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RESUMEN:

En el presente trabajo, se evalu6 la actividad
antimicrobiana de los extractos metanodlicos de cuatro
especies vegetales recolectadas de la Provincia de Loja y
Zamora Chinchipe: Piper ecuadorense (Matico), Lepechinia
mutica Benth (Turuyante), Fuschia ayavacensis (Pena-Pena),
Niphogeton dissecta (Culantrilo del cerro), utilizadas
tradicionalmente en el tratamiento de muchas afecciones
como enfermedades respiratorias, trastornos digestivos,
antiinflamatorios, etc.

Para este estudio se empleo métodos que permiten medir
la susceptibilidad in vitro de los microorganismos frente a
sustancias de origen natural con potencial antimicrobiano
como las técnicas de Difusion en agar, Inhibicion del
crecimiento micelar y Microdilucién en caldo frente S. aureus,
E. faecalis, E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosa, K. pneumoniae,
C. albicans, S. typhimurium, S. cerevisiae, A. niger,
T. mentagrophytes, T. rubrum utlizando diferentes
concentraciones de los extractos metandlicos para determinar
su inhibicion.

En las pruebas de actividad antibacteriana los resultados
muestran que la especie L. mutica resultdé ser mas activo
frente a S.aureus, P. vulgaris, E. faecalis, mientras que los
otros extractos no presentaron actividad contra los
microorganismos ensayados en la dosis empleada. En las
pruebas antifingicas las especies con mayor potencial
antifingico contra los dermatofitos T. mentagrophytes y
T. rubrum fueron: P. ecuadorense y N. dissecta a una
concentraciéon de 1000 pg/ml con un porcentaje de Inhibicion
de 100-96,78 % respectivamente, seguido la especie
L. mutica inhibiendo el 78-76 % respectivamente, mientras
gue la especie F. ayavacensis se mostr6 menos activo contra
los dermatofitos inhibiendo el 50 % del crecimiento. Los
resultados obtenidos nos permiten determinar que las
especies vegetales tienen una aplicacion potencial como
antimicrobianos por lo que se sugiere medir sus propiedades
para establecer su uso como agentes terapéuticos.

Palabras claves: P. ecuadorense, L. mutica, N. dissecta,
F. ayavacensis, actividad antimicrobiana, hongos.
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Abstract:

In this study, we evaluated the antimicrobial activity of
methanolic extracts of four plant species collected from the
Province of Loja and Zamora Chinchipe: Piper ecuadorense
(Matico), Lepechinia mutica Benth (Turuyante), Fuschia
ayavacensis (Pena-Pena) and Niphogeton dissecta
(Culantrillo del cerro), traditionally used in the treatment of
many conditions including digestive disorders, respiratory,
anti-inflammatories, and so on.

To this study were used methods which permit to
measure the in vitro susceptibility of microorganisms front to
naturally substances with antimicrobial potential such as
diffusion technique in agar-well, mycelial growing inhibition
and broth microdilution front of S. aureus, E. faecalis, E. coli,
P. wvulgaris, P. aeruginosa, K. pneumoniae, C. albicans,
S. typhimurium, S. cerevisiae, A. niger, T. mentagrophytes,
T. rubrum using different concentrations in the methanolic
extracts to determine their inhibition.

In tests of antibacterial activity the results show the
L. mutica species is more active against the S. aureus,
P. vulgaris, E. faecalis, while the other extracts did not show
any activity against the microorganisms tested in the spent
dosage. In the antifungal test the species with more antifungal
potential against the dermatophytes T. mentagrophytes and
T. rubrum were: P. ecuadorense and N. dissecta to a
concentration of 1000 pg/ml with an inhibition percentage of
100-96.78 % respectively, following of a species L. mutica
inhibiting 78-76 % respectively, while the F. ayavacensis
species shows less active against the dermatophytes inhibiting
the 50 % in growing. The obtained results allow us to
determine the vegetable species home a potential application
as antimicrobials due to we suggest to measure their
properties in order to establish its usage as therapeutic
agents.

Keywords: P. ecuadorense, L. mutica, N. dissecta,
F. ayavacensis, antimicrobial activity, fungi.
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Capitulo I: Descripcion General del
Proyecto




I. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas constituyen una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial,
tan solo en el afio 2001 la Organizacién Mundial de la Salud
estimé que las enfermedades infecciosas, causadas
principalmente por bacterias, hongos y parasitos, fueron
responsables de mas de 5,7 millones de muertes, la mayor
parte de ellas en paises en desarrollo y actualmente son
responsables de 14,9 millones de muertes al afio. A esto
sumado el hecho de que muchos de los microorganismos
causantes de enfermedades comunes y que pueden ser
tratados facilmente, han adquirido gran resistencia; debido
principalmente al uso indiscriminado de antibidticos, ha
empeorado el panorama (Mesa et al. 2004, OMS 2001).

En varios paises de América Latina las enfermedades
infecciosas actualmente son causan de mortalidad, casi la
mitad (47 %) de las muertes en nifios menores de 5 afos es
atribuida a la neumonia, diarrea, tuberculosis. Debido a que,
dichos microorganismos responsables han desarrollado
resistencia a consecuencia de varios factores a mas del uso
indiscriminado de antibiéticos, las dosis utilizadas, el tiempo
de tratamiento, y la eliminacion de la mitad de la droga que no
se alcanza a metabolizar en su totalidad, otros elementos que
influyen son las altas posibilidades de transmisién o contagio
y el estadio inmunocomprometidos de los pacientes que los
hace susceptibles a infecciones con patégenos oportunistas
(Bergstrom et al. 2004, OMS 2007).

En nuestro pais los datos no son muy alentadores, la
resistencia bacteriana ha ido incrementandose gradualmente
hasta convertirse en un grave problema de salud Publica;
entre los principales agentes responsables de esta escalada
se encuentran Staphylococcus aureus, Pseudomona
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
principalmente de origen hospitalario y comunitario.
Actualmente mas del 90 % de las cepas de S. aureus de
distintas zonas geograficas del pais, son productoras de
enzimas B-lactamasas (Zurita 2001).



A mediados de los afios 90, se pensé que el
descubrimiento de la gendémica bacteriana seria el avance
tecnoldgico que rapidamente proveeria muchas nuevas clases
de antibidticos para el siglo XXI; sin embargo hasta el 2004,
ningln antibidtico de amplio espectro ha logrado posicionarse
para uso clinico durante los Ultimos 20 afios (Payne 2004).
También lo es el hecho de que una buena parte de la
poblacion mundial no siempre tiene acceso a los mismos.
Ademas, los requerimientos para validar y colocar en el
mercado un nuevo antibidtico sintético son cada vez mas
complejos; por lo que, el proceso es cada vez mas lento en
tanto que, las enfermedades infecciosas proliferan a un ritmo
mayor (Encarnaciéon 1996).

Frente a esta importante problematica mundial, numerosas
son las investigaciones enfocadas a la busqueda de nuevos
compuestos bioldgicos a partir de fuentes naturales, dentro de
ellos un gran nimero de estudios han sido dirigidos para la
evaluacion de actividades antimicrobianas en extractos y
aceites esenciales de plantas medicinales y aromaticas
(Hernadndez & Rodriguez 2001). El reino vegetal representa
una enorme fuente potencial de moléculas por ser
descubiertas, ya que se estima que mas del 90 % de las
especies vegetales no han sido aln exhaustivamente
estudiadas; y hablando exclusivamente del desarrollo de
antibidticos, cerca del 25 % de las drogas prescritas alrededor
del mundo provienen de las plantas: 121 compuestos
bioactivos se han convertido en drogas de uso comun. De las
252 drogas consideradas como basicas y esenciales para la
OMS, el 11 % son exclusivamente de origen vegetal y un
namero significativo son drogas sintéticas obtenidas de
precursores naturales, es por ello que la importancia de los
productos naturales es enorme debido a que poseen, poco 0
nulo efecto téxico y ademas de ser estructuralmente mucho
mas complejos que los sintéticos, actGan de manera
combinada resultando més dificil para los gérmenes
patégenos desarrollar resistencia frente a estas drogas
(Cuellar & Rojas 1990, Gale & Kiser 2006).



Numerosos son los metabolitos antimicrobianos, entre
ellos tenemos algunas sustancias simples como fenoles,
derivados de los fenoles (flavonoides, epicatequina, tatinos,
cumarinas) aceites esenciales, terpenoides (Capsaicina),
alcaloides (piperina), lectinas, polipéptidos y poliacetilenos,
entre muchos otros que han sido obtenidos de diversas
especies vegetales pertenecientes a una amplia variedad de
familias (Cowan 1999); algunas de las cuales Piperaceae,
Onagraceae, Lamiaceae, Apiaceae son comunes a cuatro de
las especies seleccionadas para el presente estudio: Piper
ecuadorense, Lepechinia mutica, Niphogeton dissecta,
Fuschia avayacenses, las cuales han sido usadas
tradicionalmente por los pobladores de la provincia de Loja
para el tratamiento de muchas afecciones entre ellas, las
enfermedades infecciosas.



1.1 OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo General:

v

Determinar la capacidad antibacteriana y antifiingica
de cuatro extractos totales de especies vegetales
nativas y endémicas de la Regién sur del Ecuador,
empleando métodos de susceptibilidad como el
Método de Difusiébn en placa, Inhibicion del
Crecimiento Radial y Microdilucién en Caldo.

1.1.2. Especificos:

v

Evaluar la capacidad inhibitoria de los extractos
metandlicos de Piper ecuadorense, Fuchsia
avayacenses, Lepechinia mutica y Niphogeton
dissecta empleando los métodos clasicos de Difusién
en Placa modificado para productos Naturales (“Agar-
well Difussion”) y Microdilucion en Caldo, frente a S.
aureus E. faecalis, E. coli, P. wvulgaris, K.
pneumoniae, P. aeruginosa y S. typhimurium.

Identificar cual de las especies vegetales es
promisoria por su actividad antibacteriana, en base a
la medicion de su capacidad antiproliferativa
expresado como Concentracion Minima Inhibitoria,
tomando como referencia valores de CMI<200 pg/mL.

Evaluar la capacidad antifingica de los extractos
metandlicos de Piper ecuadorense, Fuchsia
avayacenses, Lepechinia mutica y Niphogeton
dissecta empleando los métodos de Inhibicion del
Crecimiento Radial y Microdilucion en Caldo frente a
S. cerevisiae, C. albicans, A. niger, T. mentagrophytes
y T. rubrum.

Identificar cual de las especies vegetales es
promisoria por su actividad antifingica, en base a la
medicion de su capacidad inhibitoria expresado como
CI50 en la prueba de Inhibicién del Crecimiento Radial
y un valor de referencia para CMI <200 ug/mL.

-5-



Capitulo Il: Revision Bibliografica




Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Enfermedades Infecciosas

Las enfermedades infecciosas son causadas
principalmente por microorganismos o patdgenos, que pueden
auto-reproducirse dentro del cuerpo y perjudicar al huésped si
no son destruidos (Lacaz et al. 2002). Constituyendo estas
afecciones una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, y siguen siendo una gran amenaza
a pesar de los grandes avances cientificos. A mediados del
siglo XX se pensO que la batalla contra flagelos como el
céblera, la tuberculosis, el dengue y la malaria, entre otros,
estaba ganada. Evidentemente, esto no ha sucedido, lo que si
ha venido ocurriendo es la aparicion de nuevos organismos
patogenos, y brotes de nuevas enfermedades emergentes
(VIH, el virus del ébola), asi como brotes de las que se creian
vencidas enfermedades reemergentes debido a la aparicion e
incremento de microorganismos resistentes a los antibiéticos
a causa de su amplio y mal uso (Mesa et al. 2004).

