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l. RESUMEN

Los productos naturales, principalmente los de origen vegetal han sido la principal
fuente de agentes terapéuticos de la humanidad durante siglos, constituyendo su uso una
costumbre profundamente arraigada en las culturas de los pueblos. En los ultimos 20 afios
ha habido un resurgimiento de la investigacion de productos naturales para el
descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas de interés farmacéutico. Los productos
naturales representan el 50% de las drogas de uso clinico en paises en vias de desarrollo.

En el presente estudio se realizo el tamizaje de la actividad antifungica in vitro de dos
plantas nativas guatemaltecas de uso etnomédico para afecciones subcutaneas con base en
los antecedentes de actividad contra bacterias y hongos filamentosos, con el objeto de
contribuir en la identificacion de los compuestos activos, mediante el estudio fitoquimico y
biologico de los extractos crudos etanolicos de la flor de Bourreria huanita (Llave & Lex.)
Hemsl. y de la hoja de Lippia graveolens L. y sus particiones hexanica, cloroférmica,
acetato de etilo y acuosa.

Las micosis subcutaneas son afecciones de curso subagudo o crénico que involucran el
tejido subcutdneo y se extiende a lo largo de ganglios linfaticos e incluso pueden afectar
organos internos. Los tratamientos para la cromoblastomicosis y esporotricosis son
efectivos, pero su uso prolongado produce efectos secundarios severos, algunos de los
cuales son irreversibles (deplecion de medula dsea, insuficiencia renal, etc.). Es por esto
que con el presente estudio se buscaron nuevas alternativas de tratamiento, con base en la
actividad antifingica que pudieran presentar los extractos y sus particiones de la flor de B.
huanita y la hoja de L. graveolens, como una alternativa para la sintesis de nuevos
farmacos o la elaboracion de un fitofArmaco a partir de los extractos como tal.

El extracto etanolico y las particiones que mostraron resultados positivos fueron los de
la hoja de L. graveolens. La fase miceliar de Fonsecaea pedrosoi fue susceptible al extracto
etanolico y su particion cloroférmica a una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 1
mg/mL y para la particion hexanica a 0.5 mg/mL. Sporothrix schenckii demostré actividad
en su fase miceliar a una CIM de 1 mg/mL con las particiones hexéanica y cloroférmica y
0.25 con el extracto etandlico. En la fase levaduriforme de S. schenckii se presentd
actividad de 0.5 mg/mL con la particion hexanica. Para el tamizaje y la CIM se partié de un

punto de corte de 1 mg/mL, como lo reportado en la metodologia.



A través de ensayos macro y semimicro y cromatografia en capa fina se realizo la
caracterizacion fitoquimica en la que se utilizaron estandares conocidos para comparar los
posibles metabolitos presentes en las particiones, a las cuales se les atribuye su actividad
farmacologica. Se determino que las particiones de hoja de L. graveolens que demostraron
actividad positiva presentaron metabolitos secundarios tales como: aceites volatiles, taninos
y flavonoides.

El extracto y las particiones de la flor B. huanita no presentaron actividad contra
ninguno de los dos hongos ensayados, sin embargo, para contribuir al estudio de esta planta
se determino cualitativamente la presencia de sus metabolitos secundarios, encontrandose
entre ellos alcaloides, flavonoides, taninos y aceites volatiles.

Con los resultados anteriores se comprueba la hipotesis planteada, que por lo menos una

de las particiones ensayadas presentaron actividad positiva para cualquiera los dos hongos.



Il.  INTRODUCCION

Las plantas se han empleado con fines curativos desde hace miles de afios. En la
actualidad se busca el desarrollo de la industria fitoterapica a través del estudio cientifico
del potencial terapéutico de los extractos vegetales utilizados en la medicina popular y mas
importante aun valorar su inocuidad.

En los ultimos 20 afos ha habido un resurgimiento en la investigacién de productos
naturales, debido a la gran diversidad quimica y bioldgica del reino vegetal, la cual es una
fuente rica y un recurso renovable para el desarrollo de nuevas moléculas de interés
farmacéutico. Se estima que mas del 90 por ciento de las especies vegetales no han sido
estudiadas (1).

Lippia graveolens L. (orégano de monte) y Bourreria huanita Hemsl (esquisuchil), son
plantas cominmente utilizadas en la medicina tradicional y popular, para tratamiento de
afecciones de las vias respiratorias, infecciones gastrointestinales, quemaduras,
enfermedades cardiacas, topicamente la decoccidn se aplica para la cicatrizacion de heridas,
llagas, etc. Estudios preliminares realizados en la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia, en el afio 2004 demostraron actividad contra los agentes causales de micosis
subcutaneas Fonsecaea pedrosoi y Sporothrix schenckii de los extractos crudos de la hoja
de L. graveolens y la flor B. huanita (2).

S. schenckii produce esporotricosis, infeccion fungica de curso agudo, subagudo o
cronico, que se caracteriza por la presencia de nodulos cutaneos o subcutaneos ulcerosos,
eritematosos y/o verrucosos, con frecuencia asociada a afectacion linfatica nodular. Aunque
puede extenderse a areas adyacentes, rara vez se disemina (3).

La via de entrada del hongo generalmente es por inoculacion cutanea, sin embargo se
puede adquirir la infeccion por inhalacion causando una neumonitis granulomatosa con
frecuencia cavitada, similar a la tuberculosis. Los medicamentos que se utilizan para el
tratamiento de la esporotricosis son el yoduro de potasio y anfotericina B; ambos muy
efectivos pero con efectos secundarios muy agresivos que pueden llegar a dafar érganos

internos.



La cromoblastomicosis es una micosis subcutdnea de curso crénico, que se caracteriza
por el desarrollo de una lesion verrucosa en el sitio de inoculacion, la cual resulta de la
implantacion traumatica del agente etioldgico en la piel (3,4).

Los principales agentes etiologicos de la cromoblastomicosis son cuatro especies
conocidas: Fonsecaea pedrosoi, F. compacta, Phialophora verrucosa y Cladophialophora
carrionii (3-7), siendo F. pedrosoi el tnico agente causal aislado en Guatemala. El
tratamiento de esta micosis consiste en procedimientos invasivos quirdrgicos y
medicamentos poco selectivos como la anfotericina B y 5-fluorocitosina.

Con frecuencia la investigacion de los productos naturales se orienta a la busqueda
de una sola actividad bioldgica especifica lo que no permite identificar otras posibles
actividades de importancia (1). Es necesario someter a los extractos de plantas medicinales
a ensayos donde sea posible identificar el verdadero potencial bioldgico de los mismos.
Este andlisis permite detectar actividades bioldgicas que pueden ser muy diversas, dar
informacion toxicologica inicial, orientar sobre otras pruebas bioldgicas que deben de
efectuarse con el material de estudio y guia el fraccionamiento quimico del extracto segun
la actividad bioldgica de las fracciones (8).

