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l. RESUMEN

Las micosis subcutaneas son infecciones que se inician cuando ciertos hongos habitantes
del suelo y materia vegetal se introducen bajo la piel mediante espinas, astillas o como
contaminantes de las heridas.

La esporotricosis es una infeccion cronica que se puede diseminar, particularmente en
pacientes inmunocomprometidos. El agente causal es Sporothrix schenckii, hongo dimorfico que
vive como saprobio del suelo en materia organica, vegetales y otros sustratos. EIl tratamiento
convencional contra esta afeccion consiste en la aplicacién de una solucion saturada de yoduro de
potasio y en la esporotricosis pulmonar y diseminada, se utiliza la Anfotericina B.

La cromoblastomicosis es una micosis subcutanea, cronica, de evolucion muy lenta y que
suele afectar preferentemente a los miembros inferiores. Se caracteriza por producir nédulos,
verrugosidades y atrofia de evolucion cronica. Fonsecaea pedrosoi, es el agente causal de mayor
importancia en zonas tropicales y humedas de América. El tratamiento consiste en
procedimientos quirdrgicos y en los casos mas avanzados, el uso de Anfotericina B, por via
intravenosa o intra-arterial, dentro de la lesién o en forma tépica. En la actualidad el tratamiento
de eleccidn es la 5-Fluorocitocina, el cual ha fracasado en la enfermedad de larga duracién. No
existe tratamiento selectivo para la cromoblastomicosis.

En el presente estudio se evalud la actividad antifingica de extractos etandlicos seis de
hierbas nativas guatemaltecas contra especimenes clinicos de S. schenckii y F. pedrosoi. Las
hierbas fueron Baccharis trinervis (hoja), Dorstenia contrajerva (raiz), Hedyosmum mexicanum
(hoja), Lippia chiapasensis (hoja), Petiveria alliacea (raiz) y Ocimum micranthum (hoja), para lo
cual se utilizé el método para hongos filamentosos descrito por Brancato & Golging modificado
por MacRae, contra la fase miceliar de S. schenki y F. pedrosoi, asi como contra la fase
levaduriforme de S. schenckii.

En el caso de S. schenckii en su fase miceliar, Dorstenia contrajerva y Hedyosmum
mexicanum fueron los extractos que presentaron actividad positiva. F. pedrosoi fue susceptible
Unicamente al extracto de Baccharis trinervis. A estos extractos con actividad antifungica se les
determind la Concentracién Minima Inhibitoria (CIM), encontrandose que Dorstenia contrajerva
y Hedyosmum mexicanum tuvieron actividad antifingica positiva contra la fase miceliar de S.

schenkii a 0.1 mg/mL y 0.05 mg/mL respectivamente. De igual manera en el caso del extracto de



Baccharis trinervis, al determinar la CIM, éste no present6 actividad antifungica positiva contra
F. pedrosoi a concentraciones menores del punto de corte, el cual fue de 0.2 mg/mL. El extracto
etanolico de Dorstenia contrajerva presentd la mejor actividad antifungica contra la fase
levaduriforme de S. schenckii (0.1 mg/mL). En tanto que, el extracto etandlico de Hedyosmum
mexicanum no presentd actividad antifingica positiva contra la levadura de S. schenckii a
concentraciones menores de 0.2 mg/mL.

Con los resultados presentados se justifica la realizacion de estudios ulteriores para el
fraccionamiento guiado e identificacion de los principios activos de Baccharis trinervis (hoja),
Dorstenia contrajerva (raiz) y Hedyosmum mexicanum (hoja) para determinar el o los

compuesto(s) quimico(s) responsables de su actividad antifungica.



II. INTRODUCCION

Las micosis subcutaneas son infecciones que se inician cuando ciertos hongos habitantes
del suelo y materia vegetal, se introducen bajo la piel mediante inoculacién traumatica, 0 como
contaminantes de las heridas. Entre estas infecciones se encuentran la esporotricosis y la
cromoblastomicosis.

La esporotricosis es una infeccion micoética cronica de la piel causada por Sporothrix
schenckii que se puede diseminar linfaticamente. Se localiza preferentemente en la cara y
extremidades y se caracteriza por nddulos que dan lugar a lesiones fijas verrugosas o
linfangiticas. La esporotricosis sistémica puede causar problemas respiratorios y pulmonares, asi
como, osteomielitis, artritis y meningitis. Generalmente se trata con yoduros administrados en
forma oral, mientras que la infeccidn sistémica o diseminada se trata con anfotericina B o algunas
veces con itraconazol. El inconveniente de estos medicamentos, es que a pesar de ser efectivos,
producen efectos secundarios considerables, afectando 6rganos importantes como los rifiones y la
médula dsea.

La cromoblastomicosis es una micosis verrugosa cronica que suele afectar
preferentemente a los miembros inferiores, afectando el tejido celular. Se caracteriza por
nddulos, verrugosidades y atrofia de evolucion crénica. Uno de los agentes etiolgicos de mayor
importancia en zonas tropicales y himedas de América es Fonsecaea pedrosoi. La evolucién de
la enfermedad es cronica, lenta, progresiva y asintomatica. En la actualidad el tratamiento
consiste en drogas fuertes como anfotericina B y 5-fluorocitocina, el cual ha fracasado en la
enfermedad de larga duracion. Esta terapia ha demostrado ser altamente toxica causando severos
efectos secundarios como vasoconstriccion, dafio renal y depresién de la médula dsea, entre
otros.

Tomando en cuenta la gravedad de este tipo de micosis, el continuo aumento de estos
padecimientos y la toxicidad de los tratamientos convencionales, se ha hecho necesaria la
busqueda de nuevas alternativas de tratamiento que reduzcan o eliminen los nocivos efectos
secundarios.

En Guatemala se ha realizado un considerable nimero de estudios sobre la accion
antimicrobiana y/o antifungica de diversas plantas nativas; sin embargo, a la fecha no se cuentan

con estudios que hayan evaluado la actividad de las seis hierbas de esta investigacion contra



agentes importantes de micosis subcutaneas como lo son Sporothrix schenckii y Fonsecaea
pedrosoi.

El proposito de este estudio es la busqueda y evaluacién de la actividad antifungica de
extractos etanolicos seis de hierbas nativas guatemaltecas contra especimenes clinicos de
Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi, las cuales han sido seleccionadas en base a sus
antecedentes etnomedicinales y en estudios previos en los que se han demostrado alguna

actividad antifungica y/o antimicrobiana.



I11. ANTECEDENTES

A. ESPOROTRICOSIS

1. Definicion

La esporotricosis es una infeccion micotica cronica de la piel (cutanea) que se puede propagar
(diseminada, sistémica), particularmente en pacientes inmunocomprometidos. Se localiza
preferentemente en cara y extremidades y se caracteriza por nédulos que dan lugar a lesiones fijas

verrugosas o linfangiticas (1).

2. Etiologia

El agente causal es Sporothrix schenckii, hongo dimdrfico que vive como saprofito del suelo,
materia organica, vegetales y otros sustratos (1).

Posee una pared celular compuesta por beta-glucanos y glucopéptidos. No se le conoce con
certeza el estado teleomorfo. Se le ha relacionado filogenéticamente con Ophiostoma
(Ceratocystis) stenoceras. Se adquiere principalmente por inoculacion traumatica y rara vez

penetra por inhalacion (1).

3. Agente Causal

a. Sporothrix schenckii (Hektoen y Perkins, 1900)

i) Taxonomia:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Ophiostomatales
Familia: Ophiostomataceae
Género: Sporothrix

Especie: schenckii (2)



i) Fase filamentosa
Morfologia de la colonia: crece a temperaturas inferiores a 37°C. Presenta colonias de

crecimiento lento (3-5 dias) inicialmente claras, humedas o levaduriformes, que
posteriormente se convierten en colonias duras y arrugadas de color marrén o negro en su
totalidad o por zonas, debido a la produccién de conidias pigmentadas. La coloracion puede
ser inconstante y variar no sélo entre los aislamientos, sino que incluso puede perderse tras
maultiples pases (3, 4, 5).

Morfologia microscdpica: en el examen microscopico, se observan hifas delgadas de 1-2 mm

de didametro, con conidiéforos perpendiculares cuyo extremo distal se dilata formando una
vesicula denticulada, de la que nacen simpoidalmente conidios hialinos de 2-3 mm x 3-6 mm
que se agrupan en forma de ramillete o margarita. A medida que el cultivo envejece, la
conidiacion aumenta y aparecen conidios sésiles a lo largo de los conididforos e incluso hifas
no diferenciadas. Algunas cepas forman conidios de mayor tamafio, triangulares, pigmentadas
y de pared gruesa, mas resistentes llamados raduloconidios (3, 4, 5).

iii) Fase levaduriforme

Morfologia de la colonia: la levadura crece a 37°C en medios enriquecidos y en los tejidos

parasitados. La colonia tiene aspecto cremoso Yy brillante que se torna de color gris o crema
(3,4,5).