2.2 Tratamiento de las Enfermedades Infecciosas

En lo que respecta al tratamiento de las enfermedades
infecciosas, el objetivo de una terapia antimicrobiana consiste
en alcanzar la destruccion o impedir la multiplicacion de
microorganismos patégenos en pacientes con los sintomas y
signos clinicos de infeccion; por lo que el tratamiento se basa
en: la administracién de agentes antimicrobianos (antibiéticos
0 agentes quimioterapéuticos) o vacunas tomando en cuenta
ciertos factores como: la etiologia, plantearse si realmente hay
necesidad de tratamiento especifico, tomar las muestras
adecuadas previas al tratamiento, pensar qué el antibiético es
activo contra los patdgenos sospechados, asegurarse de que
puede llegar en cantidades suficientes al lugar de la infeccién
Yy que tenga un precio aceptable. Las dosis e intervalos, aun
cuando existen guias terapéuticas, deben razonarse
valiéndonos de nuestra experiencia y teniendo en cuenta los
patrones de sensibilidad de nuestro entorno (Drobnic 2002,
Gavilan et al. 2004).

Al momento existe un gran nimero de plantas de uso
terapéutico para enfermedades provocadas por bacterias
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Gram negativas, Gram positivas y algunas especies de
hongos que son oportunistas en pacientes inmunosuprimidos;
para evaluar su eficiencia y garantizar su inocuidad se
necesitan tener programas de control de calidad donde exista
identificacién de especies con potencial, preparacién de
extractos, pruebas microbiologicas, ademas de la evaluacion
de la citotoxicidad de los mismos sobre lineas celulares de los
organos comunmente afectados por los antibidticos
conocidos, entre otras (Garcia et al. 2006).

2.3 Microorganismos de Importancia en Salud Publica

2.3.1 Bacterias

Las bacterias son los mas simples organismos
encontrados en la mayoria de los ambientes naturales. Son
células esféricas o en forma de bastones cortos con tamafios
variados, alcanzando entre 0,2-10 ym de diametro. La célula
bacteriana presenta varias estructuras, algunas de las cuales
estan presentes solo en determinadas especies, mientras
otras son esenciales, y por lo tanto encontradas en todas las
bacterias (Mims et al. 1999).

Una de las estructuras esenciales de la célula bacteriana
es conocida como membrana citoplasmatica de 8 nm de
espesor y responsable de la separacién del medio interno
(citoplasma) y externo de la célula (Ryan 1994). EI
mantenimiento de la forma bacteriana (bacilo, coco, espirilos),
se debe a la presencia de la pared celular bacteriana que
desempefia una funcién importante en la division celular
dando origen a la formacion de un septo o tabique transversal
gue separa las dos nuevas células resultantes de la division
celular. En la mayoria de las bacterias, la pared celular debe
su rigidez a una capa compuesta por una sustancia que sélo
se encuentra en procariotas Yy recibe diferentes
denominaciones como mureina, peptidoglicano, mucopéptido
(Tavares 1999).

De acuerdo con la constitucion de la pared, las bacterias
pueden ser divididas en dos grandes grupos: Gram negativas
y Gram positivas. Las diferencias entre esos dos grupos
residen principalmente en sus propiedades de permeabilidad
y en los componentes de superficie. Las principales
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diferencias reveladas por la coloracion de Gram estan
relacionadas por la presencia de una membrana externa en
las bacterias Gram negativas y de una espesa capa de
peptidoglicano en las bacterias Gram-positivas (Ryan 1994).

Gram Negative Gram Positive

Figura.- 1 Diferencias estructurales entre Gram-negativas y Gram-
positivas. Fuente: www.gsbs.utmb.edu/microbook/ch002.htm.

Las bacterias de modo general son causadoras de
diversas patologias. La gravedad de la infeccion depende de
diversos factores, de entre ellos la inmunidad del hospedero,
bacteria causadora, lugar de infeccién, resistencia de la
bacteria al antibioticoterapia. Las bacterias implicadas en
estas infecciones pueden ser verdaderamente patégenas o
patégenas oportunistas.

2.3.1.1 Bacterias Gram positivas

Las bacterias pertenecientes al género Staphylococcus
son los agentes patégenos de los humanos y otros
mamiferos. Staphylococcus aureus es una bacteria bastante
comun y causadora de diversos tipos de infecciones. La
gravedad de la infeccion va desde una intoxicacion
alimentaria o infeccién cutanea de poca importancia, hasta
infecciones potencialmente mortales. Cuando las infecciones
estan localizadas en la piel, pueden causar foranculos,
conjuntivitis, heridas infecciosas, pustulas o0 abscesos
profundos, osteomielitis, artritis y meningitis (Richardson et al.
2008).


http://www.gsbs.utmb.edu/microbook/ch002.htm

Poseen resistencia mas del 90 % de S. aureus a la
penicilina debido a que éstas producen una enzima
penicilinasa (un tipo B-lactamasa) que hidroliza el anillo beta-
lactamico de la penicilina (Silva 1999).

Las especies de Enterococcus especialmente
E. faecalis y E. faecium, son causa importante de
hospitalizaciones, estas bacterias son patégenos que habitan
en el tracto gastrointestinal de humanos y animales, desde
donde puede pasar via alimento al humano, estos patégenos
suelen tener una multiresistencia a los antibiéticos, y que
posiblemente, el uso de antibiéticos como promotores de
crecimiento haya contribuido a esto (Debnam et al. 2005).

Figura 2.- Estructura morfoldgica de las bacterias gram-positivas a)
S.aureus b) E. Faecalis. Fuente: www.depaginas.com.arffotosde__bacteria_gram_positiva.htm

2.3.1.2 Bacterias Gram negativas

Las manifestaciones clinicas de las infecciones
causadas por Escherichia coli dependen de la localizaciéon de
la infeccién, del tipo de cepa y sitio de acciéon. La causa mas
comun de infecciones del tracto urinario, siendo responsables
por cerca del 90 % de primeras infecciones de vias urinarias
en mujeres jovenes (Pefiaranda 2003).

Algunas cepas patdgenas de E. Coli pueden provocar
diarrea. Estas cepas se clasifican por sus propiedades de
virulencia, y cada grupo provoca diarrea a través de un
mecanismo diferente. Cuando las defensas normales del
hospedero no estan adecuadas, la E. coli puede alcanzar el
torrente sanguineo y causar sepsis.

El género Proteus es encontrado regularmente en el
intestino del hombre. Las infecciones causadas por esas
bacterias ocurren principalmente en el trato urinario. Es
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importante destacar que una caracteristica comuin de las
bacterias del género Proteus, es la resistencia natural a las
polimixinas, un grupo de antibiéticos bastante activo contra las
demas enterobacterias y otros microorganismos Gram-
negativos (Trabulsi et al.1999).

Salmonelosis es una gastroenteritis cominmente
encontrada en el hombre, que comienza en la mucosa
intestinal. La patogenicidad de las Salmonellas varia de
acuerdo con el tipo seroldgico de la bacteria, edad y
condiciones de salud del hospedero (Schaechter et al. 2002).

Pseudomona aeruginosa es un tipico patégeno
oportunista que puede causar todo tipo de enfermedades.
Como ejemplo podemos citar infecciones urinarias asociadas
con el uso de catéteres, neumonias asociadas con el uso de
respiradores, entre otras. Se puede encontrar en hospitales, y
su elevada frecuencia en este ambiente se explica por una
elevada resistencia a los antibidticos y antisépticos leves
(Silva 1999).

Klebsiella pneumoniae es el microorganismo causal de
infecciones del tracto urinario, neumonias, sepsis, infecciones
de tejidos blandos, e infecciones de herida quirtrgica. El
tratamiento de eleccibn consiste en la asociacion de
antibiéticos de amplio espectro (Lacaz et al. 2002).

Figura 3.- Estructura morfolégica de las Bacterias Gram negativas: a)

E. coli b) P. vulgaris c) Salmonella d) P. aeruginosa e) K. Pneumoniae.
Fuente:www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Bacterias+Gramnegativas&lang=2.
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2.3.2 Hongos

Los hongos son células eucaritticas, con nlcleo bien
definido rodeado por una membrana nuclear, una membrana
celular que contiene lipidos, glicoproteinas y esteroles. Se
encuentran constituidos por tubos filamentosos llamados hifas
que presentan una pared celular con gran plasticidad y
responsable de la proteccion de la célula. La pared celular se
compone basicamente de polisacaridos (quitina, glucano) y
proteinas. Todos estos componentes estdn asociados entre
si dando lugar a una estructura rigida (Figura 4).

La pared celular es una estructura esencial para los
hongos y su eliminacién o los defectos en su formacion tienen
efectos profundos en el crecimiento y la morfologia de la
célula fangica, pudiendo causar la muerte celular por lisis.
Dado el papel vital que la pared celular juega en la fisiologia
de la célula fingica, puede considerarse el talon de Aquiles de
los hongos y por tanto, una diana muy importante para la
accion de los farmacos antifingicos (Fisher & Cook 2001).

Espadio extracelular
Quisea
P{LE}O-gucno f}\ _\ "% ke .

% / \ ' ¥

Paret cebatar ‘
Brgcs
S
5 \L B3} D-gucamo
Merisrara celsbar . »
fargas
(Lcape Sosbobpuddea)
P L3)0-glucans stetes Ergostercl

Citoplasma fangico

Figura 4.- Estructura de la membrana celular flngica.
Fuente: (Nielsen J., et al., 2003).

Los hongos patégenos pueden ser divididos en base a la
forma de crecimiento o conforme el tipo de infeccion
producida. De acuerdo con la micosis causada pueden ser
divididos en micosis superficial o profunda provocada por
dermatofitos y de acuerdo con la forma de crecimiento se
clasifican en filamentosos o levaduriformes.
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2.3.2.1 Dermatofitos

La expresion dermatofito es utilizada para designar grupo
de hongos de vida parasitaria que viven a cuesta de la
queratina de la piel, ufias y pelo. Los dermatofitos
taxondmicamente se encuentran en los géneros Microsporum,
Trichophyton y Epydermophyton (Figura.-5).

Figura 5.- Estructura morfolégica de los diferentes tipos de géneros
dermatofitos. Fuente: (Emmons 1934)

Las infecciones producidas por estos hongos se
denominan dermatofitosis, aunque comuinmente también son
llamadas tiflas, término que procede del latin tinea y que
significa gusano o polilla. Esta palabra se usa de forma
descriptiva dado el aspecto de serpentina o anular que
presentan las lesiones cutaneas con una apariencia de
gusano enterrado en la piel (Kane et al. 1997).

Las diferentes especies de dermatofitos poseen
diferentes nichos ecoldgicos. Los hongos del género
Microsporum son de distribucién geografica mundial, y son los
patégenos zoofilicos y geofilicos mas comun en infecciones
humanas (Graser et al. 2000).

Trichophyton rubrum es el agente etioldgico de la tinea
corporis (dermatofitosis en el cuerpo), barbae (dermatofitosis
en la barba), cruris (dermatofitosis en las ingles), manuum
(dermatofitosis en las manos) y onicomicosis de de las manos
y pies. Especie antropofilica de distribucion mundial, alcanza
cerca de un 80% de los casos de tinea. Procesos
inflamatorios causados por estos agentes son generalmente
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cronicos, algunas veces con lesiones profundas llamadas
granulomas tricofiticos (Fisher & Cook 2001, Tavares 1999).