El proposito del presente estudio fue realizar un fraccionamiento de los extractos
crudos de la flor B. huanita y hoja de L. graveolens, para la bisqueda de actividad
antifiingica in vitro contra los hongos S. schenckii y F. pedrosoi. La evaluacion se realizo
enfrentando a los hongos con las particiones de las plantas determinandose su eficacia para
inhibir el crecimiento de los hongos, a las particiones con actividad positiva se les
determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) y tamizaje fitoquimico con el fin de

contribuir en la identificacion de los compuestos activos responsables de la actividad.



I11. ANTECEDENTES

A. Medicina tradicional

1. Definicion

La Fitoterapia (phytos = vegetal) es el tratamiento de enfermedades con plantas
medicinales. La parte activa de la planta medicinal estda formada por numerosos
componentes y su accion farmacologica la mayoria de las veces, es superior a la que se

obtiene con los principios activos aislados, es decir sus componentes actuan sinérgicamente

(9).

2. Historia

El hombre ha recurrido al poder curativo de las plantas desde épocas remotas, los
médicos egipcios, griegos, chinos, romanos, germanos, aztecas, mayas y de otras muchas
civilizaciones, conocian sus efectos benéficos en la salud (9).

La historia oficial de la Fitoterapia se origin6 hace 3,000 afios A.C. hay numerosas
referencias y escritos como el papiro egipcio de Ebers, escrito durante la XVIII dinastia de
tebas (1.550 A.C.) que contiene numerosas preparaciones medicamentosas a base de
vegetales (10).

Con la llegada del Imperio Romano surgen una serie de geniales médicos, entre los que
sobresalen Celso, Andromaco, Escribonio, Plinio y el mas conocido entre los estudiosos de
las plantas medicinales, Dioscérides, médico y cirujano durante el mandato de Nerén (50-
75 A.C.) se dice que fue el fundador de la materia médica, y el mas sobresaliente de los
autores que escribieron sobre botanica, ya que durante dieciocho siglos su obra sirvid de
base para todos aquellos que se interesaron en el estudio de la Botanica Medicinal (11).

En el siglo XIX, los avances que experimenta la fitoterapia son gracias a los estudios de
Darwin y Mendel, que permiten estudiar las plantas desde una perspectiva mas profunda, se
describen y establecen las causas y efectos. Toda la historia de la medicina esté ligada con
las plantas medicinales, hasta el siglo XX. Es asi como los remedios que hoy se conocen
son un poco mas que centenarios. Hasta principios del siglo XIX, la materia para los

medicamentos provenia de vegetales y animales, no se conocia la sintesis quimica y fue con



el aleman Wohler Friedrich (1928) quien al sintetizar la urea (a partir del cianato de
amonio) dio un giro fundamental que hoy numerosos principios contenidos en las plantas,

se sintetizan y forman parte de la farmacopea terapéutica (12-13).

3. Fitoterapia en Guatemala

La medicina tradicional de Guatemala, al igual que en otros lugares del mundo, se
remonta a la época antigua. Los mayas descubrieron el uso de muchas plantas curativas
(14).

Guatemala a partir de 1927 se dio a la recopilacion y documentacion sobre plantas
nativas medicinales. Existen instituciones como la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, Universidad del Valle de
Guatemala, el Centro de Estudios Mesoamericanos sobre Tecnologia Apropiada (CEMAT)
y el Laboratorio de Productos Fitofarmacéuticos Farmaya que se encargan de realizar
estudios in vitro, en donde se determinan efectos toxicos, propiedades antibacterianas,
antifingicas, antiparasitarias, efectos antitumorales de los extractos de las plantas (15-16).

Desde sus inicios la Fitoterapia no ha dejado de progresar; y a pesar de los avances de la
ciencia, hoy en dia alin no ocupa el lugar que merece dentro del marco de la salud, siendo
menospreciada ante las formulas elaboras quimicamente. Sin embargo se estan
desarrollando formulas cada vez mas eficaces y perfectamente adaptadas a uno u otro tipo
de afeccion, haciendo de la Fitoterapia una opcion mas de tratamiento dentro del arsenal de

medicamentos (9-11,17).



B. Monografia de las plantas en estudio

1. Lippia graveolens HBK.
a. Familia

Verbenaceae

b. Sinénimos
Goniostachyum graveolens Small
Lantana origanoides Mart & Gal

Lippia berlandieri Schauer (15).

c¢. Nombres comunes

Orégano de monete, Mejorana (15).

d. Descripcion botanica

Arbusto delgado de hasta 2m de alto, ramas con pubecencia corto-pilosa, hojas en
peciolos de 5-10 mm de largo, las ldminas oblongas, elipticas a ovalado-oblongas, de 2-
4cm de largo, usualmente obtusa o redondeadas en el 4pice, algunas veces agudas,
redondeadas o subcordadas en la base, densamente pilosas en la haz, suaves al tacto,
glandular y densamente tomentuosa o pilosa en el envés, el borde crenado; 2 a 6
pedunculos en la axila de la hoja, 4-12 mm de longitud. Flores en espigas subglobosas a
oblongas de 4-12 mm de largo, 4 bracteas gruesas, ovado a lanceoladas, agudas,
glandulares y densamente pilosas; caliz de 1-2 mm de largo, glandular y velloso; corola

blanca, el tubo estrigoso de 3-6 mm de largo (15).

e. Distribucion geografica
Se desarrolla en pendientes pedregosas, en campos abandonados en planicies; a una
altitud de 350 msnm o menos. En Guatemala (en los departamentos de El Progreso, Petén y

Zacapa); México; Estados Unidos (Texas) y Nicaragua (18).
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f.  Usos medicinales

La decoccion o infusion de hojas se utiliza para tratar anemia, enfermedades
gastrointestinales como amebiasis, colico, diarrea, disenteria, estrefiimiento e indigestion,
afecciones respiratorias como asma, bronquitis, catarro, influenza, laringitis, pleuresia,
resfrio, tos, tuberculosis. Ademas en la ictericia, amenorrea, dismenorrea y reumatismo. La
decoccion de las hojas, para la cicatrizacion de heridas, llagas e inflamaciones de la
garganta, en bafos para fortalecer nifios debilitados, sarna, aliviar prurito en cataplasma
para madurar abscesos, calmar neuralgias y aliviar induraciones en la piel. Planta fresca
macerada en aceite para dolores reumaticos, la maceracion alcohdlica contra ataques

epilépticos (15-20).