Morfologia microscépica: Se observan células levaduriformes redondeadas o con forma de

cigarro, con mulitples gemaciones de 3-5 um de didmetro. El cuerpo asteroide es muy
sugestivo de esporotricosis, pero también puede observarse en otras infecciones fungicas.
Esta constituido por una célula levaduriforme redonda u oval, rodeada de un material
eosinofilico radiado constituido por un complejo antigeno-anticuerpo. Estos cuerpos se

observan con mayor frecuencia en las lesiones secundarias, del cerebro y del ojo (3, 4, 5).

4. Ecologia
El agente causal se encuentra en la vegetacion y se inocula en la piel cuando ésta pierde
continuidad, por ejemplo mientras se estan manejando materiales de jardin como rosales, zarzas o

tierra abonada. Puede ser una enfermedad ocupacional para granjeros y horticultores entre otros.



La esporotricosis generalizada (diseminada) se desarrolla en personas inmunocomprometidas

cuando inhalan polvo cargado de esporas (1).

5. Distribucion

Aunque esta enfermedad puede afectar a cualquier persona, quienes manipulan plantas
espinosas, musgo o fardos de heno contaminados con este hongo en particular, corren mayor
riesgo de contraer la enfermedad. Se han producido brotes de esporotricosis entre trabajadores de
guarderias infantiles que manipulan musgo esfagno, jardineros que cuidan rosas, nifios que
juegan con fardos de paja y trabajadores de invernaderos que manipulan espinas de agracejos
contaminados por el hongo (principalmente en el hemisferio norte) (1).

Tiene predominio en Africa del Sur, Japon y América en la zona intertropical. En Guatemala
se han presentado casos en la Laguna de Ayarza (norte de Santa Rosa), faldas del volcan Tacana

(San Marcos) y Chimaltenango (6).

6. Caracteristicas clinicas
Aunque Sporothrix schenckii puede causar multiples sindromes, el mas frecuente es la forma
cutdnea, que se caracteriza por la aparicion de ndédulos ulcerativos o verrucosos que afectan a

piel, tejido subcutaneo y sistema linfatico adyacente (5, 6).

a) Esporotricosis linfocutanea

La forma cutanea se inicia en el lugar de la inoculacion traumatica, con la aparicion de
una lesion papulonodular eritematosa, generalmente indolora, que crece durante dias o semanas.
El tiempo de incubacion es de aproximadamente tres semanas, pero en algunos casos puede llegar
a ser de meses. Las lesiones pueden ser lisas 0 verrucosas pero con tendencia a la ulceracion,
supuracion y desarrollo de bordes eritematosos. La localizacion mas frecuente es en las
extremidades inferiores, aunque pueden presentarse en cualquier lugar. Pueden desarrollarse
adenopatias regionales o locales. A pesar de que la lesion inicial puede persistir como Unica, la
tendencia es al desarrollo de otras lesiones que siguen el trayecto de la diseminacion linfatica. En
los dias posteriores a la aparicion de la lesion primaria, aparecen maltiples nédulos a lo largo de

los vasos linfaticos con una evolucion similar a la inicial, pero con tendencia a ser mas



granulomatosas y persistir durante mas tiempo. Puede haber regresion esponténea, aunque existe
una tendencia a la cronicidad (5, 6).

La forma cutanea llamada fija o en placa no tiene tendencia a extenderse localmente y es
caracteristica de areas endémicas con un elevado tanto por ciento de la poblacion sensibilizada,
pero sin enfermedad. Cursa con el desarrollo de placas eritematosas, ulceradas, infiltradas o
verrucosas sin afectacion del sistema linfatico. Son frecuentes las lesiones satélites de pequefio
tamafo. Hay casos descritos de curacion espontanea, pero generalmente se trata de lesiones que
evolucionan durante meses o incluso afios. La forma fija de la esporotricosis puede confundirse
con el pioderma bacteriano, los granulomas por agentes extrafios, infeccion inflamatoria por
dermatofitos (granuloma de Majocchi), blastomicosis, cromoblastomicosis, lobomicosis y

tuberculosis cutanea (5, 6).

b) Esporotricosis mucocutanea

La afeccion mucosa sin afeccién cuténea es una enfermedad rara, aunque no es
infrecuente como forma secundaria a la diseminacion. Inicialmente se trata de lesiones
eritematosas, supurativas y ulcerativas que posteriormente se convierten en granulomatosas,
vegetativas o papilomatosas. Se localizan fundamentalmente en boca, faringe, cuerdas vocales y
nariz. Las lesiones son tipicamente dolorosas a diferencia de la forma cutanea y con tendencia al

sangrado (5, 6).

c) Esporotricosis extracutanea

La afeccion osteoarticular es la forma mas frecuente de esporotricosis extracutanea. Se
caracteriza por una artritis destructiva con lesiones osteoliticas, tenosinovitis y periosteitis. Las
localizaciones mas frecuentes son las articulaciones mayores de las extremidades: mano, codo,
tobillo y rodilla. Generalmente afecta a una Unica articulacion, es de inicio insidioso y, en un 30%
de los casos, también se observan lesiones cutaneas o subcutineas. Clinicamente cursa con
inflamacion, dolor, limitacion motora progresiva y, con frecuencia, derrame articular (5, 6).

La afectacidn ocular no se acompafia de otra localizacidn de esporotricosis en un 70% de
los casos y se observa en un 50% de los casos de esporotricosis diseminada. Se caracteriza por la
presencia de lesiones ulcerativas y gomosas, con un curso similar a la esporotricosis cutanea (5,
6).



La esporotricosis pulmonar es tipica de varones entre 30-60 afios. La inhalacion de
conidias de S. schenckii puede dar lugar a dos tipos de afectacién pulmonar: cavitacion crénica o
adenopatias primarias. Aunque puede ser asintomatica, la forma pulmonar con cavitacion
inicialmente cursa con tos productiva, febricula, astenia y/o pérdida de peso. Sin tratamiento, la
enfermedad puede permanecer estacionaria pero la tendencia es hacia la progresion con aumento
de las cavitaciones, necrosis, alteracion de la funcion pulmonar y, en ocasiones, diseminacion a
otros organos. El segundo tipo de infeccién pulmonar, se localiza en los ganglios linfaticos
traqueobronquiales e hiliares. A pesar de que el crecimiento ganglionar puede causar obstruccion
bronquial, esta forma puede permanecer estacionaria e incluso resolverse espontaneamente (5, 6).

La afectacion meningea es una localizacion poco frecuente. Clinicamente se manifiesta
como una meningitis cronica con cefalea, confusion y pérdida de peso, pleocitosis en el liquido
cefalorraquideo, aumento de las proteinas e hipoglucorraquia. Los cultivos de liquido
cefalorraquideo pueden ser negativos, por lo que en ocasiones es necesario realizar cultivos
repetidos de volimenes considerables de liquido y estudio serolégico para llegar al diagndstico
(5, 6).

d) Esporotricosis multifocal extracutanea

La esporotricosis diseminada que afecta a varios drganos es infrecuente y generalmente se
observa en pacientes con enfermedades de base como diabetes, tratamiento prolongado con
corticoides, neoplasias, sarcoidosis, enfermedades hematoldgicas, infeccion por VIH vy
alcoholismo. La esporotricosis en pacientes imnunocompetentes es generalmente de
diseminacion linfatica, lenta y localmente progresiva. Cuando existe una diseminacion hematica,
puede haber afeccién multiorganica con numerosas lesiones e incluso hemocultivos positivos (5,
6).

Por lo general, las lesiones se localizan en piel, huesos y musculos, pero pueden afectarse
otros dérganos como tracto genitourinario, sistema nervioso central, higado, bazo, pancreas,
miocardio y tiroides. Clinicamente se caracteriza por fiebre de 39°C o superior, anoréxia, perdida
de peso, dolor y limitacion articular (6).