El Trichophyton mentagrophytes es un dermatofito
cosmopolita, es la especie mas aislada del hombre vy
animales. Es un agente contagioso, pudiendo ser trasmitido
entre animales, de animales a personas y de persona a
persona provocando tinea pedis y tinea corporis, algunas
veces invade la lamina ungueal, presentando puntos blancos
en la uiia (Nimrichter et al. 2005).

Figura 6.-Dermatofitos a) T. rubrum; b) T. mentagrophytes.
Fuente. www.telmeds.org/AVIM/Amico/Dermatofitos/dermatofitos.htm

2.3.2.2 Infecciones Fungicas Oportunistas

Diversos hongos, presentes en el medio ambiente o
integrantes de la flora normal, pueden en determinadas
situaciones pasar de saprdfitos a patdégenos, provocando
cuadros clinicos variables, desde procesos febriles benignos,
a septicemias algunas veces fatales (Nimrichter 2005).

De entre las principales patologias fungicas
oportunistas podemos citar la candidiasis, aspergilosis,
criptococosis y fusarium. Candidiasis son infecciones
provocadas por levaduras del género Candida, principalmente
Candida albicans. La mayor parte de esas infecciones son de
origen enddgeno, es decir, son causadas por
microorganismos que forman parte de la microbiota normal
del ser humano. La transmisibn exbégena ocurre
principalmente en pacientes debilitados por el tratamiento con
antibioticos y drogas inmunosupresoras, y en el curso de
enfermedades cronicas (Pazos et al. 2006).

-14 -


http://www.telmeds.org/AVIM/Amico/Dermatofitos/dermatofitos.htm

La aspergilosis es una micosis provocada por una
especie perteneciente al género Aspergillus. El Aspergillus
tienen amplia distribucién geogréafica, encontrandose en el
aire, en las plantas y la materia organica en general, siendo
contaminantes comunes en laboratorios y hospitales
(Schaechter et al. 2002).

La aspergilosis se produce rara vez como enfermedad
primaria en los individuos normales. La infeccion se localiza
en los pulmones (frecuentemente el hongo es inhalado), el
oido, el sistema nervioso central, u otros érganos. Varias
especies de Aspergillus pueden provocar “colonizacién” en
cavidades pre-existentes, infecciones propiamente
conocidas, procesos alérgicos e intoxicaciones
(micotoxicosis). Las formas clinicas mas cominmente
observadas son la pulmonar y cutanea (Trabulsi 1999,
Yamada et al. 2000).

Saccharomyces cerevisiae es un tipo de levadura
utilizado en la fabricacion del pan, la cerveza y vino. S.
cerevisiae, se encuentra ocasionalmente como parte de la
flora normal enddgena de la garganta. Esta levadura se ha
aislado en casos de fungemia, infeccion diseminada y las
valvulas del corazén. También fue aislado de los catéteres en
pacientes con SIDA, neumonia, cancer y otras enfermedades
(Fisher & Cook 2001).

Figura 7.- Hongos Oportunistas a) C. albicans; b) A. niger ¢) S. cerevisiae.
Fuente: www.telmeds.org/AVIM/Amico/Levaduras/levadura.
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2.4 Antimicrobianos

Desde el siglo XVIII se ha empleado sustancias quimicas
para el tratamiento de las enfermedades infecciosas.
Posteriormente se descubrieron las sulfonamidas y se
acrecento el interés en sustancias antibacterianas de origen
microbiano, llamadas antibiéticos, de ahi surgi6 la penicilina,
estreptomicina, gentamicina, itraconazol, etc. Las cuales
también han sido obtenidas sintéticamente, a través de
modificacion quimica, total o parcial de las moléculas por
biosintesis (Cordiés et al. 1998, Croteau et al. 2000).

El ataque a los microorganismos, por parte de los
antimicrobianos, se puede dar de diferentes maneras: por
inhibicién de la sintesis de la pared celular, de las funciones
de la membrana celular, de la traduccién de material genético
y de la sintesis de acidos nucleicos (Manriqgue & Mosquera
1997).

Los antibiéticos son productos metabdlicos naturales de
hongos, bacterias 0 actinomicetos, capaces de impedir el
crecimiento o destruir microorganismos, estas sustancias
pueden actuar de dos maneras:

a. Como microbicidas, es decir, que matan las formas
vegetativas de los gérmenes, especialmente se
denominan bactericidas, refiriéndose a bacterias y
refiriéndose a hongos.

b. Como microbiostatico, es decir que inhibe el
crecimiento de microorganismos y se denominara,
bacteriostatico o fungistatico, segin se refiere a
bacterias o a hongos respectivamente (Barreto 1997).

Muchos de los antibiéticos tienen considerables
inconvenientes, bien sea por poseer un limitado espectro
antimicrobiano, serios efectos colaterales, o por la resistencia
de muchas bacterias y hongos a los agentes
guimioterapéuticos actualmente utilizados. Estos factores
estimulan a la busqueda de nuevos principios activos, que
sean efectivos frente a infecciones clinicas causadas por
microorganismos Gram negativos, Gram positivos, hongos,
virus y micobacterias (Tavares 1999).
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2.4.1 Principios Antimicrobianos Provenientes de Plantas

Los mecanismos por los cuales las plantas pueden
conseguir la destruccién o inhibicién de los microorganismos
pueden ser atribuidos a los metabolitos antimicrobianos que
pueden actuar en alguno de los siguientes puntos: impidiendo
la sintesis de acidos nucleicos, de proteinas o de la pared
celular o bien alterando la membrana celular bacteriana sobre
la que acttan (Carrillo et al. 2001).

Por ejemplo, los taninos precipitan las proteinas,
fendmeno que, al ocurrir en la membrana citoplasmética
bacteriana, altera la permeabilidad de la misma y, por lo tanto,
el intercambio de sustancias nutritivas y de desecho
conllevando esto a la muerte celular (Mongeli & Pomilio 2002).

Los compuestos esteroidales pueden interferir en
determinados procesos de sintesis vitales en la célula
bacteriana y los triterpenos, por su parte, pueden actuar
siguiendo diversos mecanismos en dependencia de su
naturaleza quimica: los de naturaleza hidrocarburica, por
ejemplo, tienen generalmente accion depresora sobre la
tensién superficial lo cual, cuando tiene lugar en el entorno de
la célula bacteriana, altera la selectividad de la membrana
citoplasmatica para el intercambio de sustancias. Los
triterpenos de naturaleza alcohdlica pueden alterar la
naturaleza coloidal del protoplasma de la célula provocando
su muerte (Saenz 2003).

Los flavonoides y cumarinas pueden también actuar por
numerosos mecanismos por cuanto los grupos sustituyentes
gue aparecen unidos al nucleo estructural de los mismos
suelen ser de los mas disimiles (Williams & Grayer 2004)
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2.5 Métodos de Evaluacién Antimicrobiana

Los métodos empleados para evaluar la actividad
antimicrobiana permite medir la susceptibilidad in vitro de los
microorganismos frente a sustancias con potencial
antimicrobiano determinando la potencia de la sustancia, la
susceptibilidad de un microorganismo a concentraciones
conocidas de una droga de origen vegetal, el espectro de
microorganismos inhibidos y la concentracion de la droga en
el organismo humano. Es indispensable en la evaluacion de la
actividad antimicrobiana conocer y controlar las condiciones
de laboratorio del modelo microbiano, tanto en procedimientos
in vivo como in vitro (Céaceres et al. 1996).

Factores como la composiciéon y el pH del medio, el
método de extraccion, la solubilidad de la muestra en el medio
de cultivo y los microorganismos utilizados en la prueba
pueden hacer variar los resultados, por lo que es dificil
establecer un método estandarizado para el estudio de la
actividad antimicrobiana de las plantas medicinales (Rios
et al. 1988).

La determinacion de la actividad antimicrobiana puede
dividirse en dos fases: tamizaje y concentracion minima
inhibitoria. Este Gltimo procedimiento se realiza Unicamente
con los microorganismos cuyo procedimiento fue inhibido por
el extracto en la primera fase. Se evalla si hubo crecimiento,
una completa supresion del crecimiento es requerida para
declarar que el extracto es activo. Los extractos que son
activos deben ser probados nuevamente para confirmar los
resultados, para evitar confusiones en la interpretacion de
resultados provocadas por probable contaminacion durante la
preparacion del medio de cultivo deben colocarse dos cajas
de control positivo por lote de pruebas (Yarseny 2005).
Adicionalmente, para los casos en los que hubo crecimiento
es posible evaluar de nuevo la actividad a distintas
concentraciones.

Generalmente, la medicion de la actividad antimicrobiana
se realiza por medio del método de difusion o el método de
dilucion. La seleccion del método depende de las necesidades
del investigador, las cuales han hecho que los métodos sufran
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modificaciones con el fin de optimizar las técnicas empleadas
y por consiguiente obtener resultados confiables.

2.5.1 Actividad Antibacteriana
2.5.1.1 Método de Difusién en Agar

Este se basa en el procedimiento descrito por Bauer -
Kirby y permite estimar el grado de inhibicion del crecimiento
de los microorganismos (Bauer et al.1966). Se utiliza un disco,
agujero o cilindro como reservorio en el agar, el cual contiene
la muestra a ensayar, luego del periodo de incubacién se
mide el didmetro de la zona de inhibicion alrededor del
reservorio.

El método de difusién se usa como un procedimiento
cualitativo, semi-cuantitativo y a veces cuantitativo,
generalmente los microorganismos son categorizados como
resistentes, intermedios o susceptibles para cada agente
antimicrobiano. Este método es frecuentemente utilizado en
investigacién, pero tiene la desventaja de ser poco creible en
casos en los cuales la muestra se difunde con dificultad en el
medio debido a la inexistente relacion entre el poder de
difusién y la actividad antimicrobiana lo cual fue demostrado
por Pellecuer et al (Pellecuer et al. 2002, Kalemba & Kunicka
2003).

Este método no requiere dispersion homogénea en agua
del extracto a evaluar, la cantidad de muestra utilizada en el
tamizaje es pequefia y permite probar cinco a seis
compuestos contra varios organismos, ademas es el mas
conveniente para el tamizaje preliminar de sustancias puras
(alcaloides, terpenoides, flavonoides, etc.). Los resultados se
evallan de la siguiente manera:

e Ausencia del halo alrededor del pocillo o reservorio:
actividad negativa.

e Presencia del halo de inhibicién alrededor del pocillo o
reservorio: actividad positiva.

e Luego, el resultado obtenido, se compara con los
resultados en los métodos de dilucion (Kalemba &
Kunicka 2003).
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2.6.1.2 Método de Microdilucién en Caldo

Mediante éste método se puede determinar la inhibiciéon
del crecimiento del microorganismo de prueba, en presencia
de concentraciones decrecientes de los extractos, que se
encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo). Estos se han
venido usando para la determinacién de las concentraciones
de extractos de plantas, aceites esenciales 0 sustancias
puras, asi como para el tamizaje preliminar de la actividad
antimicrobiana.