g. Farmacologia experimental

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de hojas de L. graveolens es activa
contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi. Shigella flexneri,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes (15,19).
Estudios antifungicos demuestran que los extractos con diclorometano y etanol son activos
contra Candida albicans, Aspergillus flavus, E. floccosum, M. gypseum y T. rubrum
(15,22). La actividad del extracto diclorometanico contra bacterias es 10 mg/mL y del
etanol es 1.75 mg/mL (15). El extracto etanolico de L. graveolens tiene una actividad
antifingica para Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi de 100 pg/mL (2,20).
Estudios farmacologicos han determinado que L. graveolens posee actividad diurética, por

el sinergismo de todos los componentes que posee la planta (21).

h. Composiciéon quimica

El tamizaje fitoquimico de hojas de L. graveolens contiene: aceite esencial (1.8%),
glicosidos saponinicos, taninos y triterpenos, celulosa, pigmento y elementos minerales; la
corteza y raiz contienen glicosidos saponinicos, aceite esencial y taninos. Las hojas

contienen ademas flavononas (pinocembrina, naringenina) y lapachenol (15).
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2. Bourreria huanita (Llave & Lex.) Hemsl.
a. Familia

Boraginaceas (23-25).

b. Sin6nimos

Bourreria formosa Hemsl
Morelosia huanita Llave & Lex
Bourreria grandiflora Bertol. F1

Bourreria acimoides (23,26).

c¢. Nombres comunes

Esquisuchil, Esquisucha, oreja de ledn o arbol del Hermano Pedro (27).

d. Descripcion botanica

Arbol esencialmente glabro, hojas con peciolos de 1-3 cm de largo, las hojas glabratas o
con escasos pelos cortos en los peciolos y costados. Eliptico-oblongas, raramente ovadas,
mayormente de 6-12 cm de largo por 3-8 cm de ancho. Obtusas a redondeadas o
acuminadas en el apice, ampliamente redondeadas y algunas veces oblicuas en la base, sus
margenes son enteros y con 7-9 pares de nervios latrales. Cimas de 8 cm de largo y ancho,
usualmente muy floreadas, las flores pueden ser sésiles o en pedicelos de 1-6 cm de largo,
caliz campanulado de 6-8 mm de largo, apiculado en el brote, glabro por fuera, blanco y
con un tomento corto en el interior, 5 16bulos de 1.2 mm de largo, triangulares, la corola es
blanca de unos 2 cm de longitud, en forma de tubo que apenas excede al caliz, el limbo es
de 2-3 cm de ancho, los estambres son largos y alargados, ovoides y cuando estan secos son

de unos 12 mm de largo por 17 mm de ancho (18,27).
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e. Distribucion geografica
Crece en bosques humedos a una altura de 2,100 msnm en Guatemala (en los
departamentos de Alta Verapaz, El Quiche, Izabal, Jutiapa, Quetzaltenango, Sacatepéquez);

Meéxico; Honduras; El Salvador y Costa Rica (27).

f. Usos medicinales

En la época contemporanea se ha estudiado que en Antigua Guatemala y pueblos
vecinos, se utiliza para calmar dolores, como sedante y relajante, para enfermedades
cardiacas (taquicardia y dolor pectoral), afecciones de las vias respiratorias, infecciones
gastrointestinales y para problemas de presion arterial. Su uso como sedante también se

conoce en Baja Verapaz, la Ciudad capital, Escuintla y Chiquimula (27-28).

g. Estudios etnoboténicos

No se han realizado estudios previos para determinar la actividad farmacoldgica de B.
huanita. En 1991, Flores publicé la tesis “Estudio reproductivo y etnobotanico del
esquisuchil en Antigua Guatemala y pueblos vecinos”; en donde concluye que dicha planta
se utiliza con fines terapéuticos y se utiliza la hoja y la flor. También concluye que hay
variabilidad morfologica y que existen dos formas naturales de reproducirse (brotes

radiculares y semillas) (29).

h. Composicién quimica
Seglin la revision bibliogréafica realizada no se encontrd informacion que indique los

componentes de B. huanita y la actividad biologica de los extractos de esta planta.
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C. Esporotricosis

1. Definicion

La esporotricosis es una infeccion fungica de curso agudo, subagudo o cronico, que
se caracteriza por la presencia de noédulos cutaneos o subcutaneos ulcerados, eritematosos
y/o verrucosos, con frecuencia asociada a afeccion linfatica nodular, aunque puede

extenderse a areas adyacentes y rara vez se disemina (3).

2. Agente etioldgico
Es causada por el hongo dimorfo Sporothrix schenckii Hektoen & C.F. Perkins.
Sinénimos:
Sporotrichum Smith
Sporotrichum beurmanni Matruchot y Ramond
S. asteroides Splendore
S. equi Carougeau (30).

La via de entrada del hongo es generalmente por inoculacion cutanea, en ocasiones
la inhalacién causa neumonitis granulomatosa con frecuencia cavitada, que recuerda a la
tuberculosis. También puede haber diseminacion hematdgena con posterior localizacion
osteoarticular, en el sistema nervioso central, aparato genitourinario y ojos en el huésped
inmunocompetente o enfermedad multifocal en el huésped inmunodeprimido. También se
han reportado casos de adquirir la enfermedad por manipular pescado, rasgufios de gato,
mordeduras de loros, perros o picaduras de insectos. El personal con mayor exposicion

ocupacional son los jardineros, trabajadores de la salud y mineros (4,31).

S. schenckii es un hongo dimérfico, que crece de forma filamentosa a temperaturas
25°C y en forma de levadura a 37°C en medios enriquecidos y en agar Sabouraud. Las
cepas aisladas en la naturaleza varian en su capacidad de crecer a 37°C, por lo que la
infeccion podria ser un proceso de seleccion de aquellas cepas que crecen a mayores
temperaturas. La forma filamentosa presenta colonias de crecimiento lento (durante una

semana como minimo) inicialmente claras, himedas o cremosas, que posteriormente se
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convierten en colonias duras y arrugadas de color marréon o negro en su totalidad o por
zonas, por la produccion de conidias pigmentadas. La coloracion puede ser inconstante y
variar no so6lo entre los aislamientos, incluso perderse tras multiples pases. En el exdmen
microscopico, se observan hifas delgadas de 1-2 um de diametro, con conidiéforos
perpendiculares cuyo extremo distal se dilata formando una vesicula denticulada, de la que
naceran simpodialmente conidias hialinas de 2-3 pm x 3-6 pm que se agrupan en forma de
ramillete o margarita. A medida que el cultivo envejece, la conidiacion aumenta y aparecen
conidio sésiles a lo largo de los conidioforos e incluso hifas no diferenciadas. Algunas
cepas forman conidios de mayor tamano, triangulares, pigmentadas y de pared gruesa, mas
resistentes. La morfologia saprobia puede estimularse en medio de harina de maiz o
Czapek. En la forma levaduriforme se observan levaduras ovales en forma de puro o

cigarro, con varias gemaciones (4-32).