7. Diagnostico
Las esporotricosis puede confirmarse cuando se obtiene una muestra de un ndédulo cutaneo

recientemente abierto y se somete a un cultivo fungico. El diagnostico también puede



comprobarse a través de una muestra de sangre o biopsia mediante la realizacion de estudios
inmunoldgicos e histoldgicos (1, 8).
a. Examen fresco de material
Observacion microscopica de los cuerpos asteroides, que son estructuras formadas por
levaduras que se presentan rodeadas de un material eosinofilico radiado PAS-positivo,
constituido por un complejo antigeno-anticuerpo Ilamado fendmeno de Splendore - Hoeppli
5, 9).
b. Cultivo
El material se cultiva en Agar Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol, incubado a
27°C durante una semana como minimo; si después de tres semanas no existe crecimiento
caracteristico de la colonia de Sporothrix schenckii, se reporta como negativo (4).
c. Estudios histopatolégicos
Presencia de cuerpos asteroides, granulomas con infiltracion de linfocitos, células
gigantes, fibrosis y otros cambios celulares (3).
d. Inmunologia
Se pueden demostrar aglutininas, fijacion del complemento, precipitinas, pero no son
pruebas de rutina en los laboratorios. La técnica seroldgica para el diagnostico més rapido de

esporotricosis son los anticuerpos fluorescentes (10).

8. Pronostico
Con el tratamiento se espera una recuperacion total. La esporotricosis diseminada es mas
dificil de tratar y requiere agentes quimioterapéuticos; ademas, esta ultima puede ser mortal para

personas inmunocomprometidas (1).

9. Tratamiento
El tratamiento convencional para la esporotricosis cutanea consiste en una solucién saturada
de yoduro de potasio. En la esporotricosis pulmonar y diseminada se utiliza la Anfotericina B

como tratamiento de eleccidn, ya que por ser el mas agresivo produce una mejor respuesta (11).

10



a. Anfotericina B

Este es un antimicotico de amplio espectro obtenido del hongo Streptomyces

nodosus. Se utiliza como el tratamiento inicial para micosis diseminadas y extracutaneas,

siendo posteriormente reemplazado por imidazoles (12).

Mecanismo de accion

La membrana de la célula fangica se altera y se pierden las macromoléculas
celulares y los iones, lo que origina un dafio irreversible. La resistencia a este
farmaco se puede deber a una disminucién en la cantidad de ergosterol de la
membrana o a una modificacion en su estructura (13).

Dosis

Este medicamento se debe almacenar en refrigeracion y protegido de la luz, al
menos hasta que se comience a administrar. Se debe administrar intravenosamente
con suero con dextrosa al 5% cada 4 a 6 horas, iniciando con una dosis de 0.5
mg/kg peso hasta alcanzar una dosis de 1 mg/kg, durante 2 a 3 dias por un periodo
de hasta 4 meses (1, 3).

Efectos secundarios

Van desde fiebre, escalofrios, anorexia, cefalea, nauseas y vémitos hasta
insuficiencia renal; en casos de administracion intratecal causa aracnoiditis,
paresias, pérdida de la vision y alteraciones de los esfinteres. A menudo se

presenta disminucién de la presion arterial (4, 13).

b. Yoduro de potasio (KI)

Es el tratamiento de eleccién especifico para la esporotricosis cutanea y

linfocutanea (1).

Mecanismo de accion

El KI no tiene accion directa contra Sporothrix schenckii, ya que se ha
demostrado que el hongo puede crecer en medios de cultivo con altas
concentraciones de yoduro de potasio. Se asume, mas bien, que su accion es

indirecta, facilitando asi los procesos de inmunidad celular o general (8, 14).

11



ii. Dosis
Administracion de una solucion saturada de yoduro de potasio (23 g / 100
ml de agua) tres veces por via oral; se aumenta la dosis hasta 3 6 4 ml tres veces al
dia durante tres a cuatro semanas, siendo la dosis éptima de 4 a 6 g por dia en el
adulto y de 1 a 3 g en los nifios (12).
iii. Efectos secundarios
Produce exantema, salivacion, lagrimeo, nauseas, vomitos, gastritis, rinitis,

faringolaringitis y bronquitis (1,4).

5-fluorocitocina

Es un antimicotico oral de amplio expectro, también se puede encontrar disponible
en presentacion para su administracion intravenosa y topica (15).
i. Mecanismo de accion
Penetra a la célula fangica por medio de la permeasa de citosina e inhibe la
sintesis del acido ribonucleico (ARN) por accion de una desaminasa de citosina.
Intracelularmente es convertida a 5-fluorouracilo y en trifosfato de fluororidina.
La sustitucion del uracilo por 5-fluoruracilo y el fosfato de fluororidina, inhibe la
sintesis de acido desoxiribonucleico (ADN) y del ARN respectivamente, alterando
la sintesis protéica, llevando a la célula fungica a la muerte (8, 13)
ii. Dosis
Se puede administrar en forma oral, intravenosa o topica. Por via
intravenosa se recomienda una dosis de 100 a 150 mg/kg de peso. Tiene actividad
antifangica en una dosis de 100 mg/L (13, 15).
iii. Efectos secundarios

Produce nauseas, vomitos, enterocolitis y depresion de la médula 6sea (15).

Otros

Otros antimicoticos de utilidad en el tratamiento de la esporotricosis son los
triazoles, principalmente el itraconazol, activo en todas las formas de esporotricosis pero
por su alto costo sélo se emplea en formas diseminadas. La dosis promedio empleada es

de 200 mg diarios que pueden administrarse por varios meses. No se recomienda el uso

12



del ketoconazol por su pobre respuesta y su potencial hepatotdxico. EI fluconazol es
también efectivo en las formas graves de esporotricosis, utilizandose dosis de 200 a 400

mg diarios, hasta por seis meses (1).

B. CROMOBLASTOMICOSIS

1. Definicion

La cromoblastomicosis es una micosis subcutanea cronica de evolucion muy lenta y que suele
afectar preferentemente a los miembros inferiores. Afecta piel y tejido celular. Se caracteriza
por nodulos, verrugosidades y atrofia de evolucion cronica (16).

El tipo de enfermedad provocada depende del huésped, sus defensas y la virulencia relativa

del agente infectante (19).

2. Etiologia

Los agentes causales son hongos que viven como saprofitos de suelo y vegetales (14). Los
principales agentes etioldgicos de la cromoblastomicosis son: Fonsecaea pedrosoi, el agente
causal de mayor importancia en zonas tropicales y himedas de América; Fonsecaea compacta,
se ha aislado en menos de 12 casos a nivel mundial; Cladophialophora carrioni que se encuentra
en zonas aridas y semiaridas; Phialophora verrucosa, se encuentra en tierras bajas en las mismas

condiciones que F. pedrosoi (8, 20).

3. Caracteristicas

a. Agentes etiolégicos

i) Fonsecaea pedrosoi (Link y Gray, 1821)
Taxonomia:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Euascomycetes

Orden: Chaetothyriales
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Familia: Herpotrichiellaceae

Género: Fonsecaea

Especie: F. pedrosoi (2)

Morfologia de la colonia: En cultivo crece muy lentamente, produce una colonia de color
pardo negruzco, negro grisaceo, verde oliva grisaceo 0 negro, de textura aterciopelada a
vellosa con una superficie que varia de plana a apilada y plegada. En algunas cepas se
presenta radiaciones o disposiciones en zonas (3, 8, 18).

Morfologia microscépica: Se observa tres tipos de esporulacion: cladosporium corto y

algunas veces rinocladiela (acroteca) y fialofora (3, 8, 18).

i) Fonsecaea compacta (Carrion, 1940)

Taxonomia:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Euascomycetes

Orden: Chaetothyriales

Familia: Herpotrichiellaceae

Género: Fonsecaea

Especie: F. compacta (2)

Morfologia de la colonia: En cultivo crece muy lento, produce una colonia plegada, apilada,
quebradiza, de color negro olivo negruzco y desarrolla una pelusa negra pardusca al pasar el
tiempo. No se distingue de Fonseca pedrosoi (3, 8, 17, 19).

Morfologia microscopica: Se observa predominantemente la esporulacién cladosporium corto

y algunas veces tipo acroteca y fialéfora (3,8).

iii) Cladophialophora carrionii (Gray 1821, Hoog 1995)
Taxonomia:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Ascomycetes

Orden: Chaetothyriales
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Familia: Herpotrichiellaceae

Género: Cladophialophora

Especie: C. carrionii (2)

Morfologia de la colonia: Crece lentamente, produce una colonia compacta, pequefia, lisa 0
con pliegues, de color olivo oscuro-negro. Bordes intactos y marginados por hifas negras
sumergidas (3, 8, 18, 19).

Morfologia microscopica: Se encuentra casi exclusivamente el tipo de esporulacion

cladosporium largo (3, 8, 19).

iv) Phialophora verrucosa (Medlar 1915)

Taxonomia:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Euascomycetes

Orden: Chaetothyriales

Familia: Herpotrichiellaceae

Género: Phialophora

Especie: P. verrucosa (2)

Morfologia de la colonia: En cultivo crece con lentitud, desarrolla una colonia gris olivo
oscuro a negra, que al comienzo tiene forma de domo y después se vuelve aplanada. Un
micelio aéreo, gris, termina por cubrir la colonia la cual es compacta, resistente y coriacea (3,
8, 19).