Es un técnica en la que se prueba una suspension
normalizada de bacterias frente a varias concentraciones del
extracto a ensayar (normalmente mediante diluciones
seriadas que reducen la concentraciéon a la mitad) en un
medio liquido estandarizado. El método se puede realizar en
placas de microtitulacién (Microdilucién). Una placa puede
contener de 7 a 8 o de 12 a 6 diluciones seriadas del extracto
incluyendo en la microplaca los controles: de esterilidad (caldo
+ extracto), el control negativo (caldo + DMSO) y finalmente el
control positivo (caldo + antibiético). Después del periodo de
incubacion se examinan los cultivos visualmente o
turbidimétricamente y se interpreta como resultado positivo, la
ausencia del crecimiento del microorganismo (NCCLS 2006).

El método de dilucion se emplea para determinar la
concentracion inhibitoria minima (CIM) que se requiere del
agente antimicrobiano para inhibir o matar al microorganismo,
es decir, la CIM es la concentraciébn mas baja en la que no
hay crecimiento visible (Cos et al. 2006). Las ventajas de este
método son su simplicidad, sensibilidad, reproducibilidad,
rapidez, facilidad de estandarizar y de procesar una gran
cantidad de muestras; ademas ofrece la posibilidad de usarlo
en el estudio de antimicrobianos solubles en agua 0 muestras
insolubles como aceites esenciales (Kalemba 2003).

2.6.2 Actividad Antifingica

Los procedimientos son similares a los antibacterianos.
Las pruebas se complican por ciertas caracteristicas de los
hongos, como dimorfismo, requerimiento de crecimiento por
tiempo prolongado, temperatura, concentraciéon del inoculo, el
punto de lectura y el medio de cultivo, etc. El crecimiento de
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hongos filamentosos inoculados en medios de cultivo
adecuados es inhibido por las moléculas bioactivas diluidas
en el medio de agar.

Hay varios métodos para pruebas de susceptibilidad con
antifiingicos, dilucién en caldo, difusién en agar los cuales se
basan en los mismos principios de los utilizados para agentes
antibacterianos. También se emplea el método de inhibicion
de crecimiento radial.

2.6.2.1 Inhibicién del Crecimiento Micelar

Este método emplea el procedimiento de Macrodilucién
en Agar como una medida de acercamiento al valor de CMI.
Donde se expone la sustancia a evaluar frente a los hongos
de ensayo y se mide el crecimiento micelar en mm de
diametro en un intervalo de 24 horas por un periodo de 5 dias
determinando con estos valores el Porcentaje de Inhibicion
del crecimiento micelar de acuerdo a la siguiente férmula:
% IN= [(C-i)-(E-i)/ (C-i)] x100 [Fisher & Cook 2001, Marquez
et al. 2007).
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2.7 Especies Vegetales en Estudio

Las plantas medicinales han sido utilizadas durante siglos
como remedios para enfermedades humanas porque
contienen componentes de valor terapéutico. Recientemente,
la aceptacién de la medicina tradicional como una forma
alternativa de la atencion de la salud y el desarrollo de la
resistencia microbiana a los antibidticos disponibles ha llevado
a autores a investigar la actividad antimicrobiana de plantas
medicinales. Por otra parte, el aumento de la utilizacién de
extractos vegetales en la alimentacion, la industria cosmética
y farmacéutica sugiere que, a fin de encontrar compuestos
activos, un estudio sistematico de plantas medicinales es muy
importante (Nostro et al. 2000).

El Ecuador es considerado un pais megadiverso, cuyas
especies vegetales son especialmente adecuadas para
estudios de bioprospeccién, debido a que se encuentra en
una zona en donde predomina el clima tropical y subtropical; y
es conocido que las plantas de éstas zonas han desarrollado
a través de la evolucion mecanismos de produccién y
acumulacion de metabolitos secundarios, para protegerse de
las condiciones hostiles de este ambiente como los fuertes
rayos ultravioleta que soporta la zona tropical y una gran
variedad de microbios patégenos, incluyendo varias especies
de bacterias, hongos y virus (Vogel et al. 2004). Se ha
postulado que los medicamentos naturales de origen vegetal,
ademas de ser estructuralmente mucho mas complejos que
los sintéticos, actdan de manera combinada resultando mas
dificil para los gérmenes patdégenos desarrollar resistencia
frente a estas drogas (Cuellar & Rojas 1990)

Para desarrollar la presente investigacibn se han
considerado cuatro especies vegetales que fueron
recolectadas en las Provincias de Loja y Zamora, las cuales
han sido usadas tradicionalmente por los pobladores de dicha
region para el tratamiento de muchas afecciones.
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2.7.1 Piper ecuadorense Sodiroi (Matico)

Fig. 8 Fotografia de Piper ecuadorense, tomada en el
cantén Numbani Provincia de Zamora (izquierda), y
tomada en el Herbario de la UTPL- IQA (derecha).

FAMILIA: PIPERACEAE

DISTRIBUCION: Estatus nativo de los andes y la
Amazonia encontrado desde 0 a 2500 m s.n.m.

PROVINCIAS: Carchi,Pichincha,Zamora-Chinchipe.

DESCRIPCION BOTANICA: Arbusto delgado de 4 m
de alto. Tallos verdes, glabros, los nudos hinchados.
Hojas con corto peciolo, la superficie escabrosa,
ovada, de 15x9 cm oblicuamente redondeada en la
base, largamente atenuada en el &pice, nervadura
secundaria mayor. Flores aclamideas, inflorescencia
en espiga apretados o amentos, erecta, hasta 4 mm
de grosor y 18 cm de largo, curvada, blancal (Lépez
1995).

USOS: Se emplea los tallos, hojas, raices para
afecciones respiratorias, luxaciones, trastornos
digestivos, malaria, antiinflamatorio,  diarreas
sanguinolentas, expectorante, antitusigeno.

MODO DE USO: Tintura, Infusion, decoccion y
maceracion (Lopez 1995).
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2.7.2 Lepechinia mutica Benth (Turuyante)

Fig. 9 Fotografia de Lepechinia mutica, tomada en el
Cantén Quilanga de la Provincia de Loja (Izquierda) y
tomada del Herbario de la UTPL- IQA (derecha).

FAMILIA: LAMIACEAE

DISTRIBUCION: Estatus endémico de los andes y
encontrado desde 2000-3000 m s.n.m.

PROVINCIAS: Loja

DESCRIPCION BOTANICA: Arbusto anual o
perenne, aromatico. Hojas opuestas, rara vez
verticiladas o alternas, simples, sin estipulas. Flores
bisexuales. Fruta seca. Semillas con o0 sin

endosperma
USOS: Se la emplea las hojas y tallo para el
tratamiento de infecciones vaginales, como

antiinflamatorio, diarrea, afecciones respiratorias.
MODO DE USO: Coccion

(Fuente:http://www.zipcodezoo.com/Plants/L/Lepechinia_mutica/html)
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2.7.3 Nipogheton dissecta Benth (Culantrillo del cerro)

Fig. 10 Fotografia de Niphogeton dissecta tomada
en el Cantén Saraguro Provincia de Loja (izquierda),
y tomada del Herbario de la UTPL- IQA (derecha).

FAMILIA: APIACEAE

DISTRIBUCION: Hierba nativa de los andes
encontrado desde 2500-4500 m s.n.m.

PROVINCIAS: Loja, Azuay, Cafar, Carchi,
Chimborazo, Cotopaxi, Morona Santiago, Napo,
Pichincha, Azuay, Zamora-Chinchipe.

DESCRIPCION BOTANICA: Hierba arrosetada, 5-10
cm de altura, glabra. Hojas compuestas; peciolos 5-10
cm de largo; lanceolada; con el apice mucronado,
nervadura hifédroma. Pétalos 0.8 mm de largo,
obovados, blancos a verde claro. Ovario 0.8 mm de
largo. Fruto 3 mm de largo; mericarpos tricostados.

USOS: Se emplea las hojas toda la planta para el
tratamiento de disenteria, colitis, reumatismo,
afecciones al higado y rifién.

MODO DE USO: Coccion.

(Fuente: http://www.zipcodezoo.com/Plants/N/Niphogeton_disecctus/html).

-25-



2.7.4. Fuschia ayavacensis (Pena-Pena)

Fig. 11 Fotografia de Fuschia ayavacensis, tomada
del cantén Cariamanga de la provincia de Loja
(izquierda) y tomada del Herbario de la UTPL- IQA
(derecha).

FAMILIA: ONAGRACEAE

DISTRIBUCION: Estatus nativo de los andes y la
amazonia encontrado desde 1500-300 m s.n.m.

PROVINCIAS: Loja

DESCRIPCION BOTANICA: Arbusto muy ramificado,
las hojas lanceoladas, pecioladas. Los bordes
dentados, alcanzan una longitud de 2,5-8 cm de largo.
Las flores son colgantes, generalmente se hallan
solitarias, presenta 4 pétalos purpurinos o morados,
de 1-1,5 cm de largo y 4 sépalos rojos de 2-2,5 cm de
largo. El fruto es rojo violaceo o negro, carnosos, de
forma oblonga aproximadamente de 1 cm de largo
(Zin 1958).

USOS: Se emplea las hojas y flor para los nervios,
como diurético, emenagogo, quemaduras, purgante,
febrifugo, ténico.

MODO DE USO: Infusién (Zin 1958).
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[ll. METODOLOGIA

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Area derecoleccién

Tabla 1.- Lugares de recoleccién de las especies vegetales.

Especie Nombre Lugar de recoleccion
comun
Piper ecuadorense Matico Numbani (Zamora)
Ungufianche via a
Lepechinia mutica Turuyante Quilanga (Loja)

Loma de Oro Saraguro
Niphogeton dissecta  Culantrillo (Loja)
Cantén Cariamanga

Fuschia ayavacensis Pena-Pena (Loja)
Fuente: autora

Area de estudio Ecuador
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Figura 12.- Mapa de los lugares de recoleccion de las cuatro especies
vegetales de las Provincia de Loja y Zamora Chinchipe.
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3.2. Obtencién de los extractos

Las caracteristicas vegetales de las especies fueron
identificadas en el herbario de UTPL. Se realizé la seleccion
de las partes utiles, eliminando las partes dafiadas y se seco
a 37 °C por 8 dias. Pasado este tiempo se trituraron las
plantas (1 cm). La obtencion de los extractos se realiz6 por
maceracion dinamica a temperatura ambiente por 5 horas,
con una relacion metanol: planta de 10:1, luego se separo el
residuo vegetal y el liquido extractivo empleando una filtracion
al vacio con la ayuda de una bomba de succién sobre papel
filtro, se procedié a la concentracion de cada uno de los
extractos, empleando un equipo rota-evaporador a presion
reducida y a temperatura moderada de 30-35 °C, hasta
obtener un extracto seco, para asi evitar la degradacion de los
componentes activos. Finalmente los extractos obtenidos
perfectamente secos son almacenados a -20 °C hasta su
posterior empleo.

Selecciony Secado | Maceracion |

l Evaluacion de la actividad bioldgica I Extracto seco

Figura 13.- Obtencion de los extractos evaluados.
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3.3 Microorganismos de Prueba

Se emplearon 5 cepas Gram negativas: Pseudomona
aeruginosa ATCC® 27853, KIebS|eIIa pneumoniae ATCC
9997, Proteus vulgaris ATCC® 8427, Escherichia coli ATCC®
25922 y Salmonella Typhimurium LT2; 2 cepas Gram
positivas:  Enterococcus faecalis ATCC® 29212 vy
Staphylococcus aureus ATCC® 25923, para la evaluacion de
la susceptibilidad bacteriana. Asi mismo, se empleo 5
organismos funglcos entre levaduras como Saccharomyces
cerevisiae ATCC® 2601, Candida albicans ATCC® 24433 y
hongos esporulados como Asperglllus niger ATCC® 9642-U,
Trichophyton mentagrophytes ATCC® 28185 y Trichophyton

rubrum ATCC® 28188.