3. Epidemiologia

Aunque la esporotricosis es una enfermedad mundialmente extendida, es
caracteristica de regiones tropicales y subtropicales como México, Guatemala y Colombia.
En México es la causa mas frecuente de micosis subcutanea y profunda, observandose,
sobretodo, en manipuladores de hierba. En Uruguay, la mayoria de los casos estan
relacionados con la caza del armadillo, en cuyas madrigueras se aisla el hongo. En Brasil es
una enfermedad frecuente entre manipuladores de la paja y, a diferencia de otras zonas, es
mas frecuente en mujeres. Cabe destacar también la epidemia descrita en las minas de oro
de Witwatersrand entre 1941 y 1943, donde la inoculacion era a través de roces con los
pilares de madera de la mina. En Guatemala la predisposicion para adquirir la enfermedad
se asocia a la agricultura. En las demds zonas, generalmente se asocia a trabajos de
jardineria o agricultura. La esporotricosis puede presentarse a todas las edades y afecta

principalmente a varones en una proporcion 3:1, por el riesgo de exposicion (30,31).

En 1978 el primer caso de esporotricosis reportado para Guatemala fue en la Laguna
de Ayarza en el Departamento de Santa Rosa, area endémica de S. schenckii. Ademas se ha
establecido otros focos endémicos en los departamentos de San Marcos y Chimaltenango

(3,32). Se han realizado varios estudios epidemioldgicos donde se ha determinado que la
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esporotricosis es la micosis subcutanea mas frecuente en Guatemala, con un predominio del
sexo masculino; la agricultura constituye el principal riesgo de exposicion. El dato mas
reciente es de 1994 donde se reportaron 285 casos confirmados por el Laboratorio de
Micologia de la Policlinica del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social (IGSS) y el
Servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad
de San Carlos de Guatemala. Aunque no existen datos mas recientes se considera que el
nimero de casos va en aumento, manteniéndose como primer causa de enfermedad

subcutanea a la esporotricosis (3,33).
4. Cuadro clinico

Aunque S. schenckii puede causar multiples sindromes, el mas frecuente es la forma
cutanea (75% de los casos) que se caracteriza por la aparicion de nddulos ulcerativos o

verrucosos que afectan la piel, tejido subcutaneo y sistema linfatico adyacente.
a. Esporotricosis linfocutanea

La forma cuténea se inicia en el lugar de la inoculacién 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 o 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 multiples nddulos 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 espontanea, si bien existe una tendencia a la cronicidad.

La esporotricosis linfocutanea debe tenerse presente en el diagndstico diferencial de
cualquier afeccion cutanea que curse con lesiones o ulceras multiples y diferenciarse de la

nocardiosis, leismaniasis e infecciones por micobacterias atipicas, (especialmente,
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Mycobacterium kansasii y Mycobacterium marinum). El cultivo es el principal método
diagnostico: los cultivos del drenado de las lesiones en ocasiones son utiles, siendo la
muestra mas favorable el material de biopsia. El examen histopatologico puede revelar la
presencia de granulomas en la dermis, pero puede ser necesario el examen de multiples
cortes para visualizar el organismo. Las pruebas serologicas generalmente son negativas en

la esporotricosis cutanea.

La forma cutanea llamada fija o en placa no tiene tendencia a extenderse localmente
y es caracteristica de 4areas endémicas con un elevado porcentaje 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 tamafio. 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 (4-5).

b. Esporotricosis mucocutanea

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 cutdnea y con tendencia al sangrado (30).

c. Esporotricosis extracutanea

La afectacion osteoarticular es la forma mas frecuente de esporotricosis
extracutdnea. 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 subcutaneas. Clinicamente cursa con inflamacion, dolor, limitacion
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motora progresiva y, con frecuencia, derrame articular. La sintomatologia sistémica es
escasa y aparte de la elevacion de la velocidad de eritrosedimentacion (VSG) no existen
otros datos de laboratorio de interés. Para llegar al diagnodstico son necesarios cultivos
repetidos del liquido articular y cultivo y exdmen histopatologico de la biopsia sinovial, que
revela inflamacion granulomatosa. Debe establecerse el diagnoéstico diferencial con la
tuberculosis, gota, artritis reumatoide y sinovitis pigmentada vellonodular. La afectacion
ocular no se acompafia de otra localizacién 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).

La esporotricosis pulmonar es tipica de varones entre 30-60 afos.
Aproximadamente un tercio de los pacientes son alcohdlicos y un tercio presentan
enfermedad de base como tuberculosis, diabetes, sarcoidosis o tratamiento con corticoides.
La inhalacion de conidias de S. schenckii puede dar lugar a dos tipos de afectacion
pulmonar: cavitacién cronica o adenopatias primarias. Aunque puede ser asintomadtica, la
forma pulmonar con cavitacion inicialmente cursa con tos productiva, febricula, astenia y/o
pérdida de peso. A excepcion de la elevacion de la VSG, no existen otras alteraciones de
laboratorio. En la radiografia de térax se observan inicialmente infiltrados pulmonares que
evolucionan hacia la cavitacion uni o bilateral, de localizaciéon principalmente apical,
derrame pleural y adenopatias hiliares. Sin tratamiento, la enfermedad puede permanecer
estacionaria pero la tendencia es hacia la progresion con aumento de las cavitaciones,
necrosis caseosa, alteracion de la funcion pulmonar y, en ocasiones, diseminacion a otros
organos. El segundo tipo de infeccion 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. El diagndstico diferencial debe establecerse con micobacteriosis,
histoplasmosis y coccidiomicosis. Para el diagnoéstico de esporotricosis pulmonar es
necesario la confirmacion por cultivo y estudio serologico. En el exdmen microscopico
directo del esputo pueden observarse células levaduriformes caracteristicas. En algunos
pacientes es necesario cultivos repetidos de esputo para llegar al diagndstico. La prueba

cutanea de la esporotriquina, antigeno de la pared celular, suele ser positiva en los pacientes
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con esporotricosis pulmonar. Los estudios serologicos mediante técnicas de
inmunodifusién, fijacion de complemento y aglutinacion son también Utiles para el

diagnoéstico y seguimiento de la enfermedad (5,30).