Morfologia microscépica: Se producen fidlides con morfologia definida en forma de frasco o
de vaso, a lo largo de la hifa vegetativa. Los conidios son producidos en sucesion, pero no

unidos en cadenas. Se observa Unicamente la esporulacion tipo fialéfora (3, 8).

b. Tipos de esporulacién

Los agentes etioldgicos en su fase saprofitica o miceliar, tienen micelio septado y se
diferencian entre si por el tipo de esporulacion que presentan: cladosporium corto,

cladosporium largo, fial6fora y rinocladiella (8).
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i) Tipo Fialéfora

En este tipo de esporulacion existe una célula conididgena distinta denominada fialide, la
cual se encuentra terminalmente a lo largo del micelio. Esta estructura tiene forma de frasco,
con base redondeada, oval o alargada, cuello estrecho y un orificio que puede tener un
collarin. Los conidios se forman en el extremo del frasco y son expulsados a través del

cuello. Los conidios son ovales, de paredes gruesas y hialinas (3, 8, 19).

i) Tipo Rinocladiela (acroteca)
Los conidioforos son simples y no difieren mucho de la hifa vegetativa. Se producen
conidios ovales en los extremos y a los lados de los conidiéforos. Generalmente son Unicos y

no germinan (3, 8, 19).

iii) Tipo Cladosporio (corto y largo)

De la hifa conidiégena nace un conidioforo ligeramente alargado en el que se forman dos
0 mas conidios. En la variedad larga, la conidiacion continua formando largas cadenas y en
la variedad corta, se forman bifurcaciones en arborescencia de donde se desprenden los
conidios sin formar cadenas (3, 8, 15, 18).

Ecologia

Los agentes causantes de la cromoblastomicosis, han sido aislados de la vegetacion en

descomposicion, la madera en putrefaccion y en el humus de los bosques (16). La infeccion

predomina en el medio rural y entre campesinos (80%). La infeccion natural se encuentra en

gatos, perros, caballos, ranas, sapos y lobos marinos (19).

5. Distribucién

Es una micosis que no tiene una zona endémica establecida, pero predomina en clima tropical

y subtropical. La cromoblastomicosis afecta preferentemente a adultos de 30 a 60 afios de edad

(67%) con un predominio en varones (70 — 91%), siendo rara en mujeres (9%), como

consecuencia principalmente a que los varones tienen mas contacto con el suelo y se predisponen

a sufrir de heridas durante el trabajo (19, 20).
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6. Caracteristicas clinicas

La lesion se presenta en el sitio en donde se sufrio el traumatismo. La lesion inicial es una
papula o nddulo eritematoso no pruriginoso que se extiende lentamente a los tejidos vecinos. La
evolucion es cronica, lenta, progresiva y asintomatica. Al pasar el tiempo las lesiones se elevan
1 a 3 cm sobre la superficie de la piel, son pedunculadas y verrugosas y se asemejan a los
flésculos o florecillas de coliflor (16, 21).

La enfermedad se mantiene localizada en el sitio del traumatismo. Sin embargo en algunas
ocasiones puede haber una infeccion secundaria provocada por bacterias, o que provoca una
estasis linfatica que puede ocasionar una elefantiasis en el paciente. No existe invasion en huesos

o musculos y no hay formacion de fistulas (16, 21).

7. Diagnostico

a. Examen directo

Si el material a examinar se trata de secrecion purulenta solo es necesario hacer una
preparacion en fresco para buscar células fumagoides o esclerotes de Medlar las cuales se
encuentran en la fase parasitica del hongo y son estructuras redondeadas de 4 a 15 um, de pared
gruesa y color marrén, con o sin divisiones y que pueden estar en grupos o aisladas, ademas de
hifas que pueden verse muy deformadas. Si se trata de raspados de piel, costras, desechos
aspirados y material de biopsia es necesario adicionarle hidréxido de potasio (KOH) al 20 por
ciento en busca de hifas pigmentadas de color pardo, ramificadas (de 2 a 6 um de ancho) y
cuerpos esclerdticos (de 4 a 12 um) los cuales son visibles como células esféricas en los tejidos
cutaneos y subcutaneos de las personas afectadas y son considerados patognomonicos la
cromoblastomicosis (8, 11, 17, 19).
b. Cultivo

Se pueden utilizar medios selectivos que contengan cicloeximida y cloranfenicol (Sabouraud
mas antibidticos). Los cultivos deben incubarse a una temperatura de 25°C, descartando como
negativo si no hay crecimiento en 3 semanas (8, 11, 19).
c. ldentificacion
La identificacion especifica es la taxondmica, se identifican a nivel de género y especie por la

morfologia del micelio, pero sobre todo por las caracteristicas microscépicas de sus esporas
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asexuadas y los elementos que las originan por lo que se determinan los tipos de esporulacion,
los conidios presentes y los detalles precisos de la produccion de conidios (8, 11, 19).

8. Pronostico

Las micosis subcuténeas son graves en cuanto a pronostico y tiene limitaciones en cuanto al
tratamiento y posibilidades de curacién (16).

La cromoblastomicosis es una enfermedad cronica y benigna. En algunos pacientes puede

causar invalidez y en otros puede requerirse amputacion (16).

9. Tratamiento

En las primeras etapas de la enfermedad el tratamiento mas confiable es la extirpacion,
electrodesecacion, criocirugia, laser o radioterapia (16).

En los casos més avanzados, el uso de Anfotericina B, por via intravenosa, intra-arterial,
dentro de la lesién o en forma tépica ha ido en aumento, aunque en las dos ultimas presenta poca
absorcion. En la actualidad el tratamiento de eleccion es la 5-Fluorocitocina, el cual ha fracasado
en la enfermedad de larga duracion (20, 22).

No existe tratamiento selectivo para la cromoblastomicosis.

a. Anfotericina B

Es un antibidtico polieno aislado de la cepa de Streptomyces nodosus (12).

i) Dosis

En el caso de adultos es necesario disolver la droga en 500 ml de dextrosa liquida al 5 por
ciento y debe aplicarse en intervalos de 4 a 6 horas. La dosis depende de cada paciente. Puede
darse 0.2 mg/Kg de peso al dia, pudiendo aumentarse progresivamente a 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg/Kg
de peso al dia, siendo la dosis éptima de 35 mg/Kg de peso, en un tiempo de seis a doce semanas
hasta cuatro meses (12, 13, 15).
i) Mecanismo de accién

Los antibidticos polienos se fijan firmemente al ergosterol de la membrana celular del hongo.
Se altera la permeabilidad de la membrana, con esto la célula pierde las macromoléculas y los

iones causando la muerte (12, 13, 16).
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iii) Efectos secundarios
Este antibidtico no es completamente efectivo y puede causar tromboeflebitis, fiebre,
escalofrios, anorexia, cefalea, nauseas y vomitos. EIl dafio mas importante es la vasoconstriccion

y lesion de las membranas lisosomicas de las células de los tubulos renales (12, 20, 21).

b. 5-fluorocitocina

Conocida también como flucitosina, que es una pirimida fluorada, antimetabolito de la

citocina y con estructura similar al 5-fluoruracilo (12).

1) Dosis

La dosis oral recomendada es de 100 a 150 mg/Kg de peso al dia, divididas en 4 dosis,
durante 4 0 mas semanas, se absorbe bien y se distribuye en los tejidos, incluyendo el LCR (15).
i) Mecanismo de accion

Penetra a la célula fangica por medio de la permeasa de citosina e inhibe la sintesis de ARN
por la accion de una deaminasa de citosina; se convierte en 5-fluoruracilo, lo que provoca que el
codigo genético sea leido en forma equivocada y detiene el crecimiento de la célula; un segundo
mecanismo de accion ocurre a través de otro metabolito que es el monofosfato de 5-
fluorodeoxiuridina, que inhibe la timilato sintetasa y bloquea la sintesis de DNA (13, 15).
iii) Efectos secundarios

Son pocos, pero puede causar nauseas, vomitos, enterocolitis y depresion de la médula 6sea,

leucopenia y trombocitopenia (13, 15).

C. HIERBAS NATIVAS GUATEMALTECAS

1. Fitoterapia

a. Definicion

La fitoterapia es el estudio del interés terapéutico de las plantas, estas plantas contienen

componentes activos utilizados para el tratamiento de diversas enfermedades. Estos principios

activos han sido estudiados y extraidos por diferentes métodos. Para que una planta conserve sus
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propiedades medicinales se deben respetar, en los procesos para estandarizar la calidad y
contenido de los principios activos, ciertas reglas de recogida, desecacién, almacenamiento y
finalmente la presentacion final en infusiones, extractos, capsulas, etc. (22).