3.4 Pruebas Antimicrobianas
3.4.1 Método de Difusién en agar
3.4.1.1 Preparacion del extracto

Cabe recalcar que la sustancia a ensayar (extracto) que se
prepara, se usa tanto para Difusién como para CMI (se usa
directamente sin realizar diluciones). Se prepar6 a partir del
extracto seco, una disolucion de 20 mg/mL de extracto en
1 mL de Dimetil sulféxido (DMSO).

3.4.1.2 Preparacion del cultivo microbiano (Cultivo
Overnight)

Se prepard el cultivo a partir de las cepas que estdn en
reserva criogénica mantenidas a -80 °C y luego se procedié a
la siembra e incubacién de los microorganismos en las
condiciones especificas para cada género en la Tabla.- 2.

Tabla 2.- Condiciones de cultivo de los microorganismos utilizados.

Condiciones de

Microorganismo Medio de Cultivo Incubacion
Bacterias
P. aeruginosa Caldo Triptisoya 37 °C por 14-16 h
K. pneumoniae Caldo Triptisoya 37 °C por 14-16 h
P. vulgaris Caldo Muller Hinton 37 °C por 14-16 h
E. coli Caldo Triptisoya 37 °C por 14-16 h
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S. tiphymurium Caldo Nutritivo Oxoid 37 °C por 14-16 h
Caldo Infusion

E. faecalis Cerebro-Corazén 37 °C por 14-16 h
Staphylococcus aureus Caldo Triptisoya 37 °C por 14-16 h
Levaduras
S. cerevisiae Caldo Sabouraud 28 °C por 14-16 h
C. albicans Caldo Sabouraud 37 °C por 14-16 h

* American Type Culture Collection (ATCC)

3.4.1.3 Procedimiento

Se procede a la siembra a partir de los cultivos overnight
100 pL en el centro de la placa y se hace un vertido de 25 mL
de agar Muller Hinton o Sabouraud segun corresponda sobre
ella. Se homogeniza y se deja solidificar bajo corriente de
flujo. La concentracion final de la poblaciéon bacteriana esta
alrededor de 1x10” ufc/mL y 1x10° ufc/mL para levaduras.
Luego se realiz6 6 pocillos de 5mm con un tubo estéril en la
placa y se extraen los discos con las micro-espatulas para
que de esta manera quede el pocillo con un diametro de 5 mm
y listo para colocar el extracto.

Posteriormente se coloca 25 pL de cada una de las
soluciones de extracto preparadas. Para lograr una mayor
difusion de las muestras se dejo reposar por unos minutos a
temperatura ambiente, se las sella con parafiim y se incuba
invertidas las placas a 37- 28 °C segun corresponda, por un
periodo de 24h. Después de retirar las placas de la
incubadora, se procede a medir los halos de inhibicién tanto
del control como de los extractos. La prueba se realizé por
triplicado.

Controles positivos: se utliza discos de sensibilidad
especificos para cada microorganismo como Gentamicina
10 ug, Ampicilina 10 pg (bacterias), Nistatina 100 u
(levaduras) colocado en el pocillo central de la placa
respectiva. Se emplea una caja de control por
microorganismo.
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Reserva Cultivo overnight Se siembra en placa a partir del cultivo Concentracion final en

criogénica Siembra e incubacion ovemight adicionando el medio de cultivo y placa bacterias
a37-28°C por 14-16h rotando la caja en direcciones diferentes para x107ufe/mL y  en
su homogenizacion levaduras 1x10-fufc/mL

/’,.

///

b

30uL 100uL

>

B

Muller Hinton o
Sabouraud

. /
/ ©)
&/0 ¢
[
NG
Se incuba a 37-28°C por 24h invertidas las cajas , y luego se Se realiza 6 pocillos de 5Smm con un tubo y se extraen
realiza la lectura y medicion de los halos de inhibicion. posteriormente se coloca 25uL de los extractos a ensayar en
cada uno de los pocillos. Se realiza la prueba portriplicado.
/
&
2
& v Control positivo
(& ) Discos de sensibilidad de antibiotico

Figura 14.- Esquema del procedimiento del Método de difusién en agar.

3.4.2 Método de Microdilucién en Caldo
3.4.2.1 Preparacion del extracto

Para este ensayo se empled la solucion de partida utilizada en
la prueba de difusion de 20 mg/mL.

3.4.2.2 Preparacion de la suspensién de los inoculos
Bacterianos

Se prepara a partir de un cultivo nocturno (overnight)
sembrado el dia anterior a las condiciones especificas
mostradas en la Tabla 2. De este cultivo se toma 150-300 pL
en 7 mL de suero fisiologico estéril, ajustando el inoculo a una
concentracién equivalente a 0,5 en la escala de MacFarland,
de esta suspension tomamos 140 pL e inoculamos en
6,86 mL de Caldo Muller Hinton ajustando a una poblacién
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bacteriana de 2x10° ufc/mL. 100 pL de esta suspension se
usan para completar a 200 pL el volumen final de la placa de
cultivo, de esta manera se ajusta la poblaciéon bacteriana a
5x10° ufc/mL.

Flngicos
- Levaduriformes

Se prepara a partir de un cultivo nocturno (overnight)
sembrado el dia anterior a las condiciones especificas en la
Tabla 3. De este cultivo se toma 150-300 pL en 7 mL de suero
fisiologico estéril, ajustando el inoculo a una concentracion
equivalente a 0,5 en la escala de MacFarland, de esta
suspension tomamos 140 pL e inoculamos en 6,86 mL de
Caldo Sabouroud ajustada a una poblaciéon de 1x10* ufc/m.
100 pL de esta suspension se usan para completar a 200 L
el volumen final de la placa de cultivo, de esta manera se
ajusta la poblacién fungica a 2.5x10° ufc/mL.

Tabla 3.- Condiciones del medio de cultivo de los hongos
levaduriformes.

Hongos Condiciones de
Levaduriformes Medio de Cultivo Incubacion

S. cerevisiae Caldo Sabouraud 28°C por 14-16 h

C. albicans Caldo Sabouraud 37°C por 14-16 h

* American Type Culture Collection (ATCC)

- Esporulados

Se prepara la suspensién a partir de las cepas en reserva
criogénica mantenidas a -80 °C tomando de esta 14 ul en 7 ml
de Caldo Sabouroud. 100 pL de esta suspension se usan para
completar a 200 pL el volumen final de la placa de cultivo, de
esta manera se ajusta la poblacion flngica a 5x10*
esporas/mL.

2.4.2.3 Procedimiento

Para Bacterias:

El ensayo se realiz6 sobre microplacas de 96 pocillos
utilizando el procedimiento de dilucion doble seriada del
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siguiente modo: colocamos 180 uL de caldo Muller Hinton al
primer pocillo y 100 uL a todos los demas pocillos restantes,
luego se adiciona 20uL del extracto (20 mg/mL) a probar, en
el primer pocillo y mezclamos. Se realiza diluciones seriadas
tomando 100 uL del primer pocillo y diluyendo con 100uL del
pocillo siguiente y se continla este procedimiento hasta
obtener 8 diluciones consecutivas. Se sigue el mismo
procedimiento para el control de esterilidad (180 uL caldo + 20
UL extracto) control negativo (180 pL caldo + 20 uyL DMSO)
como para el control positivo (180 pL caldo + 20uL
Gentamicina® a 1000 ppm).

Una vez preparada la placa se inocularon con 100 pL de la
suspension del indculo, para todas las columnas a excepcion
de los controles de esterilidad, completando a un volumen
final de 200 pL en la placa de cultivo, de esta manera se
ajusta tanto la poblacién bacteriana a 5x10° ufc/mL, asi como
la concentracion final del extracto de 1000 a 8 ug/mL. Se sella
las placas e incubamos a 37 °C por un periodo de 18-24 h.

CONTROLES
DMSOAC 1), ANTIBIOTICO (C12)

A A A
\ [ \

EXTRACTO 1 EXTRACTO 2

1 |23 |4(5|6|7|8]|9|10|11]12

1000

500
250
125
625

n

15,625

|

Figura 15.- llustracién de la microplaca TCq hecha con 12 columnas y 8
filas (A =H).
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Una vez preparada la placa se inocularon con 100 pL de la
suspension del indculo, para todas las columnas a excepcion
de los controles de esterilidad, completando a un volumen
final de 200 pL en la placa de cultivo, de esta manera se
ajusta tanto la poblacion bacteriana a 5x10° ufc/mL, asi como
la concentracion final del extracto de 1000 a 8 ug/mL. Se sella
las placas e incubamos a 37 °C por un periodo de 18-24
horas.
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Para Hongos:

Se sigue el mismo procedimiento de dilucion seriada aplicada
variando Unicamente ciertos parametros: en hongos
levaduriformes la  concentracion final del inoculo
2.5x10°ufc/mL y el control positivo que se emplea la
Nistatina®. Y en hongos esporulados la concentracion final
del inéculo 5x10* esporas/ml, concentracion final de extracto
de 1000 a 0,5 pg/ml en la que se realiza diluciones seriadas
hasta obtener 12 diluciones consecutivas (fig.16) y el control
positivo que se emplea una solucibn de 1 mg/mL de
Itraconazol. Se incuban las placas a 28 °C y se monitorea el
crecimiento hasta las 96 horas.

A (1000 | 500 | 250 | 26 | 625 |3125 |15.62 |71 | 390 |1.95 |0.97 (048

-
s,
x| & m| m| o| | o

Figura 16.- llustracién de la microplaca TCq hecha con 12 columnas y 8
filas (A=H).

3.4.3 Inhibicién del Crecimiento Radial
3.4.3.1 Preparacion del extracto

Se preparo una disolucién de 100 mg de extracto seco en
500 pL de DMSO, posteriormente se realizo dos diluciones
1:10 y 1:100.

3.4.3.2 Preparacion de los inoculos

Para la preparacion de los inoculos fungicos se partié de
cepas en reserva criogénica mantenidas a -80 °C se extraen
50 pL y se siembra en el centro de placas petri de vidrio de 50
a 60 mm de diametro, adicionando 10mL de Agar Sabouraud
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o0 Emmon’s segln corresponda a la cepa, dejamos solidificar
e incubamos hasta que crezcan totalmente sin esporular, en
las condiciones especificas para cada género, descritas en la
tabla.-4

Tabla 4.- Condiciones del medio de cultivo de los hongos esporulados.

Hongos Medio de Condiciones de
esporulados Cultivo Incubacién
Agar
A. niger Sabouraud 28 °C por 24-48 h

T.mentagrophytes Agar Emmon’s 28 °C por 24-72 h

T. rubrum Agar Emmon’s 28 °C por 24-96 h
* American Type Culture Collection (ATCC)

3.4.3.3 Procedimiento

De cada una de las tres soluciones de extracto preparadas se
extraen 50 pL y se diluyen con 10 mL de agar Sabouraud o
Emmon’s en placas petri de vidrio de 50 a 60 mm de
diametro. Se homogeniza y se deja solidificar bajo corriente
de flujo, posteriormente se realiza un pocillo de 10 mm de
diametro con un tubo estéril en el centro de la placa y se
extrae el disco con las micro-espatulas para que de esta
manera quede el pocillo con un didmetro de 10 mm vy listo
para colocar el in6culo. Posteriormente se realizan varios
pocillos de 10 mm de diametro en las placas donde el hongo
ha crecido correctamente, se extraen con una pinza y se los
coloca en las placas donde se encuentra la sustancia de
prueba a la cual previamente se le ha extraido un disco del
mismo didmetro. Se sellan las placas e incubamos invertidas
a 28 °C y se monitorea el crecimiento cada 24 horas por un
periodo maximo de 5 dias. La prueba se realiza por triplicado.