La afeccion meningea es una localizacion poco frecuente. Clinicamente se
manifiesta como una meningitis cronica con cefalea, confusiéon 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
seroldgico para llegar al diagndstico. El diagnéstico diferencial debe establecerse con

tuberculosis, criptococosis e histoplasmosis (5,34).

d. Esporotricosis multifocal extracutanea

La esporotricosis diseminada que afecta a varios oOrganos es infrecuente y
generalmente se observa en pacientes con enfermedades de base como diabetes, tratamiento
prolongado con corticoides, neoplasias, sarcoidosis, enfermedades hematoldgicas, infeccion
por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y alcoholismo. La esporotricosis en
pacientes imnunocompetentes es generalmente de diseminacion linfatica, lenta y
localmente progresiva. Cuando existe una diseminacion hemadtica, puede haber afeccion
multiorganica con numerosas lesiones e incluso hemocultivos positivos. Por lo general, las
lesiones se localizan en piel, huesos y musculos, pero pueden afectarse otros érganos como
tracto genitourinario, sistema nervioso central, higado, bazo, pancreas, miocardio y tiroides.
Clinicamente se caracteriza por fiebre de 39°C o superior, anorexia, pérdida de peso, dolor
y limitacion articular. Como alteraciones analiticas puede hallarse anemia, leucocitosis y
aumento de la VSG. La infeccion no tratada es fatal. Los cultivos de las lesiones cutdneas y
de las articulaciones suelen ser positivos; los hemocultivos y los cultivos de la médula 6sea
raramente lo son. Los pacientes inmonocomprometidos que Unicamente presenten la forma
cutanea deben ser estudiados para descartar otras localizaciones. Ademads, ante todo
hemocultivo positivo para S. schenckii debe descartarse esporotricosis diseminada (3-5,

30).
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5. Diagnostico

El mejor método diagndstico es a través de los cultivos del tejido afectado. El
examen microscopico de la muestra es de poco valor debido al escaso nimero de levaduras
presentes, pero puede utilizarse la tincion con Giemsa o calcofluor para la observacion. El
cultivo positivo de cualquier lugar es diagndstico de infeccidon, a pesar de que se han

descrito casos de colonizacion cutanea (31).

a. Examen en fresco del material

Observacion microscopica de los cuerpos asteroides, que son estructuras formadas
por levaduras que presentan el fendémeno de Splendore-Hoeppli (una especie de rayos,

dando un aspecto de estrella) (6).

b. Coloraciéon de Giemsa

Levaduras se S. schenckii, de forma alargada intra y extracelulares, de 2-10 um de
diametro. Debe confirmarse con el cultivo, ya que la observacion de las levaduras es dificil

por la cantidad tan escasa que se encuentra en la muestra (3,5).

c. Cultivo

El material purulento 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 S. schenckii se reporta como

negativo (31).

d. Estudios histopatologicos

Presencia de cuerpos asteroides, granulomas con infiltracion de linfocitos, células

gigantes, fibrosis, y otros cambios celulares (4).
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e. Inmunologia

Se pueden demostrar aglutininas, fijacion del complemento, precipitinas, pero no
son pruebas de rutina en los laboratorios. La técnica seroldgica para el diagndstico mas

rapido de esporotricosis son los anticuerpos fluorescentes (35).

6. Tratamiento

Es la tnica micosis subcutanea que tiene un tratamiento especifico y efectivo. Y
todas sus formas requieren de tratamiento. El tratamiento clasico para la esporotricosis
cutanea sigue siendo la solucion saturada de yoduro de potasio. El uso de imidazoles es
recomendado como antimicdtico alternativo para la mayoria de casos. En la esporotricosis
pulmonar y diseminada se utiliza la anfotericina B como tratamiento de eleccion, ya que es
un antimicotico mas agresivo que produce una mejor respuesta, este medicamento se puede
combinar con otros antimicoticos y antibacterianos, estos ultimos utilizados como

profilacticos para evitar posibles infecciones bacterianas (5).

a. Yoduro de potasio (KI)

Es el tratamiento de eleccion especifico de la esporotricosis cutdnea y linfocutanea.
Su accidn contra la esporotricosis linfocutanea fue reportado por primera vez en 1903 por

Beurmann y Raymond (36).

1. Mecanismo de accion

Su mecanismo de accidn es desconocido, no tiene accion directa contra S. schenckii, ya
que se ha demostrado que el hongo puede crecer en medios de cultivos con altas
concentraciones de yoduro de potasio. Se asume que mas bien que su accion es indirecta,

facilitando los procesos de inmunidad celular o general (3,37).
ii. Dosis

Administracion oral de una solucion saturada de yoduro de potasio (23 g en 100 mL

de agua) tres veces al dia; se aumenta la dosis hasta 3 6 4 mL tres veces al dia durante tres a
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cuatro semanas; siendo la dosis Optima de 4 a 6 g por dia en el adulto y de 1 a 3 g en los

ninos (38).

iii. Efectos secundarios
Exantema, salivacion, lagrimeo, ndusea, vomitos, gastritis, rinitis, faringolaringitis,

bronquitis (31,36).

b. Anfotericina B

Antimicético polieno de amplio espectro aislado del hongo Streptomyces nodosus
en la década de los 50. Se utiliza como el tratamiento inicial para micosis diseminadas y
extracutaneas, siendo posteriormente reemplazado por imidazoles.
Administrado en casos de esporotricosis pulmonar o diseminada, o en aquellos en los

cuales hay resistencia a otros tratamientos (38-39).

1. Mecanismo de accion
El farmaco se une firmemente al ergosterol en la membrana celular del hongo. Esta
unién hace que se provoque la formacion de poros, de forma que a través de estos poros
escapan sustancias celulares: iones, aminoacidos, glucosa y provoca efecto letal a la célula.
La resistencia a la anfotericina B es una situacion poco frecuente, se puede deber a
una disminucién en la cantidad de ergosterol de la membrana o a una modificacion en su

estructura (40).

11. Dosis
Via de administracion intravenosa. Se debe de administrar con suero con dextrosa al
5% durante 4 a 6 horas, iniciando con una dosis de 0.5 mg/kg de peso hasta alcanzar 1

mg/kg, durante 2 a 3 dias por un periodo de hasta 4 meses (39).

iii. Efectos secundarios
Fiebre, escalofrios, anorexia, cefalea, azotemia, nefrotoxicidad, -efectos

gastrointestinales, anemia normocitica normocrémica, ndusea, vomitos, insuficiencia renal;
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su administracion intratecal causa aracnoiditis, paresias, pérdida de la vision y alteraciones

de los esfinteres. A menudo se presenta disminucion de la presion arterial (31,39,40).

c. 5-fluorocitosina

Sintetizado por primera vez en 1957 por Duschinsky y colaboradores, como un
agente citostatico, pero en 1958 se descubrid su actividad citotoxica contra las células
fungicas por el equipo de investigacion de Heidelberger. Es un antimicético oral de amplio
espectro, también se puede encontrar disponible en presentacion para su administracion

intravenosa y topica (36).