Desde las primeras épocas el hombre ha usado los métodos naturales para curar sus
molestias, métodos que cuando eran efectivos se transmitian de generacion en generacion y asi
han llegado a nuestros dias (23).

La implementacion de la fitoterapia, como se denomina a los tratamientos naturales que se
basan en el uso de los principios activos contenidos en las plantas, debe realizarse teniendo en
cuenta determinadas pautas para llegar a producir los efectos deseados: la mejoria del sintoma sin
efectos secundarios (23).

La medicina vegetal o terapia con hierbas medicinales, comprende el uso de plantas o partes
de plantas en su estado natural (sin procesamiento quimico). Los remedios vegetales pueden
incluir el uso de las hojas, raices, cortezas, frutos, etcétera o también se puede utilizar la planta
entera. Algunos medicamentos consisten en la mezcla o combinacion de diferentes plantas (23).

Su administracibn mas corriente, es bajo la forma de polvos, granulados, tabletas,
capsulas o ingeridos a manera de tés o tisanas; algunos se aplican sobre la piel formando parte de
geles, pomadas, unglientos resinosos o adicionados en solucién a bafios de inmersién. Otra forma
habitual de prescripcidn, consiste en formulas preparadas Unicamente con los principios activos
(ingredientes purificados) de las plantas, que han sido estudiados y probados en laboratorios bajo
normas mas estrictas de elaboracion, prestando mayor atencién a la seguridad y efectividad de
sus componentes. Las plantas (o sus partes aisladas), a pesar de ser consideradas productos
naturales, no significa que sean inocuas. Los medicamentos de origen vegetal suelen contener
compuestos nocivos para la salud, por lo cual es imprescindible ser cautos en su utilizacion.
Tengamos siempre presente que la finalidad de toda medicina natural, esta dirigida ante todo a
restablecer el equilibrio y la armonia perdidos, y para lograrlo es imprescindible no provocar

dafos innecesarios al organismo (24).
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2. Descripcion de las hierbas nativas en estudio

a. Baccharis trinervis (Lam.) Pers.

i)

i)

i)

Familia

Asteraceae (Compositae)
Nombre comun

Lengua de vaca, Santo Domingo, cardenillo, crucita.
Descripcion taxonémica

Arbusto de 2 a 3 m, cuyas ramas crecen sobre otras plantas, Las hojas son
elipticas, de 5 a 12 cm con tres vainas conspicuas. Flores blancas en cabezuelas y
en paniculas terminales. Flores femeninas y masculinas en plantas diferentes (25).
Habitat

Se encuentra en bosques de pino y roble, a orilla de caminos y cercos, en
lugares abandonados y en matorrales. Es mas comun en las montafias del centro y
occidente del pais. Nativo de Centro y Sur America (25).
Usos medicinales

Los usos medicinales reportados en Honduras son principalmente
afecciones en los rifiones (dolor y mal de orin), dolores, inflamaciones, calentura,

diarrea, reumatismo, dolor de cuerpo, dolor de muelas, disipela, higado, flujo (25).

b. Dorstenia cotrajerva L.

i)

i)

i)

Familia

Moraceae
Nombre comun

Refriyau, raiz de resfriado, raiz de contrayerba, hierba de cancer, cresta de
gallo (26).
Descripcion taxondémica

Herbacea que mide alrededor de 30 cm de altura con la raiz en forma de
camote. La planta tiene un latex lechoso y sus hojas parecen estar rotas. Sus flores

son aplanadas y originan frutos pequerfios (26).
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Habitat

Es originaria de México y habita en algunas regiones de Guatemala y otros
paises de Centro America, zonas de clima calido y semicélido. Crece asociada a la
vegetacion de manglar, sabana y selva tropical caducifolia, subcaducifolia,
subperennifolia y perennifolia (26).
Usos medicinales

Se usa la raiz como antidoto para las mordeduras de vibora, la rabia y la
intoxicacion por alimentos. Otros usos comunes son: para malestares relacionados
con el aparato digestivo tales como secreciones excesivas de bilis, disenteria,
vomito, dolor de estdbmago y mala digestion; asi como para tratar las caries. La
raiz en cocimiento es utilizada en padecimientos ginecologicos o venéreos. El
latex se aplica de manera externa para la cicatrizacion de las heridas, ademas de
emplearse contra la disipela, erisipela y paperas; mientras que, por via oral se
utiliza en casos de tos cronica, diabetes, inapetencia y paludismo (26, 27). A esta
hierba se le han realizado estudios que demuestren su actividad

antimicrobiana mas no antifingica (27).

c. Hedyosmum mexicanum Cordem

i)

i)

i)

Familia

Chloranthaceae
Nombre comun

Platanillo, palo de agua, taba de jolote.
Descripcion taxonémica

Se caracteriza principalmente por ser un arbol cuyo tallo tiene nodos
engrosados, y hojas simples, opuestas y aromaticas (28). Las hojas miden
aproximadamente de 5-15 cm de largo y de 3-6 cm de ancho; elipticas, con apice
acuminado, bordes serrados y base cuneada (29).
Hébitat

Es muy comdn en las montafias neotropicales, que se distribuyen desde
México, Centro Ameérica, hasta la parte sur de Bolivia y la Guyana, y habita

principalmente en bosques de encino y pino-encino (30).
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e.

v)

Usos medicinales
Sus usos medicinales reportados corresponden principalmente a malestares
estomacales y a trastornos digestivos, asi como el uso de las cabezuelas molidas y

aspiradas para aliviar el estornudo (30).

d. Lippia chiapasensis Loes.

i)

i)

i)

i)

i)

Familia
Verbeneaceae
Nombre comun
Salbiya
Descripcion taxondmica
Arbusto delgado de 4 m de altura, hojas con peciolos de 4-14 mm de
longitud de forma ovalada u ovalada eliptica. Arbusto vasto, usualmente muy
desarrollado, a veces obtuso y usualmente cuneado en la base. Las hojas presentan
una venacion prominente con margenes que van de crenados a serrados;
pedunculos de 2-4 cm y muy densos. La flor mide de 8-9 mm con una corola de
color amarillo de casi el doble de largo que el céliz (31).
Hébitat
Generalmente se encuentra en lugares boscosos de 1,500 a 3,000 m de
altitud, de los departamentos de Baja Verapaz, Huehuetenango, San Marcos,
Solold, Totonicapdn y también en México (31).
Usos medicinales
Se le han reportado pocas propiedades medicinales. Se utiliza para el

alivio de padecimientos como fiebre y artritis (26).

Petivieria alliacea L.

Familia
Phytolaccaceae
Nombre comUn

Apacin, anamu, hierba de las gallinitas, payche, zorrillo.
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ii)

Descripcion taxondmica

Hierba perenne, erecta, 1 m de alto, a menudo lefiosa; ramas jovenes
puberulentas o glabras. Hojas en peciolos de 1-5 cm de largo; limbo oblongo u
ovalado, de 5-15 cm de largo, verde brillantes. Inflorescencias en racimos
delgados, 10-35 mm de largo, poco floreadas; flores subsésiles o en cortos
pedicelos, sépalos blanco-verduzcos, oblongo-lineares, 3-4 mm de largo. Frutos
comprimidos en el raquis del racimo, angostamente cuneados y 8 mm de largo
(32).
Habitat

Nativa de México, Caribe, Centro y Sur América. Se encuentra en campos
secos y humedos, cerca de casas y terrenos sin cultivar. En Guatemala se ha
descrito en Alta y Baja Verapaz, Chiquimula, Escuintla, Guatemala, Petén,
Retalhuleu, Santa Rosa, Sacatepéquez, San Marcos, Suchitepéquez y Zacapa (32).
Usos medicinales

El conocimiento de las hojas se usa en el tratamiento de afecciones
digestivas (diarrea, disenteria, flatulencia), respiratorias (amigdalitis, asma,
catarros, bronquitis, tos ferina), nerviosas (calambres, epilepsia, histeria, rabia),
dolor de cabeza y de muelas, caries, reumatismo, tumores, diabetes e infecciones
dermatomucosas (forunculos y tifias), la hoja fresca se inhala para el tratamiento
de cefalea y sinusitis; la maceracion en alcohol es usada para fricciones como
linimento para dolores reumaticos (33, 34, 35). Se les atribuye propiedad
afrodisiaca, antidiarréica, antiinflamatoria, carminativa, diurética, emenagoga,
espasmolitica y febrifuga (35, 36, 37). Estudios de la actividad antimicotico de
a maceracion hidroalcohdlica de las hojas no demostraron actividad
anticandida, pero si se demostré que el cocimiento de las hojas presenta una
ligera actividad contra Epidermophyton floccosum, no asi contra otros cinco
dermatofitos estudiados. En otros estudios ha demostrado actividad
antibacteriana in vitro contra microorganismos como P. alliaceae, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y levaduras de Candida
albicans (37, 40).
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f.