Controles: Como testigo negativo empleamos una solucién
de 50 pL de DMSO en 10 mL de Agar y como testigo positivo
una solucién de 50 pL de Itraconazol (1 mg/mL) en 10 mL de
agar.
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Soluciones Se extraen y se siembre en el centro de la placa Se realiza un pocillo de 10mm de

de Extracto con el medio de cultivo, homogenizamos dejamos didmetro en el centro de la placa y se
solidificar. extrae el disco con las micro-espatulas /
A\g W
? /:
(28 "
] 20
0 =
m e 10ml Agar
Sabouraud o
50 W ™N— l:l> :
@ Emmon's @
m 100ug/mL @
50w
Indculo @

’ J{/ /, Fingico

10ug/mL

Posteriormente se realizan varios pocillos de 10mm de didmetro
a la caja de inoculo, y se extraen con una pinza y se los coloca
en las placas donde se encuentra la sustancia de prueba a la
cual previamente se le extraido el disco

Controles
Negativo: DMSO
Positivo :ltraconazol

Figura 17.- Esquema del procedimiento del Método de Inhibicion de
Crecimiento Radial.

Incubamos a 28°C invertidas las placas, y se
monitorea el didmetro del crecimiento mm cada 24
horas por un periodo maximo de 5 dias

3.5 Analisis e Interpretacion de Datos

Para la realizacion de la presente investigacion se utilizé
estadistica descriptiva (como medias, desviacion estandar,
etc.) e inferencial teniendo en cuenta los diferentes criterios
para cada una de las pruebas realizadas como: Difusién en
Placa, se basa en la medida de los diametros de la zona de
inhibicién. Se demostrara la actividad con la existencia del
mismo y la NO actividad con la ausencia. Las zonas de
inhibicion se mediran en milimetros y se reportard si es un
halo de sensibilidad o resistencia (NCCLS 2006). Los valores
de CMI se reportaran en pg/ml y se reportard actividad
relevante y selectiva cuando el valor de CMI esté por debajo
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de 200 ug/ml para extractos y 25 yM para compuestos puros
(Cos et al. 2006). En la prueba de Inhibicidn del Crecimiento
Radial se medira el diametro (mm) de la zona de crecimiento
miceliar a intervalos de 24 horas por un periodo maximo de 5
dias y estos valores seran convertidos a su equivalente en
Porcentaje de Inhibicion de acuerdo a la siguiente formula:

oo iN = (C—D—(E-i)
IN === <100

Donde:

C: Diametro de crecimiento en placa control

E: Diametro de crecimiento en la placa extracto
i: Didmetro de crecimiento del inéculo inicial
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IV.RESULTADOS

4.1 Método de Difusién en Agar

Mediante el método de difusién en agar se determiné la
actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos
obtenidos contra las bacterias gram (+): S. aureus, E. faecalis,
las bacterias gram (-): E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
P. vulgaris, S. typhimurium y los hongos levaduriformes:
C. albicans y S. cerevisiae. Segun puede observarse en la
tabla 5, el extracto metandlico de la especie L. mutica es el
que presenta mayor actividad inhibitoria con un halo de
inhibicién de 14mm frente a S. aureus y un halo de inhibicion
de 12mm para P. vulgaris respectivamente, mientras que con
el extracto metandlico de F. ayavacensis se observa una
actividad inhibitoria inferior contra S. aureus con un halo de
inhibicién de 10mm. P. ecuadorense y N. dissecta resultaron
ser las especies que presentaron una actividad débil o
ninguna frente a los microorganismos ensayados.

-40 -



Tabla 5.- Tamafio del halo de Inhibicion de los microorganismos frente a los cuatro extractos ensayados

Tamafio del Halo de Inhibicién (mm)

Dosis extractos (20mg/ml) Ec Kp Pa Pv (L§I't2) Sa Ef Ca Sc

Niphogeton dissecta - - - - - - 7 6 6

Piper ecuadorense - 9 - - - 8 6 8 9

Lepechinia mutica - 8 - 12 - 14 15i - 7

Fuchsia ayavacensis 18r 17r 18r 14r 15r 10 9r 15r 14r
CONTROLES

Gentamicina 10 ug* 20 27 21 25 25

Ampicilinal0 ug* 30 30

Nistatina 100 units* 20 23

Microorganismos ensayados: Bacterias gram (-) Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona areuginosa, Proteus vulgaris, Salmonella tiphymurium, gram (+)
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis; Hongos levaduriformes Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae. Referencias (-) no activo, (r) resistencia, (i)
intermedio.

* Los diametros de los halos de inhibicién reportados para los controles empleados en esta prueba, estan dentro de los margenes de referencia publicados por la Clinical
and Laboratory Standars Institute (CLSI).
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4.2 Método de Inhibicién del Crecimiento Micelar

4.2.1 Aspergillus niger

En las figuras 18, 19, 20, 21 y Tabla 6 se muestra el
diametro del crecimiento micelar del hongo expresado en
milimetros (mm), los datos son el resultado del promedio de
tres repeticiones con sus tres réplicas mas el error estandar,
de los cuatro extractos metandlicos a las tres concentraciones
ensayadas de 1000, 100 y 10 ug/mL. Se realizaron
mediciones cada 24 horas en un periodo méximo de 3 dias
dependiendo de su crecimiento. De acuerdo a los resultados
obtenidos se observa que los extractos de las especies
P. ecuadorense y N. dissecta presentaron mayor actividad
inhibitoria para la concentracién de 1000 ug/mL vy frente a las
otras concentraciones de 100-10 ug/mL su crecimiento se dio
de forma normal sin producir ningln efecto inhibitorio contra
este hongo durante los tres dias de ensayo en comparacion
con el control de DMSO. Mientras que los extractos de las
especies L. mutica y F. ayavacensis nho mostraron actividad
para ninguna de las concentraciones ensayadas frente a este
hongo.

Una vez realizado el Andlisis de varianza del conjunto de
datos, no se encontré una diferencia significativa (p<0,005)
para los datos de crecimiento micelar de la especies, una vez
determinado esto, se realizé también un Andlisis de Dunnett
con el que las cuatro especies no arrojaron ninguna diferencia
significativa (p>0,05) (ver tabla 7).
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Niphogeton dissecta
60
50
T4 2
E
4 * —+—1000 ug/mL
¥ g 0
£ —=—100 ug/mL
2 20
T 10 ug/mL
10 DMSO
0
24 horas 48 horas 72 horas
Tiempo de incubacion

Figura 18.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo A.
niger frente al extracto N. dissecta.

Piper ecuadorense

70

60
N 7
% a0 / —+— 1000 ugimL
2
E 30 4 —#—100 ugimL
g 20 & 10 ugimL

10 ——DMSO

0

24 horas 48 horas T2 horas

Tiempo de incubacion

Figura 19.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo
Aspergillus niger frente al extracto P. ecuadorense.
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Lepechinia mutica

80
50 =5
E 4
E
% 30 - —+— 1000 ugimL
E 2 —8— 100 ugimL
© 10 ugimL
10 —<—DMSO
0

24 horas 48 horas 72 horas

Tiempo de incubacion

Figura 20.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo
Aspergillus niger frente al extracto L. mutica.

Fuschia avayacensis
60
50
g 40
b —+—1000 ug/mL
£w 7 ’
E —#—100 ug/mL
g
5 20 10 ug/mL
10 ——DMSO
0
24 horas 48 horas
Tiempa de incubacion

Figura 21.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo
Aspergillus niger frente al extracto F. avayacenses.

-44 -



Tabla 6.- Valor promedio y error estandar del didmetro de crecimiento micelar en mm del hongo A. niger frente a los
cuatro extractos metandlicos.

443+0,33 447+0,66 53,7+1,33

21+0,57 28,3+0,33 30,7 £ 0,66 54,7 +0,99

210 28+0 29,3+0,58 350 48 £0,58 48 £0,99 48 £0,99 60+0 60+0
27,5 0,22 29,5 +0,22 30 +0 41,50,22 43 +0,25 45,2+0,30 50,7+0,33 52,5 +0,22 54,8 0,47
29,3 £0,66 29,7+£0,88 30,7 £ 0,66 47,66+0,33 47,33+12 50,7+0,66

48 £1,32 56,8 £ 1,59

28,5+0,29

19+0,75 23,25 +0,83 24,8+0,16
Controles: positivo Dimetil Sulféxido (DMSO); negativo Itraconazol 1mg/mL (ITZ).

Tabla 7.- Andlisis estadistico mediante la prueba de Dunnett con un alpha de 0.05 de los 4 extractos.

0,074 0,694 0,742
0,094 0,710 0,737
0,273 0,497 0,806
0,459 0,687 0,687

*=Las categorias 0 -1000, 0-100,0-10 se referia al control positivo en comparacion con las dosis ensayadas de los extractos.
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4.2.2 Trichophyton mentagrophytes

Las datos observados en las figuras 22, 23, 24, 25 y la
Tabla 9 son expresados de la misma forma que se realizd
para A. niger promedio mas el error estandar, variando
Unicamente el tiempo de incubacion ya que sus mediciones
del diametro en mm del crecimiento micelar se tomaron en un
periodo maximo de 4 dias. De acuerdo a los resultados
obtenidos se observa que los extractos con mayor actividad
inhibitoria son las especies P. ecuadorense y N. dissecta
siendo estos mas activos contra este hongo para la
concentracion de 1000 ug/mL, estos presentan un menor
crecimiento micelar (11 +0 a 11,8 +0,17) en comparacion con
el control del solvente o DMSO (13,38 +0,38 a 29,87 +0,43),
mostrando los extractos un efecto inhibitorio significativo
debido a que su crecimiento micelar permaneci6 estatico en la
placa extracto con el mismo didmetro del inoculo inicial 11mm
durante los cuatro dias de ensayo (ver figuras 22, 23 y Tabla
8). En cambio los extractos L. mutica y F. ayavacensis se
mostraron menos activos contra este hongo para la
concentracién de 1000 ug/mL debido a que no se logra una
inhibicién total del microorganismo de manera significativa con
respecto al control.

Una vez realizado el Analisis de varianza del conjunto de
datos, se encontré una diferencia altamente significativa con
un valor de p<0,0001 para los datos de crecimiento micelar de
las cuatro especies, una vez determinado esto, se realiz6 el
Andlisis de Dunnett con el que se logré determinar una alta
diferencia significativa, entre los tratamientos de 0-1000
ug/mL con respecto al control positivo (ver tabla 9).

- 46 -



Piper ecuadorense
35
30 /
-~ 25
£
Ea
° —+—1000 ug/mL
FRE —=—100 ugimL
o e e &
T q0 > . 4 10 ugimL
——DMSO
5
0
24 horas 48horas T2 horas 96 horas
Tiempo de incubacion

Figura 22.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo
Trichophyton mentagrophytes frente al extracto P. ecuadorense.