1. Mecanismo de accion

La 5-fluorocitosina es una pirimidina fluorinada cuya molécula tiene un atomo de
flior que actia inhibiendo la sintesis de 4cido desoxiribonucleico (ADN) y dacido
ribonucleico (ARN) en la célula fingica. Penetra a la célula fingica por medio de la
permeasa de citosina e inhibe la sintesis de ARN por accion de una desaminasa de citosina.
Intracelularmente es convertida en 5-fluorouracilo y en trifosfato de fluororidina. La
sustitucion del uracilo por 5-fluoruracilo y el fosfato de fluororidina, inhiben la sintesis de
ADN y ARN respectivamente, lo que altera la sintesis proteica, llevando a la célula
fingica a la muerte. Al entrar en la célula, esta molécula sufre modificaciones y va hacia la
sintesis de ARN, pero origina una fluorouridina aberrante, o sea, genera un ARN mutante,
que va a afectar la sintesis proteica, funcion esencial en las células. Por otra parte, puede
inhibir la enzima que permite el paso de uridina a timidina, o timidilato sintetasa, porque el
ADN esta constituido por timidina y no por uracilo, lo que también afecta la sintesis de

ADN, llevando a la célula fungica a la muerte (3, 39,40).

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 antifiingica en una dosis

de 100 mg / L (36,40).
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iii. Efectos secundarios

Néuseas, vomitos, enterocolitis, tiene una hepatotoxidad entre el 5 y el 10% dosis
dependiente, y depresion de la médula 6sea, por lo que no se usa en transplante de médula
Osea ni en pacientes con sindrome inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y criptococosis

meningea por la agranulocitosis que produce en el 30% de los pacientes (3,36).

d. Otros antimicoticos

Otros antimicoticos de utilidad en el tratamiento de la esporotricosis son los
triazoles, principalmente el itraconazol, activo en todas las formas de esporitricosis pero por
su alto costo solo se emplea en las formas diseminadas. La dosis promedio empleada es de
200 mg diarios que pueden administrarse por varios meses y puede asociarse al yoduro de
potasio con buenos resultados. No se recomienda el uso del ketoconazol por su pobre
respuesta y su potencial hepatotoxicidad. El fluconazol es también efectivo en las formas
graves de esporotricosis, utilizandose dosis de 200 a 400 mg diarios, hasta por seis meses
(41).

En los enfermos con SIDA es recomendable la combinacién de por lo menos dos
antimicoéticos; se ha considerado el terbinafine mas fluconazol como una buena alternativa
(38, 41).

Se han comunicado algunos buenos resultados con griseofulvina; sin embargo son
mas las publicaciones que refieren fracasos, por lo que en la actualidad no se considera su
uso (41).

La combinacion de trimetroprim-sulfametoxazol ha sido recomendada para

contrarrestar cualquier tipo de infeccion bacteriana secundaria (41).

D. Cromoblastomicosis
1. Definicion

La cromoblastomicosis también conocida como cromomicosis o dermatitis
verrucosa; es una micosis de curso cronico, subcutanea que se caracteriza por el desarrollo

de una lesion verrucosa en el sitio de inoculacion, la cual resulta de la implantacion

traumatica del agente etioldgico en la piel (3-5, 42,43).
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La lesion puede extenderse y causar deformacion del area afectada y en casos raros
causar elefantiasis por compresion de los linfaticos. El tipo de enfermedad provocada

depende del huésped, sus defensas y la virulencia relativa del agente infectante (4,56).

2. Agentes Etioldgicos

Sus agentes causales son hongos feoides (dematiaceos), saprobios del ambiente y
dimérficos. Las especies Fonsecaea pedrosoi, F. compacta y Cladophialophora carrionii,
pertenecen a la familia Herpotrichiellaceae, orden Chaetothyriales, subclase
Chaetothyriomycetidae, clase Ascomycetes, phylum Ascomycota. La especie Phialophora
verrucosa es de clasificacion incierta, aunque pertenece a la clase Ascomycetes, phylum
Ascomycota (44).

Las estructuras de estos hongos, como el micelio, los conidios y las células
esclerdticas presentan una pigmentacion que varian de color, desde el pardo claro hasta el
café oscuro (42,57).

a. Fonsecaea pedrosoi (Brumpt) Negroni

Sin6nimos:

Hormodendrum pedrosoi Brumpt

Phialophora pedrosoi Binford (44).

Morfologia de la colonia: En cultivo crece muy lentamente, produce una colonia de color
pardo negruzco, negro grisaceo, verde oliva grisdceo o negro. La textura es aterciopelada
vellosa y la superficie varia de plana a apilada y plegada. En algunas cepas se presenta
radiaciones o disposicion en zonas (3,43).

Morfologia microscopica: Se observa tres tipos de esporulacion: cladosporium, rinocladiela
(acroteca) y algunas veces fialofora; la proporcion varia de una cepa a otra y depende del

medio que se utiliza (4,6).

b. Fonseca compacta Carrion
Sin6nimos:
Hormodendrum compactum Carrion

Phialophora compactum Emmons (33).
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Morfologia de la colonia: El 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 puede distinguir con la de F. pedrosoi (4,43).

Morfologia microscopica: Se observa con mayor magnitud el tipo de esporulacion fidlofora

(4).

C. Phialophora verrucosa Medlar

Sinénimos:

Cadophora americana Nannf

P. americana (Nannf) S. Hughes (44).

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.
Algunas cepas estan apiladas y plegadas o tienen surcos radiales. Un micelio aéreo gris,
termina por cubrir la colonia; ésta es compacta, resistente y coreacea (4,43).

Morfologia microscopica: Se producen fidlides con morfologia bien 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 (4,59).

d. Cladophialophora carrionii (Trejos) de Hoog, Kwon-Chung & McGinnis

Sinénimos:

F. cladosporium Powell (44).

Morfologia de la colonia: Crece lentamente, produce una colonia compacta, pequefia, lisa o
con pliegues, de color olivo oscuro-negro. Bordes intactos y marginados por hifas negras
sumergidas (4,6,43).

Morfologia microscopica: Se encuentra casi exclusivamente el tipo de esporulacion

cladosporium (4).

e. Tipos de Esporulacion
Tipo Fialofora
En este tipo hay una célula conididgena denominada fidlide, la cual se encuentra

terminalmente a lo largo del micelio. Esta estructura tiene forma de frasco, con base
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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 (4).

Tipo Rinocladiela
Los conidiéforos son sencillos y a veces no se diferencian de las hifas vegetativas. Los
conidios ovales son producidos en forma irregular en el extremo y a lo largo de los lados

del coniditéforo (4,6).

Tipo Cladosporium
En este tipo de conidiacion hay un tallo unico que sirve como conididforo, el cual esta
alargado en el extremo distal en donde se forman dos o mas conidios. Estos, a su vez,

mediante brotes forman conidios secundarios en sus polos distales (59).