Ocimum micranthum Willd.

i)

i)

ii)

Familia

Lamiaceae (Labiatae)
Nombre comun

Albajaca de gallina, albahaca de monte, albahaca.
Descripcion taxondmica

Hierba anual, pequefia de hasta 50 cm de alto, de olor agradable, tallos
erectos, ramosos y cuadrados. Hojas enteras, dentadas, opuestas, ovadas y
frecuentemente en tonalidades moradas. Flores bilabiadas, color variable desde
amarillo a blanco-moradas (25).
Habitat

Se dice que es originaria de Asia tropical, pero algunos autores afirman que
es originaria de Centroamérica. Crece silvestre en climas calidos y terrenos
fertiles, muy raras veces en lugares frescos (25).
Usos medicinales

Se le han reportado usos para el dolor de oidos, dolor de cabeza, dolor de
vientre, dolor de estdbmago, aire, calentura, dolor de muelas, después del parto,
dolor de cuerpo, corazon, vista, nervios, tos, llagas y granos, regulador menstrual,
mal de orin, diabetes, dolor de pecho, flujo, vémitos, célicos, lombrices (41). El
extracto etandlico de las hojas ha demostrado tener efectos cronotropicos

negativos y un efecto hipotensor (42).

25



IV. JUSTIFICACION

Las micosis subcutaneas son infecciones que se inician cuando ciertos hongos habitantes
del suelo se introducen bajo la piel mediante espinas o astillas, 0 como contaminantes de las
heridas, de entre las cuales se encuentran la esporotricosis y la cromoblastomicosis.

La esporotricosis se caracteriza por linfadenitis ascendente y lesiones ulcerosas en la piel
causadas por el hongo Sporothrix schenckii. Estas lesiones no sanan, a menos que se sometan a
tratamiento, y pueden permanecer ulceradas por afios. La esporotricosis sistémica puede causar
problemas respiratorios y pulmonares, osteomielitis, artritis y meningitis. Generalmente, se trata
con yoduros y la infeccion sistémica o diseminada se trata con anfotericina B o algunas veces con
itraconazol. Sin embargo, existen muchas reacciones adversas al tratamiento como fiebre,
nadsea, vomitos, asi como otros efectos mas severos como tromboflebitis y dafio renal a causa de
su uso prolongado.

Por otro lado, la cromoblastomicosis es una micosis verrugosa cronica. Uno de los
principales agentes etioldgicos es Fonsecaea pedrosoi, el agente causal de mayor importancia en
zonas tropicales y humedas de América. La evolucion es cronica, lenta, progresiva y
asintomética. En la actualidad el tratamiento de eleccion es la 5-fluorocitocina y Anfotericina B,
el cual ha fracasado en la enfermedad de larga duracion incluyendo reacciones secundarias como
fiebre, escalofrios, anorexia, cefalea, nauseas, vomitos y tromboflebitis, hasta dafios mas severos
como vasoconstriccion y lesiones renales.

En la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, se han llevado a cabo varios estudios sobre la actividad antibacteriana y/o antifingica
de algunas plantas nativas guatemaltecas, sin embargo, no se ha realizado ningln estudio que
demuestre la actividad antifingica de las seis hierbas nativas de esta investigacién, contra
Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi.

Las hierbas en estudio se escogieron por sus antecedentes etnomedicinales reportados o
bien por mostrar en investigaciones anteriores alguna actividad contra bacterias, dermatofitos,
infecciones dermatomucosas y/o en otros agentes micaticos patdgenos (25-27, 33-35, 40, 41)

Actualmente el estudio de estas seis hierbas nativas es parte de un proyecto llevado a cabo
por el Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala en colaboracion con la Organizacion de Estados
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Americanos (OEA), para el tamizaje de la actividad de plantas regionales contra hongos
patdgenos de relevante importancia a nivel americano como lo son Sporothrix schenckii y
Fonsecaea pedrosoi.

Guatemala es un pais tropical con una gran diversidad de bosques en los que crecen
innumerables plantas, muchas de ellas con caracteristicas medicinales, lo que genera un recurso
importante en la busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de diversas patologias. Esto
aunado al hecho, que una alternativa natural de tratamiento reduzca o elimine los efectos

secundarios y la alta toxicidad de los tratamientos convencionales.
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V. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Demostrar la actividad antifungica de extractos de seis hierbas nativas guatemaltecas

contra Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar al actividad antifungica in vitro, de los extractos etandlicos de seis hierbas

nativas guatemaltecas contra Sporothrix schenckii.

2. Evaluar al actividad antiflngica in vitro, de los extractos etandlicas de seis hierbas

nativas guatemaltecas contra Fonsecaea pedrosoi.

3. Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los extractos etandlicos de las
hierbas que presenten actividad contra Sporothrix schenckii.

4. Determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM) de los extractos etandlicos de las

hierbas que presenten actividad contra Fonsecaea pedrosoi.
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VI. HIPOTESIS
Al menos uno de los extractos etanodlicos de las seis hierbas nativas guatemaltecas

utilizadas en este estudio, presenta actividad antifangica in vitro contra Sporothrix schenckii en

cualquiera de sus fases y contra Fonsecaea pedrosoi.
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VII. MATERIAL Y METODOS

. UNIVERSO DE TRABAJO

Universo
a. Aislamientos de Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi.

b. Hierbas nativas guatemaltecas.

Muestra
a. Cepas de Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi aisladas de muestras clinicas de
pacientes y proporcionadas por el Servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia.

b. Extractos etandlicos de seis hierbas nativas guatemaltecas de uso medicinal.

Materiales
a. Equipo

- Autoclave
- Balanza analitica
- Campana de flujo laminar
- Estufa
- Incubadoraa 25 °Cy 36 °C
- Mechero Bunsen
- Microscopio
- Pipetas automaticas
- Refrigeradora

- Vortex

b. Reactivos
- Agar Sabouraud
- Agar Miiller-Hinton enriquecido con sangre de carnero al 10%.
- Agua desmineralizada
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Agua destilada
Anfotericina B
Caldo BHI
Etanol al 50%
Etanol al 70%
Fenol al 5%

Medio de Takashio (Agar-agar, Dextrosa, Fosfato diacido de potasio
KH2POs4, Sulfato de sodio Na2SO4, Peptona)

- Solucioén salina estéril.

c. Cristaleria
- Beacker de 250 ml.
- Beacker de 500ml.
- Campanillas de Dirham
- Camara de Neubauer
- Erlenmeyer de 250 ml
- Erlenmeyer de 500ml
- Pipetas automaticas de 10 — 1000 pl
- Probeta de 100 ml

- Tubos pirex con tapdn de rosca de 15 ml.

d. Otros

Algodén

Asa de nicromo en argollay en L

Cajas de Petri

Tips amarillos estandar 200 pl

Tips azules estandar 1000ul

Fosforos
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B. PROCEDIMIENTO

1. Obtencion de extractos etanolicos

Los extractos etandlicos de las hierbas a utilizar en este estudio seran proporcionados por el
Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. EI extracto se obtiene
moliendo la parte a utilizar de la planta, la cual se pesa y se coloca en el percolador con alcohol al
90%; la solucién que se obtiene del percolador pasa el rotavapor y se destila, para luego

desecarlo y obtener el rendimiento del extracto.

2. Obtencion de cepas

Se utilizaran aislamientos de especimenes clinicos de Sporothrix schenckii y Fonsecaea
pedrosoi, proporcionados por el Servicio de Micologia, del Departamento de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

3. Evaluacion de la actividad antifingica

Se utilizara como método de referencia de la actividad antifungica el de Brancato & Holding
(43,44), el cual ha sido utilizado previamente para demostrar actividad contra estos hongos (45,
46).

a. Evaluacion de la actividad antiflngica de los extractos etandlicos de las hierbas
contra la fase miceliar de Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi.
i) Preparacion del medio de cultivo para hongos filamentosos

= Preparar tubos con 13.5 ml de agar Sabouraud

= Esterilizar, dejar enfriar a 50°C y agregar 1.5 ml de extracto de la planta a
probar. Agitar. La concentracion final es de 1 mg/ml.

= Verter en cajas de Petri estériles, dejar solidificar e incubar a 36°C durante 24
horas para chequear esterilidad.