Niphogeton dissecta
35
- /
~ 25
£
E o |
° =—+—1000 ug/mL
T —=—100 ugimL
o ~ & —
T 0 . 4 v M 10 ugimL
——DMS0
5
0
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Tiempo de incubacion

Figura 23.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo
Trichophyton mentagrophytes frente al extracto N. dissecta.
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Lepechinia mutica
35
30
-~ 25
£ /
Exn
° —+—1000 ug/mL
FRE —=—100 ugimL
L
T q0 10 ugimL
——DMSO
5
0
24 horas 48horas T2 horas 96 horas
Tiempo de incubacion

Figura 24.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo
Trichophyton mentagrophytes frente al extracto L. mutica.

Fuschia avayacensis

35

30 /7
- 25
£
£
° —+—1000 ug/mL
FRCE / —=—100 ugimL
o
T q 10 ug/mL

——DMS0
5
0
24 horas 48 horas T2 horas 96 horas
Tiempo de incubacién

Figura 25.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo
Trichophyton mentagrophytes frente al extracto F. avayacenses.
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Tabla 8.- Valor promedio y error estandar de la zona de crecimiento micelar en mm del T. mentagrophytes frente a los
cuatro extractos metandlicos.

1000 100 10 1000 100 10 1000 100 10 1000 100 10

11+0 11,540,22 13,5#0,22 11+0 15,67+0,7 18,33%0,7 1140 19,33+1 22,67+0,9 11+0 22+0,45 29,5+0,6
- 11+0 12+0,45 13+0,45 11,2+#0,17 17,2+0,83 18,2+0,83 11,7+0,33 22,3+0,61 23,8%0,47 11,8+0,17 28,2+0,54 29,8+0,6

11£0 1240 13,2#0,17 12,5+0,22 16,7%0,75 17,8+0,83 14+0,63 21,3%0,75 21,3%0,75 18,204 27,5+0,84 27,5+0,8
- 11,3+0,2 13,740,33 14,5+0,22 150,25 19,2+40,17 20,2+0,17 19,2#0,40 23,8+0,31 24,8+0,31 24+0,4 29,740,21  31,2#0,1

13,38+0,38 18,75+0,52 24,25+0,44 29,87+0,43

11+0 11+0 11,13+0,13 11,25+0,15
Controles: positivo Dimetil Sulféxido (DMSO); negativo Itraconazol 1Img/mL (ITZ).

Tabla 9.- Andlisis estadistico mediante la prueba de Dunnett con un alpha de 0.05 de los 4 extractos metandlicos.

0,000 0,007 0,683
0,000 0,464 0,795
0,000 0,235 0,615
0,004 0,717 0,704

*=Las categorias 0 -1000, 0-100,0-10 se referia al control positivo en comparacion con las dosis ensayadas de los extractos.

-49-



4.2.3 Trichophyton rubrum

De acuerdo a los resultados obtenidos se observa que
los extractos con mayor actividad inhibitoria son las especies
P. ecuadorense y N. dissecta siendo activos contra este
hongo para las tres concentraciones ensayadas, pero con un
menor crecimiento micelar se da para la concentracion de
1000 ug/mL (11 +0 a 15,5 +0,43) en comparacion con el
control de DMSO (12,5 +0 a 22,88 +0,13) observandose con
estos extractos un efecto inhibitorio significativo debido a que
su crecimiento micelar permanecid estatico sobre todo con la
especie N. dissecta en la placa extracto con el mismo
diametro del inoculo inicial 11mm durante los cuatro dias de
ensayo, mientras que con la otra especie solo durante las 48
horas (ver figura 26,27 y tabla 10). Mientras que con los
extractos de las especies L. mutica y F. ayavacensis su
crecimiento se da de forma normal como en el control
encontrdndose una actividad inhibitoria menor contra este
hongo (ver figuras 28,29).

Una vez realizado el Andlisis de varianza del conjunto de
datos, se encontré una diferencia altamente significativa con
un valor de p<0,0001 para los datos de crecimiento micelar de
la especies Piper ecuadorense, Niphogeton dissecta,
Lepechinia mutica una vez determinado esto, se realizé el
Andlisis de Dunnett con el que se logré determinar una alta
diferencia significativa, entre los tratamientos de 0-1000 y O-
100 ug/mL con respecto al control positivo (ver tabla 11).
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Piper ecuadorense
35
30 /
-~ 25
E /
Exn
° < —+—1000 ug/mL
FRE —=—100 ugimL
L
T 10 10 ug/mL
——DMSO
5
0
24 horas 48horas T2 horas 96 horas
Tiempo de incubacion

Figura 26.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo
Trichophyton rubrum frente al extracto P. ecuadorense.

Niphogeton dissecta
35

30

2 /

E
E 20 —
o / —+—1000 ug/mL
it W —* 100 ugimt
o e &
T 90 z s . 4 10 ugimL
——DMSO
5
0

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Tiempo de incubacion

Figura 27.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo
Trichophyton rubrum frente al extracto N. dissecta
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Lepechinia mutica

3

30 /
%
E /
3 20 . —+— 1000 uglmL
E 15 —#—100 ug/mL
£ 10 10 uginL

——DMSO
5
0

24 horas 48horas T2 horas 96 horas

Tiempo de incubacion

Figura 28.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo
Trichophyton rubrum frente al extracto L. mutica.

Fuschia avayacensis

25

bl /ﬂ

T /
E 15
° —+—1000 ug/mL
R —#—100 ugimL.
% 10 ug/mL

5 ——DMSO

0

24 horas 48horas T2 horas 96 horas

Tiempo de incubacion

Figura 29.- Valor promedio del crecimiento micelar en mm del hongo
Trichophyton rubrum frente al extracto F. avayacenses.

-52-



Tabla 10.- Valor promedio y error estandar de la zona de crecimiento micelar en mm del T.rubrum frente alos cuatro
extractos metanolicos.

11,3+0,21 12,5#0,22 1140 12,74#0,21  14,8+0,40 110 13,5#0,22  18,2#0,54 110 15,5+0,22  20,3+0,33
11£0 11£0 12+0 11+0 12,67+0,21 12,67+0,21 15,33+0,21 14,17+0,40 17,83+0,40 15,5+0,43 16,33+0,33 21,5%0,22
11£0 11,740,21 12,5#0,22 12,2+0,4  14,5#0,22  15,5%0,22 13,3%0,49  17,3#0,33  19%0,44 18,2+0,47 20,5%0,22  22,2+0,54

11,3+0,21 12+0 12,5+#0,22 12,7+0,33 14,7+#0,21  15,2+0,17  15,2+0,31  17,8+0,40  18,5+0,43  17,5+0,50 22,3+0,49  22,3%0,33

12,540 15,7+0,18 19,5+0 22,88+0,13

10,88+0,13 10,95+0,05 11+0 110
Controles: negativo Dimetil Sulféxido (DMSO); positivo Itraconazol 1mg/mL (ITZ).

Tabla 11.- Anélisis estadistico mediante la prueba de Dunnett con un alpha de p<0.05 de los 4 extractos metandlicos.

~ PruebadeDunnett (<005
["ESpecies evaluadas'| 0-1000 0-100  0-10
["Piper ecuadorense | 0,000 0,000 0,219
["Niphogeton dissecta | 0,000 0000 0,165
["Lepechiniamutica’ . 0,000 0037 0463
| Fuschia avayacenses 0,005 0388 0577

*=Las categorias 0 -1000, 0-100,0-10 se referia al control DMSO en comparacién con las dosis ensayadas de los extractos.
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4.2.4 Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento Micelar

Mediante este método se determino el Porcentaje de
Inhibicion del crecimiento micelar de los hongos ensayados:
A. niger, T. mentagrophytes, T. rubrum frente a los extractos
evaluados. Los valores de porcentaje reportados fueron
obtenidos a partir de la media de los valores del diametro en
mm del crecimiento micelar de los hongos tomados cada 24
horas en un periodo maximo de 5 dias, siendo convertidos
estos valores a su equivalente de Porcentaje de Inhibicién de
acuerdo a la siguiente formula:

soIN = (C—1D—(E—i)
IN == =100

Donde,

C: Didmetro de crecimiento en placa control
E: Didmetro de crecimiento en la placa extracto
i : Didmetro del in6culo inicial (11mm).

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante esta
férmula aplicada se observa que los extractos con mayor
actividad inhibitoria son las especies P. ecuadorense,
N. dissecta, contra las tres cepas fungicas ensayadas, siendo
mas activos contra T. rubrum y T. mentagrophytes para la
concentraciéon de 1000 ug/mL con un porcentaje de inhibicion
de 100-96,53 % respectivamente. Contra la cepa A. niger
estas especies se mostraron menos activas inhibiendo el
30 % del crecimiento micelar (ver tabla 12). Seguido la
especie L. mutica con un porcentaje de inhibicion del 78 %
para T. mentagrophytes y el 76 % para T. rubrum y finalmente
la especie Fuschia avayacenses que se mostr6 menos activa
contra estos hongos inhibiendo el 50 % del crecimiento
micelar (ver tabla 12, graficas 30, 31, 32).

-54-



Tabla 12.- Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento micelar de los cuatro extractos metandlicos contra los tres hongos
evaluados.

1000 10

34,23 + 3,91* 0,00 0,00 100,00 44,78 +0,88* 3,94 £1,27* 100,00 69,43 +0,43* 18,17 +0,73*

33,93 £ 3,45* 0,00 0,00 96,78 +0,12* 15,49 +1,29* 0,00 100,00 68,18 +0,33* 17,28 +0,65*

0,00 0,00 78,57 +0,59* 23,59 +1,24* 5,92 +1,27* 76,79 £0,39* 30,67 +0,69* 7,42 +0,98*
0,00 0,00 52,65 + 0,98* 11,4 +1,23* 0,00 56,9 +0,52* 10,68 +0,82* 3,92 +0,78*
100 100

*= Los valores de % se obtuvieron a partir de la media geometrica de los datos del diametro del crecimiento micelar (mm) de cada uno de los hongos evaluados frente a
los cuatro extractos metanolicos de cada concentracién por un periodo maximo de crecimiento que presentaron cada uno de los hongos , aplicando asi la siguiente
formula para obtener el Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento micelar %IN= [(C-i) — (E-i)/ (C-i)]x 100.
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Figura 30.- Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento micelar de los cuatro extractos metandlicos frente a Aspergillus

niger.
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Figura 31.- Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento micelar de los cuatro extractos

mentagrophytes.
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Figura 32.- Porcentaje de Inhibicion del crecimiento micelar de los cuatro extractos metanélicos frente a Trichophyton
rubrum.
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4.3 Método de Microdiluciéon en Caldo

Los resultados con los bacterias ensayadas muestran que
el extracto de la especie L. mutica es el que presenta mayor
actividad contra las bacterias P. vulgaris, E. faecalis con una
CMI de 500 pg/mL respectivamente y contra S. aureus con
una CMI de 125 pg/mL, mostrandose estas cepas mas
sensibles al extracto ensayado. Los extractos P. ecuadorense,
N. dissecta, F. ayavacensis no presentaron ninguna actividad
frente a los microorganismos ensayados confirmandose asi
los resultados obtenidos mediante el método de difusién en
placa (ver tabla 13)

Los resultados obtenidos con los hongos muestra que con
los hongos levaduriformes los extractos evaluados no
mostraron ninguna actividad inhibitoria, a diferencia de los
hongos esporulados T. mentagrophytes y T. rubrum cuyo
crecimiento fue inhibido, siendo mas activo el extracto
metandlico P. ecuadorense con una CMI de 62,5 ug/mL para
T. mentagrophytes y una CMI de 31,25 pg/mL para T. rubrum,
seguido tenemos al extracto de la especie N. dissecta con una
actividad inhibitoria moderada frente a los hongos con una
CMI para T. rubrum de 62,5 ug/mL y T. mentagrophytes de
125 pg/mL vy finalmente los otros dos extractos metandlicos
que presentan una actividad inhibitoria inferior frente a estos
hongos como la especie L. mutica con una CMI de 125 pg/mL
para ambos hongos y con el extracto F. ayavacensis una CMI
de 250 pug/mL tanto para T. rubrum y T. mentagrophytes.
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Tabla 13.- Concentracién Minima inhibitoria (CMI) de los 4 extractos ensayados frente a los microorganismos de
prueba.