F. pedrosoi, F. compacta forman principalmente una esporulacion tipo
cladosporium y rara vez rinocladiela y fial6fora. C. carrionii tiene esporulacion exclusiva

de tipo cladosporium y P. verrucosa esporulacion solo del tipo fial6fora (3-4,6).

3. Epidemiologia

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 (3,7,43,45). Es
una micosis que no tiene una zona endémica establecida, pero la mayoria de casos se dan
en climas de los tropicos y subtropicos (4,7,43-45). La mayoria de casos de
cromoblastomicosis son reportados en el sexo masculino, del area rural que se encuentra
entre los 30 y 50 afios de edad, esto porque los varones tienen mas contacto con el suelo y
se predisponen a sufrir de heridas durante su trabajo (3-4,43). En Guatemala el unico agente
causal informado es F. pedrosoi. La cromoblastomicosis a través de los afios se ha colocado

en los tres primeros lugares de frecuencia dentro de las micosis subcutaneas (3,33).
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4. Cuadro clinico

La lesion se presenta en el sitio en donde se sufrid el traumatismo. Al empezar la
enfermedad, la lesion se presenta pequeia, elevada, eritematoide, con papulas no
pruriginosas. En la mayoria de casos la lesion se presenta escamosa. 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 flosculos o florecillas de coliflor (3-4,42-43). La enfermedad se mantiene
localizada en el sitio del traumatismo. Al parecer no existe ningin malestar del paciente.
Sin embargo en algunas ocasiones puede haber una infeccion secundaria provocada por
bacterias, lo que provoca una falta de drenaje linfatico que puede ocasionar una elefantiasis
en el paciente. No existe invasion en huesos o musculos, ni formacion de fistulas (4,43). La
mayoria de casos reportados suelen localizarse en las extremidades inferiores, pero pueden

localizarse también en brazos y pecho, entre otras (4).

5. 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, 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 hidroxido de potasio (KOH) al 20%

en busca de hifas pigmentadas de color pardo, ramificadas (de 2 a 6 um) (3,6,42).

b. Cultivo
Se pueden utilizar medios selectivos que contengan cicloeximida y cloranfenicol
(Sabouraud mas antibioticos). Los cultivos deben de incubarse a una temperatura de 25°C,

descartando como negativo si no hay crecimiento en 3 semanas (3-4,42).

c. Identificacion
La identificacion especifica es la taxondmica, por lo que se determinan los tipos y

porcentaje de conidios presentes y los detalles precisos de la produccion de conidios (4,42).
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6. Diagnostico diferencial

La cromoblastomicosis debe diferenciarse de tuberculosis verrucosa, epitelioma y
leishmaniasis, entre otras (43).

Las micosis subcutaneas son graves en cuanto a pronostico y tiene limitaciones en
cuanto al tratamiento y posibilidades de curacion (47).

Es comun que la cromoblastomicosis persista localizada y no debilite al paciente.
Existe la posibilidad de una infeccion secundaria provocando una falta de drenaje linfatico

y elefantiasis, lo que puede causar problemas al paciente (43).

7. Tratamiento

En las primeras etapas de la enfermedad, el tratamiento mas confiable es la escision
quirurgica, electrodesecacion o la criocirugia (4,43,48,49).

En los casos mas avanzados, se ha utilizado gran variedad de antimicoéticos,
presentando baja selectividad y alta toxicidad, como por ejemplo la anfotericina B (38).

Los protocolos de tratamiento consisten en la administracion de uno o varios
antimicoticos obteniéndose resultados satisfactorios.

El tratamiento de eleccion actualmente es la 5-fluorocitosina, aunque ha fracasado
en la enfermedad de curso cronico. Ha sido también utilizada en combinacion con
anfotericina B en donde se observa retraso en el desarrollo de resistencia hacia la 5-

fluorocitosina y permite el uso de dosis mas bajas de anfotericina B (36,38,50).

a. Anfotericina B
Es un antifingico polieno, descubierto en la década de los 50 como producto de la
bacteria S. nodosus.
1. Mecanismo de accion
Los antifungicos polienos se fijan firmemente al ergosterol de la membrana
citoplasmatica del hongo, con lo que se altera la permeabilidad de la membrana, por la
formacion de poros, los que permiten la pérdida del contenido citoplasmatico

(macromoléculas y los iones) causando la muerte de la célula (38,50,51).
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ii. Dosis

Este puede administrarse intravenosamente y solamente el 10% de la bioactividad se
retiene en el plasma. En el caso de adultos es necesario disolver la droga en 500 mL de
dextrosa liquida al 5% y debe aplicarse en intervalos de 4 a 6 horas. Las 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 (3,50,52,53).

iii. Efectos secundarios

La anfotericina B no es 100% efectiva y puede causar efectos secundarios como
tromboflebitis, fiebre, escalofrios, anorexia, cefalea, nauseas, vomitos, nefrotoxicidad,
efectos gastrointestinales, entre otros. El dafio mds importante es la vasoconstriccion y

lesion de las membranas lisosdmicas de las células de los tubulos renales (3,50,52-53).

b. 5-fluorocitosina
También conocida como flucitosina, es una pririmidina fluorada, antimetabolito de la

citosina y con estructura quimica similar al 5- fluorouracilo.

1. Mecanismo de accion

Su accion se basa en que penetra a la célula fingica por medio de la citosina
permeasa, esta molécula sufre modificaciones y va hacia la sintesis de ARN y origina una
fluorouridina aberrante, o sea, genera un ARN mutante, que va a afectar la sintesis proteica;
un segundo mecanismo de accidn ocurre a través de otro metabolito que es el monofosfato
de 5-fluorodeoxiuridina, que inhibe la enzima que permite el paso de uridina a timidina o
timidilato sintetasa y bloquea la sintesis de ADN, porque el ADN esta constituido por

timidina y no por uracilo (3,36,51).

ii. Dosis
La dosis oral recomendada es de 100 a 150 mg/Kg de peso al dia, divididas en 4 dosis,

durante 4 o mas semanas, se absorbe bien y se distribuye en los tejidos, incluyendo el
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liquido cefalorraquideo en donde la concentracion del farmaco es de 60-80% de los valores

séricos, que tienden a aproximarse a 50 pg/mL (3,50).

iv. Efectos secundarios
Los efectos secundarios son pocos, pero puede causar nausea, vomitos, enterocolitis y

depresion de la médula 6sea, leucopenia y trombocitopenia (3,36,51).

c. Itraconazol
Es un compuesto triazolico de segunda generacion, derivado del dioxilano con un

atomo adicional de nitrégeno (3,55).