= Guardar en refrigeracion hasta el momento de su uso.
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ii) Preparacion de inoculo de hongos filamentosos

Preparar medio Takashio (Sabouraud modificado para produccion de esporas)
con los siguientes reactivos: Dextrosa 0.6 g; Na2SOs 0.3g; KH2PO4 0.3 g;
Peptona 0.3 g; Agar-agar 6.0 g. Agregarlo a 300 ml de agua, disolver, verter 6
ml en tubos con tapdn de rosca, esterilizar en autoclave y dejar solidificar con
el mayor declive posible. Incubar 48 horas a 25°C para descartar
contaminacion.

Sembrar en este medio los hongos a ensayar e incubar a 25°C durante 21 dias
hasta obtener un crecimiento homogéneo (aproximadamente 15 dias)

Agregar a cada tubo 2 ml de agua destilada estéril y desprender el hongo con
ayuda de una varilla.

Trasvasar el material obtenido a viales con tapa de rosca. Agitar 1 minuto en
vortex y hacer un conteo de esporas en camara de Neubauer.

Llevar la suspension a 100 esporas/pl, que es igual a 1 x 10° esporas/ml
(aproximadamente 10 esporas/cuadrante) y almacenar en viales estériles en

refrigeracion.

iii) Inoculacion de hongos filamentosos en placa

Abrir cuatro agujeros en forma equidistante en las cajas con agar planta, con
campanillas de Durham de 5 mm de diametro.

Tomar 30ul de la suspension de esporas y depositar en los agujeros. Incubar a
25 °C por 14 dias.

Hacer 4 repeticiones en la misma forma, usar una caja con agar Sabouraud y
etanol al 50% como control negativo; y como control positivo una caja con

agar Sabouraud y anfotericina B (1 mg/ml)

iv) Lectura e interpretacion de los resultados

Medir el diametro de la colonia del hongo en mm.
Calcular el porcentaje de inhibicion, comparando el diametro contra el de las

colonias en las cajas control.
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= Tomar como positivos los extractos que reducen el didmetro de la colonia en
un 75%.

b. Evaluacion de la actividad antifungica de los extractos etandlicos de las hierbas contra la
fase levaduriforme de Sporothrix schenckii.
i) Preparacion del medio de cultivo para hongos levaduriformes
= Preparar tubos con 9.0 ml de agar Muller-Hinton enriquecido con sangre de
carnero al 10 por ciento (43).
= Esterilizar, dejar enfriar a 50°C y agregar 1.0 ml de extracto de la planta a
probar. Agitar.
= Verter en cajas de Petri estériles, dejar solidificar e incubar a 37°C durante 24
horas para chequear esterilidad.

= Guardar en refrigeracion hasta el momento de su uso.

ii) Preparacion del indculo para hongos levaduriformes
= Sembrar el micelio del hongo en cajas de Petri con agar Muller-Hinton
enriquecido con sangre de carnero al 10 por ciento, incubar a 37°C en jarra con
candela (ambiente de 5% de CO2) durante 3 a 5 dias. Observar crecimiento de

levaduras al microscopio.

iii) Inoculacion de levaduras en placa
= En las cajas con agar-planta inocular con un asa de nicromo las levaduras,
haciendo 4 inoculaciones.
» Incubar a 37°C durante 3 a 5 dias.
= Para el control negativo, sembrar por estrias la levadura en una caja con agar

Muiller-Hinton enriquecido con sangre de carnero al 10 por ciento sin extracto.

iv) Lectura e interpretacion de resultados
= Observar el crecimiento de la levadura en el medio:
Crecimiento positivo: NO ACTIVIDAD
Crecimiento negativo: ACTIVIDAD ANTILEVADURA
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C. DISENO ESTADISTICO

1. Tipo de estudio

Experimental. La determinacion y deteccion de la concentracion de los extractos de las
plantas que muestren actividad antiflngica se basard en una concentracion de 0.2 mg/mi;
haciendo diluciones de 0.1, 0.05 y 0.025 mg/ml en los casos que sean positivos, para

determinar la concentracion inhibitoria minima.

2. Variables de interés
Variable independiente: Hierbas nativas guatemaltecas.
Variable dependiente: Actividad contra Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi de los

extractos etandlicos de las seis hierbas seleccionadas.

3. Validacion del método

Actividad antifungica en fase miceliar: se utilizara como control positivo agar Sabouraud
con anfotericina B, que presenta un 100 por ciento de actividad antifingica y como control
negativo agar Sabouraud con etanol al 50 por ciento el cual debe presentar un crecimiento
Optimo de la levadura. En cada ensayo se realizaran cuatro repeticiones.

Actividad antifungica de la fase levaduriforme: se utilizard como control positivo agar
Muiller-Hinton enriquecido con sangre de carnero al 10 por ciento con anfotericina B de tal
forma que se demuestre un 100 por ciento de actividad antifingica y como control negativo
agar Muller-Hinton enriquecido con sangre de carnero al 10 por ciento con etanol al 50 por
ciento, en el cual deberd haber un crecimiento éptimo de la levadura. En cada ensayo se

realizaran cuatro repeticiones.

4. Analisis de datos

Actividad antifungica en fase miceliar: se utilizara como control positivo agar Sabouraud
con anfotericina B, que presenta un 100 por ciento de actividad antifingica y como control
negativo agar Sabouraud con etanol al 50 por ciento, el cual debe presentar un crecimiento

optimo de la levadura. En cada ensayo se realizaran cuatro repeticiones.
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Actividad antifungica de la fase levaduriforme: se utilizar4& como control positivo agar
Mdiller-Hinton enriquecido con sangre de carnero al 10 por ciento con anfotericina B, de tal
forma que se demuestre un 100 por ciento de actividad antifdngica y como control negativo
agar Muller-Hinton enriquecido con sangre de carnero al 10 por ciento con etanol al 50 por
ciento, en el cual deberd haber un crecimiento éptimo de la levadura. En cada ensayo se
realizaran cuatro repeticiones.

Las conclusiones seran validas unicamente para las plantas estudiadas.

36



VIll. RESULTADOS

A. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

El tamizaje antifungico realizado demostré actividad positiva de los extractos de
Dorstenia contrajerba y Hedyosmum mexicanum, contra la fase miceliar y levaduriforme de S.
schenckii a una concentracion de 0.2 mg/mL, (Tabla 1). Los extractos de Baccharis trinervis,
Lippia chiapasensis, Petiveria alliacea y Ocimum micranthum, no presentaron actividad contra

ambas fases del hongo (miceliar y levaduriforme).

Tabla 1. Tamizaje de la actividad antifungica de los 6 extractos de hierbas seleccionados, contra

la fase miceliar y levaduriforme de Sporothrix schenckii

Planta Parte Utilizada Actividad antifungica Actividad antifungica

(fase miceliar) (fase levaduriforme)
Baccharis trinervis hoja - -
Dorstenia contrajerva raiz + +
Hedyosmum mexicanum hoja + +
Lippia chiapasensis hoja - -
Petivera alliacea raiz - -
Ocimum micranthum hoja - -

(+) Actividad positiva a una concentracion de 0.2 mg/mL

(-) Actividad negativa a una concentracion de 0.2 mg/mL

Se observo también, actividad positiva del extracto de Baccharis trinervis contra
Fonsecaea pedrosoi a una concentracion de 0.2 mg/mL (Tabla 2). Los extractos de Dorstenia
contrajerva, Hedyosmum mexicanum, Lippia chiapasensis, Petiveria alliacea y Ocimum

micranthum, no mostraron actividad contra F. pedrosoi a esta concentracion.
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Tabla 2. Tamizaje de la actividad antifungica de los 6 extractos de hierbas seleccionados, contra

la fase miceliar de Fonsecaea pedrosoi

Planta

Parte Utilizada

Actividad antifungica

Baccharis trinervis
Dorstenia contrajerva
Hedyosmum mexicanum
Lippia chiapasensis
Petivera alliacea

Ocimum micranthum

hoja
raiz
hoja
hoja
raiz

hoja

=+

(+) Actividad positiva a una concentracion de 0.2 mg/mL

(-) Actividad negativa a una concentracion de 0.2 mg/mL

A los extractos de Dorstenia contrajerva y Hedyosmum mexicanum que demostraron

actividad antifungica contra la fase miceliar y levaduriforme de S. Schenckii se les determind la

Concentracion Minima Inhibitoria (CIM), obteniéndose resultados de 0.1 mg/mL y 0.05 mg/mL

respectivamente para la fase miceliar y de 0.1 mg/mL en el caso de Dorstenia contrajerva para la

fase levaduriforme e inactividad a las concentraciones ensayadas (0.1, 0.05, 0.025 mg/mL) para

Hedyosmum mexicanum (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion Minima Inhibitoria de los extractos que mostraron actividad positiva

contra la fase miceliar y levaduriforme de Sporothrix schenckii.

