccum, a una concentracién de 0.5 mg/mL, para
inhibir el crecimiento in vitro de esta bacteria.

Las bacterias contra las que se demostro actividad positiva,
coincidentemente son Gram positivo, ¥ ninguna de las Gram
negativo resultaron inhibidas por el extracto. Este hecho también
ha sido observado en investigaciones anteriores. en las que se ha
considerado que las caracterfsticas de la pared cclular de las
bacterias Gram negativo son las que les confieren resistencia a
factores ambientales y a Ia accidén de algunos antibidticos,
principalmente los que actian al nivel de Ta misma (10),

Actividad antiprotozoaria

En la determinacion de esta propiedad se utilizaron las fases
evolutivas de amastigotes de L. mexicana, L. bragiliensis y
epimastigotes de T0 cruzi, debido a que estas son las indicadas
por las técnicas respectivas, ademds de poder ser manipuladas
con més seguridad y facilidad.

Segun la encuesta etnobotinica que motivd la presente
mvestigacidn. H. verticilliata ¥ P aeruginosibaccum, que
demostraron tener actividad positiva contra al menos uno de los
tres protozoos a los que se enfrentaron, no son utilizadas
directamente conira las enfermedades provocadas por estos
microorganismos; aunque si en algunos de los sintomas
relacionados tales como calambres, dolor de cabeza. calentura v
granos. Los resultados obtenidos indican que los extractos de eslas
dos plantas tienen actividad positiva in vitro, contra los protozoos
L. braziliensis y T. cruzi cnlas fases de amastigote v epimastigote,
respectivamente.

Actividad larvicida

Aungue ninguna de las especies en estudio resultd tener
actividad larvicida contra los mosquitos ensavados, es necesario
evaluar esta misma actividad con otras fracciones de los extractos
de estas plantas.
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Actividad citotéxica contra nauplios de Artemia salina

Los resultados de este cnsayo demuestran que cl extracto de
P aeruginosibaccum tiene actividad citotéxica contra nauplios
de A. salina, caracteristica relacionada con la presencia de
compuestos con actividad antitumoral en dicha planta.

Aunque los usos medicinales reportados en la cncuesta
etnobotnica no fueron precisamente los que orientaron la presente
investigacion, los resultados obtenidos pueden relacionarse de
manera que permitan comprobar cientificamente la efectividad
que tendria el uso de las plantas en relacién con algunos de los
sintomas para los que se utilizan, teniendo mayor relevancia los
resultados de actividad positiva contra los microorganismos .
aureus, M, smegmatis, T. cruzi ¥ L. braziliensis. Esta
investigacion aporta datos que no sc conoclan v apoyvan la
mvestigacion del uso de las plantas con fines medicinales.

Se conflirma la hipdtesis planteada, demostrdndose la
actividad de las especies P. aeruginosibacciom contra S, aurens,
M. smegmatis, B. sublilis, T. cruzi y contra nauplios de A. salina
y de [, verticillata que demostré actividad contra L. braziliensis
v T cruzi. Sibicn la actividad es evidente y util para validar en
parte el uso tradicional, 1a concentracidn efectiva es relativamente
alta, por 1o que su importancia para ¢l desarrollo de medicamentos
¢s limitada. Se recomienda realizar un (raccionamicnto bioguiado
de P. geruginosibaccum para determinar la naturaleza quimica
del principio activo.
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