<0,8 <08 <08 <0,8 <0,8

<1,15 <1,15

Microorganismos ensayados: Bacterias gram(-) Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona areuginosa, Proteus vulgaris, Salmonella tiphymurium, gram (+)
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis. Hongos: levaduriformes Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae;esporulados Aspergillus niger, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum. Referencias NA= No activo a la dosis més alta probada (>1000).
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Capitulo V: Discusion




V. DISCUSION

Las plantas se han empleado desde tiempos ancestrales
con fines medicinales para el tratamiento de diferentes
enfermedades humanas, incluidas las de naturaleza
infecciosa. Hasta el advenimiento de la medicina moderna, los
humanos dependieron de ellas para el tratamiento de sus
enfermedades (Castro 2006). El presente trabajo demuestra
gue el uso empirico de las plantas en medicina tradicional
sigue siendo un buen punto de partida para la seleccion vy el
estudio de las propiedades farmacoldgicas de sus extractos
(Tuttolomondo 2005). Por otra parte, la ausencia de estudios
cientificos anteriores sobre la actividad antimicrobiana de
estas especies vegetales medicinales justifica la investigacion
realizada.

5.1 Actividad Antibacteriana

Mediante los ensayos in vitro para evaluar la
susceptibilidad de las cepas bacterianas frente a los extractos
ensayados se determind que el extracto de la especie
Lepechinia mutica presento actividad relevante  contra
S. aureus con una CMI de 125 ug/ml, P. vulgaris y E. faecalis
una CMI 500 ug/ml. De acuerdo a los resultados obtenidos se
relaciono el diametro de inhibiciéon con la CMI y se determino
que cuando mayor es la zona de inhibicibn, menor es la
concentracion del antimicrobiano que se requiere para inhibir
el crecimiento. Entonces es probable que un halo de inhibicién
entre 10-14mm que presenta el extracto activo se encuentre
con una CMI entre 125 y 1000ug/mL.

Los resultados mostraron mayor inhibicion en las bacterias
gram positivas que en gram negativas, esto podria deberse a
que la pared bacteriana de las gram positivas tienen una
estructura simple constituida por un monocomplejo facilmente
hidrolizable, que contienen una alta proporcién de
muranilpéptidos. Al contrario, las gram negativas presentan
una compleja estructura de su pared celular constituida solo
por 5-10% de muranilpéptidos, lo cual llevaria a obtener una
CMI mayor que demuestra ello la menor sensibilidad al
extracto (Roth et al. 2002).
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Segun lo reportado por Rossi et al. (2002) donde se evalud
la actividad antimicrobiana y fitoquimico de un extracto
metanolico de la especie Lepechinia meyeni frente a bacterias
Gram (+) y Gram (-), se encontré una buena respuesta de
inhibicién contra todas las bacterias gram positivas ensayadas
S.aureus con una CMI 500ug/mL y el ensayo fitoquimico
muestra presencia de flavonoides, compuestos fendlicos
esteroides, saponinas, tatinos los cuales pueden ser los
responsables de la actividad bioldgica. Por lo tanto los
resultados obtenidos de esta especie son importantes dado
que podria tener un uso potencial en infecciones causadas
por estos microorganismos, inclusive ante una cepa resistente
y muy dificil de erradicar como es la bacteria S. aureus. Por lo
tanto es necesario realizar estudios que permitan aislar e
identificar el compuesto responsable de la actividad.

En cuanto a los extractos de las especies P. ecuadorense,
N. dissecta, F. ayavacensis no mostraron actividad contra
ninguno de los microorganismos en la concentracion maxima
evaluada, pero es probable que a mayores concentraciones si
inhiba el crecimiento lo cual no es relevante para nuestro
estudio por lo que se debe tomar en cuenta que las
concentraciones muy altas tienen el riesgo de presentar
toxicidad (Wiart et al. 2004).

5.2 Actividad Antifungica

El aumento de la morbilidad y la mortalidad causado por
infecciones flingicas, ha estimulado la blUsqueda de nuevas
moléculas con novedosos mecanismos de accién. Una
estrategia importante en esta busqueda es la investigacion en
plantas (Rubio et al. 1999).

En décadas pasadas las fuentes mas importantes para la
obtencién de sustancias con actividad antifingica fueron
especies de Streptomyces, algunos hongos y productos de
sintesis organica; sin embargo, las plantas superiores han
mostrado ser promisorias y multiples trabajos en casi todo el
mundo han dado resultados alentadores en este sentido no
s6lo con los extractos totales sino también con los aceites
esenciales (Wiart et al. 2004).

Los resultados de la presente investigacion mostraron que
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los extractos metandlicos Piper ecuadorense, Niphogeton
dissecta, Lepechinia mutica y Fuschia ayavacensis, inhiben el
crecimiento de los dermatofitos T. rubrum vy
T. mentagrophytes. Se observé que Piper ecuadorense tuvo
mayor  efecto  antifingico contra T. rubrum vy
T. mentagrophytes con una CMI de 31,25-62,5 ug/mL
respectivamente. En lo que respecta al porcentaje de
inhibicién se observé que en las dosis empleadas indujo un
efecto antifingico positivo frente a los dermatofitos, efecto
que se manifestd a la dosis mas alta inhibiendo el 100% del
crecimiento.

Segun lo reportado por Flores et al. (2000) donde se evalué
la actividad de 4 especies del género Piper (P. hispidum,
Piper sp., P. aduncum, P. elongatum) frente a los dermatofitos
T. rubrum y T. mentagrophytes, se encontr6 actividad
inhibitoria selectiva de estas especies contra ambos hongos a
una concentracion de 625ug/ml para T. mentagrophytes y de
2500ug/ml para T. rubrum. En este género se han reportado
varios compuestos antifingicos como: hidroquinonas
preniladas y sakuretina, canfor, monoterpenos y flavonoides
que son los responsables de la actividad biolégica (Danelutte
et al. 2003, Navickiene et al. 2000). Estos datos apoyan los
resultados obtenidos en nuestro estudio y nos dan ademas
una importante informaciéon sobre los posibles compuestos
que podrian tener las especies estudiadas lo cual puede servir
de guia para estudios posteriores para realizar el
fraccionamiento, aislamiento e identificacion de los
compuestos bioactivos localizados.

El extracto de la especie Niphogeton dissecta también
mostr6 un efecto inhibitorio significativo frente a los
dermatofitos, siendo mas sensible el T. rubrum con una CMI
de 31,25ug/ml y un porcentaje de inhibicién del 100% en la
dosis mas alta probada en la prueba de crecimiento micelar; y
contra T. mentagrophytes una CMI de 125ug/ml y un
porcentaje de inhibicion del 96,53%; esto podria tener
importancia clinica por ser la cepas mas comunes en la
produccion de lesiones micoéticas en piel, y representan entre
el 80-90% de todas las infecciones cronicas y recurrentes
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(Arenas 2000, Torres et al. 2003). Por ello, es necesario
desarrollar moléculas antifiingicas mas potentes.

En cuanto a los resultados obtenidos para la especie
Lepechinia mutica se determindé actividad antifingica
moderada frente a los dermatofitos T. mentagrophytes y T.
rubrum con una CMI de 125ug/ml y un efecto significativo
para la dosis mas alta inhibiendo el 78% y 76%
respectivamente. Los resultados obtenidos son importantes
dado que podria tener un uso potencial en infecciones
causadas por este tipo de microorganismos, no se ha
reportado informacién de esta especie endémica pero si de
este género que poseen actividad antimicrobiana encontrada
en ciertas especies como L. hastata, L. meyenii. Estas
propiedades biolégicas han sido atribuidas a la presencia
flavonoides, taninos, terpenos que le proporciona a la especie
sus caracteristicas medicinales para el tratamiento de
enfermedades infecciosas (Rossi et al. 2002).

La especie F. ayavacensis se mostr6 menos activa contra
los dermatofitos inhibiendo el 50% del crecimiento micelar
para la concentracién de 1000ug/ml y una CMI 250ug/ml para
ambos hongos. Al parecer la actividad biolégica de esta
especie esta relacionada con la presencia de compuestos
fendlicos, taninos, glucésidos los cuales pueden intervenir en
la inhibicion del crecimiento micelar (Gusinde 2002).

Finalmente podemos decir que el presente estudio
confirmé la actividad antimicrobiana de los extractos
metanolicos evaluados, estos efectos podrian explicar el uso
tradicional empirico en algunos procesos infecciosos, algunos
involucrados en infecciones bacterianas y micéticas
enfatizando la  importancia de la  investigacion
etnofarmacolégica en buUsqueda de nuevos compuestos
bioactivos.
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Capitulo VI: Conclusiones y
Recomendaciones




VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.2 Conclusiones

>

Las especies vegetales Lepechinia mutica, Piper
ecuadorense, Niphogeton dissecta y Fuschia ayavacensis
pueden constituirse una fuente de principios activos que
contribuyan al descubrimiento de antimicrobianos de
origen natural los cuales pueden ser utilizados como una
linea de base para la sintesis de moléculas utiles a nivel
farmacéutico.

La especie Lepechinia mutica presentd actividad
inhibitoria antimicrobiana contra la mayor parte de los
microorganismos seleccionados, confirmando asi su
efectividad para inhibir el crecimiento bacteriano y fangico.

Las especies Piper ecuadorense y Niphogeton dissecta se
identificaron como especies promisorias con un alto
potencial antifingico contra T. mentagrophytes vy
T. rubrum inhibiendo en su totalidad el crecimiento micelar
los cuales pueden ser empleados como agentes flingicos.

El extracto de la especie Fuschia ayavacensis fue la que
se mostré6 menos activo contra la mayor parte de los
microorganismos evaluados.

El estudio realizado permiti6 conocer algunas de las
potencialidades del uso de las especies vegetales
presentes en los ecosistemas de la Region Sur del
Ecuador contribuyendo asi al conocimiento de las mismas
y apoyando de esta manera al desarrollo de investigacion
cientifica en plantas medicinales.
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6.1 Recomendaciones

>

>

>

Continuar con el estudio de las especies vegetales
Piper ecuadorense, Lepechinia mutica que fueron
mas activas mediante aislamiento biodirigido a fin de
identificar los compuestos responsables de la
inhibicién bacteriana y fungica mediante los ensayos
empleados.

Debido a la gran aplicabilidad etnomédica de las
cuatro especies en el tratamiento de muchas
afecciones se deberia continuar con su estudio
utilizando otros sistemas de evaluacion in vitro a fin de
confirmar su actividad antimicrobiana mediante
mecanismos de acciones alternativas.

Estudiar nuevas especies vegetales que desde la
perspectiva etnomédica han demostrado tener
propiedades antimicrobianas a fin de potenciar el
aprovechamiento sustentable de los recursos
naturales en beneficio de la salud y el bienestar de la
poblacién.
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