CIM CIM
Planta Parte (fase miceliar) (fase levaduriforme)
Utilizada 0.1 0.05 0.025 0.1 0.05 0.025
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Baccharis trinervis hoja - - - - - -
Dorstenia contrajerva raiz + - - + - -
Hedyosmum mexicanum hoja + + - - - -
Lippia chiapasensis hoja - - - - - -
Petiveria alliacea raiz - - - - - -
Ocimum micranthum hoja - - - - - -

(+) Actividad positiva
(-) Actividad negativa
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Al extracto de Baccharis trinervis que mostré actividad contra Fonsecaea pedrosoi, se le
aplicé la técnica de determinacion de la CIM con los mismos parametros de concentracion (0.1,

0.05y 0.025 mg/mL) los cuales resultaron negativos en dichas concentraciones.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se seleccionaron seis hierbas nativas guatemaltecas, a las que se les
determind su actividad antifungica contra la fase miceliar de Sporothrix schenkii y Fonsecaea

pedrosoi, asi como contra la fase levaduriforme de S. schenckii.

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos del tamizaje de la actividad
antifungica de los seis extractos contra S. schenckii, tomando como punto de corte una
concentracion de 0.2 mg/mL. De igual forma en la Tabla 3, se presentan los resultados obtenidos
a diferentes concentraciones (0.1, 0.05, 0.025 mg/mL), observandose que tanto Dorstenia
contrajerva y Hedyosmum mexicanum mostraron tener actividad en la fase miceliar como en la
levaduriforme de S. schenckii, aunque al realizar la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) no
se evidencid la misma susceptibilidad de S. schenckii en estas dos fases, notdndose en este caso
una mayor susceptibilidad del hongo al extracto en la fase miceliar, siendo Hedyosmum
mexicanum el extracto con mejor actividad antifingica (0.05 mg/mL) en dicha fase y Dorstenia
contrajerva en la fase levaduriforme ya que tuvo la mejor actividad a una concentracion de 0.1
mg/mL. Esta diferencia puede deberse a que el ergosterol presente en la pared celular del hongo
se encuentra en diferentes proporciones en el micelio que en la levadura pudiendo en cierto modo
favorecer, 0 bien evitar la accién de los compuestos quimicos activos presentes en la planta (47,
48).

F. pedrosoi fue susceptible Unicamente al extracto de Baccharis trinervis a una
concentracion de 0.2 mg/mL (Tabla 2). En esta especie, se han identificado algunos
componentes quimicos como poliacetilenos, flavones y un largo nimero de diterpenos, los cuales
podrian ser los responsables de la actividad antifungica contra F. pedrosoi, aunque es probable
gue estos compuestos se encuentren en una mayor concentracion en otras partes de la hierba
como en la raiz o las flores, dado que en este estudio la hoja no mostré tener actividad a

concentracion menores a 0.2 mg/mL (49).

Las variaciones de actividad de los extractos tanto en S. schenckii como en F. pedrosoi,

asi como la actividad a diferentes concentraciones y fases fungicas se le puede atribuir al
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mecanismo de accion de los compuestos activos presentes en estos extractos y que actian de
diferente forma quimica en cada fase flngica. Estos compuestos probablemente actlen
inhibiendo la biosintesis de ergosterol o de otros esteroles presentes en la pared celular del hongo,
lesionandola de esta forma y alterando su permeabilidad; como consecuencia se produce la
pérdida de elementos intracelulares esenciales. Otro posible mecanismo por el cual pudieran
actuar los compuestos activos de estos extractos con actividad positiva, es la inhibicion de la
biosintesis de triglicéridos y fosfolipidos o bien la inhibicion de la actividad enzimatica oxidativa
y peroxidativa, 1o que conlleva a la acumulacion de concentraciones toxicas de peroxido de
hidrégeno que contribuyen al deterioro de los dérganos subcelulares y necrosis celular; sin
embargo, es dificil definir un mecanismo especifico de accién ya que aln no se cuentan con

estudios que lo demuestren (47, 48).

A estos extractos con actividad antifingica se les determind la Concentracion Minima
Inhibitoria (CIM), realizando diluciones seriadas del mismo, encontrdndose que (Tabla 3)
Dorstenia contrajerva y Hedyosmum mexicanum tuvieron actividad antifungica positiva contra la
fase miceliar de Sporothrix schenkii a 0.1 mg/mL y 0.05 mg/mL respectivamente. De igual
manera en el caso del extracto de Baccharis trinervis, al determinar la CIM, este no presento
actividad antifungica positiva contra Fonsecaea pedrosoi a concentraciones menores del punto de

corte, el cual fue de 0.2 mg/mL.

Los resultados de la CIM de los extractos de Baccharis trinervis, Dorstenia contrajerva y
Hedyosmum mexicanum, muestran una actividad interesante, ya que a ninguno de los tres
extractos mencionados anteriormente se les ha demostrado alguna actividad antifingica. Cabe
resaltar también, que los extractos de hierbas que mostraron actividad en este estudio, en su uso
etnomédico son utilizados como antiséptico, o bien, para el tratamiento de afecciones de la piel,
heridas y/o inflamaciones, justificandose aun més su eficacia en el tratamiento de afecciones
dérmicas (25, 26, 27, 30). Los extractos de Lippia chiapasensis, Petiveria alliacea y Ocimum
micranthum, que no mostraron tener actividad contra ambos hongos indican la probabilidad de su
eficacia en el uso etnomedicinal al hecho de poder encontrarse sus compuestos quimicos activos

en otros segmentos de la planta a una mayor concentracion.
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Con estos hallazgos se evidencia un punto de partida para que, tanto Baccharis trinervis,
Dorstenia contrajerva y Hedyosmum mexicanum sean estudiados en mayor profundidad y pueda
determinarse su utilidad y viabilidad como tratamientos alternativos para la esporotricosis y
cromoblastomicosis. Por tanto, este hallazgo justifica estudios ulteriores de estos tres extractos,
tales como el fraccionamiento guiado e identificacion de los principios activos, asi como la
conveniencia de analizar la capacidad antibidtica de fuentes vegetales nativas, desconocidas por

la industria farmacéutica y ethomedicinal.

42



X. CONCLUSIONES

En el tamizaje realizado a los seis extractos de hierba contra Sporothrix schenckii,
Dorstenia contrajerva (raiz) y Hedyosmum mexicanum (hoja) fueron los Unicos que
presentaron actividad antifingica positiva contra la fase miceliar y levaduriforme de

Sporothrix schenckii.

El extracto etandlico de hoja de Hedyosmum mexicanum presentd la mejor actividad

antifungica contra la fase miceliar de S. schenckii (0.05 mg/ml).

El extracto etandlico de Dorstenia contrajerva (raiz) presentd la mejor actividad

antifangica contra la fase levaduriforme de Sporothrix schenckii (0.1 mg/mL).

El extracto etandlico de Baccharis trinervis (hoja) fue el Unico que presentd actividad

antiflngica positiva contra Fonsecaea pedrosoi a una concentracion de 0.2 mg/mL.

Basandose en los resultados obtenidos en la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) la
fase miceliar de S. schenckii, es mas susceptible a los componentes quimicos activos,

presentes en los extractos con actividad positiva para este hongo.

Los extractos de Lippia chiapasensis, Petiveria alliacea y Ocimum micranthum, los
cuales no demostraron tener actividad positiva en el tamizaje realizado contra F. pedrosoi
y S. schenckii, y que muestran actividad etnomedicinal en el tratamientos de afecciones de
la piel puede deberse a que los compuestos quimicos activos se encuentren en otros

segmentos de la planta y no en la parte especifica utilizada en este ensayo.
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Xl. RECOMENDACIONES

1. Realizar otros estudios de tamizaje con otras plantas nativas guatemaltecas para
determinar la actividad antifungica de Sporothrix schenckii en su fase miceliar y
levaduriforme, y asi proporcionar mas y mejores alternativas de tratamiento contra la

esporotricosis.

2. Realizar otros estudios de tamizaje con otras plantas nativas guatemaltecas para
determinar la actividad antifungica de Fonsecaea pedrosoi en su fase miceliar y parasitica
(células fumagoides o esclerotes de Mediar), de modo que se puedan ofrecer alternativas

de tratamiento contra la cromoblastomicosis.
3. Realizar el fraccionamiento guiado e identificacion de los principios activos de Baccharis

trinervis (hoja), Dorstenia contrajerva (raiz) y Hedyosmum mexicanum (hoja) para definir

el 0 los compuesto(s) quimico(s) responsables de su actividad antifungica.
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