1. Mecanismo de accion

Como otros imidazoles, ejerce su efecto alterando la membrana celular del hongo.
Estudios in vitro han demostrado que inhibe el citocromo P-450 una enzima que es
necesaria para la conversion del lanosterol a ergosterol al ser este un componente esencial
de la membrana del microorganismo, su déficit produce un aumento de la permeabilidad de

esta con la subsiguiente pérdida del contenido celular, lo que provoca la muerte (51,55).

ii. Dosis

La dosis oral recomendada en adultos es de 200 mg al dia, incrementando la dosis de
100 en 100 mg hasta llegar a un maximo de 400 mg al dia. En adolescentes y nifios 5
mg/kg/dia en una dosis Unica al dia durante una semana. El Itraconazol tiene una vida

media en el plasma de treinta horas después de administrada (50,51).

iii. Efectos secundarios

El Itraconazol puede causar nauseas, voOmitos, diarrea, dolor abdominal,
hipokaliemia, reacciones dermatologicas como rash inespecifico sobre todo en pacientes
inmunodeprimidos, prurito, urticaria, sindrome de Stevens-Johnson, mareos, cefaleas,
angiodema, anafilaxia, fatiga, hipertension, reacciones adversas hepaticas, carcinogénesis y
efectos teratdgenos, entre otros. al menos en un caso se ha observado la potenciacion del

efecto anticoagulante de la warfarina por el itraconazol, probablemente por desplazamiento
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del anticoagulante de las proteinas plasmaticas. Se recomienda precaucion al utilizar el

itraconazol en pacientes anticoagulados (50,56).

d.Terbinafine

Es un compuesto alilamino sintético (50).

i. Mecanismo de accion

La terbinafine obstruye la biosintesis del esterol al inhibir la enzima esqualeno-
monooxigenasa. La acumulacion de esqualeno en la membrana de la célula debilita la
membrana de los hongos sensibles, ademads, la inhibicion de la monooxigenasa ocasiona
una deficiencia de ergosterol, un componente de la membrana de los hongos, necesario para
su crecimiento, y a una acumulacion intracelular de escualeno, que conlleva a la muerte

celular (50).

ii. Dosis

La dosis recomendada varia seglin la edad del paciente, de la indicacion y la gravedad
de la infeccion, se recomienda 250 mg al dia en personas adultas y en nifios mayores de 2
afos 125 mg al dia, para los nifios de menos de 20 kg se sugiere dosis de 62.5 mg al dia

(50).

iii. Efectos secundarios
Puede causar pérdida de apetito, dispepsia, nauseas, dolor abdominal, diarrea,
exantema, artralgia, mialgia, trombocitopenia, neutropenia, linfocitopenia, rash cefalea,

mareos y disfuncion hepatobiliar, entre otras (50).

E.  Extraccion y caracterizacion quimica

Cuando se realizan investigaciones para buscar o confirmar una actividad biologica
es importante la determinacion de los constituyentes quimicos de la planta. El escrutinio
farmaco quimico constituye el marco de referencia convencional para el estudio de los

principios activos de plantas medicinales. Este enfoque se enmarca en la extraccion y



32

fraccionamiento bioguiado el cual consiste en la preparacion de extractos crudos, fracciones
obtenidas a partir de dichos extractos y la evaluacion de su bioactividad (62).
1. Extraccion

Para la investigacion fitoquimica y farmacoldgica es necesario realizar extracciones
reproducibles, cuantitativas, estables y eficientes para el efecto que se desea demostrar.

La extraccion para tamizaje consiste en realizar una extraccion con disolventes con
diferentes polaridades, generalmente diclorometano o hexano, éter o etanol y agua. Debido
a la toxicidad y efectos farmacoldgicos de estos disolventes es preciso concentrar los
extractos evaporando el disolvente a presion reducida y temperatura controlada (rotavapor)
hasta alcanzar una consistencia de miel. En el caso de los extractos acuosos se suele
concentrar por medio de liofilizacion. En esta forma los extractos son mas estables y faciles

de almacenar y dosificar (62,64).

a. Esquema extractivo

Puede definirse como una liberacion extractiva fraccionada mediante un gradiente
de polaridad ascendente. En el proceso de escogencia de un disolvente determinado es
necesario considerar aspectos relacionados con la selectividad, facilidad de manipulacion,
precio, seguridad y riesgos en cuanto a una posible contaminacion ambiental. Mediante el
uso de este disefio se pretende aprovechar la selectividad y especificidad de los disolventes

extractores utilizados (62,64).

b. Tamizaje fitoquimico

Permite determinar cualitativamente los principales grupos de constituyentes
quimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar la extraccion y/o
fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés, éste se
fundamenta en la reaccion selectiva de grupos funcionales especificos con reactivos
capaces de formar complejos visualizables por el desarrollo de coloraciones caracteristicas
o por la formacion de precipitados. Para el analisis fitoquimico preliminar se usan técnicas
macro o micrométricas en tubo o capa fina y para el andlisis fitoquimico definitivo y
elucidacion estructural se recurre a técnicas de cromatografia en papel, capa fina (CCF,

TLC por sus siglas en inglés Thin Layer Cromatography) o columna, cromatografia liquida
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de alta resolucion (HPLC), cromatografia de gases, espectroscopia infrarroja, analisis de
espectroscopia de masas, técnicas de refraccion y cristalografia de rayos X, resonancia
magnética nuclear (MNR), etc., pero en todos los casos se recomienda un fraccionamiento
bioguiado (61,64,66).

La cromatografia en capa fina es un método simple y eficiente. Este método sirve para
identificar las drogas vegetales, sus extractos y tinturas. La respuesta reactiva de estandares
conocidos de grupos funcionales particulares se utiliza frecuentemente como medio de

comparacion (69).

c. Fraccionamiento de extractos

Todos los procesos de separacion involucran la division de la mezcla en un niimero
discreto de fracciones. Se refiere a la separacion de metabolitos de mezclas de naturaleza
quimica compleja, para obtener fracciones de compuestos afines, con caracteristicas y
propiedades similares. La mayor parte de los métodos de fraccionamiento aprovechan la
naturaleza quimica de los compuestos que se van a separar, especificamente las diferencias
en polaridad y acidez-alcalinidad. El fraccionamiento de extractos crudos vegetales implica
la utilizacion de métodos altamente especializados, esto se hace con el propdsito de
optimizar recursos y técnicas y aumentar la eficiencia de las metodologias. El tipo de
fraccionamiento depende de la muestra individual y del objetivo de la separacion. Por lo
regular, primero se divide en fracciones y posteriormente se procede al andlisis de éstas
para determinar que fraccion contiene el compuesto deseado, para luego determinar su

bioactividad (54,60).

d. Particion liquido-liquido

Este método se fundamenta en las diferencias de los coeficientes de reparto de los
metabolitos extraidos entre dos liquidos inmiscibles (uno polar y otro apolar). Esta técnica
constituye un método de fraccionamiento grueso, que permite obtener extractos
selectivamente caracterizables y con una mayor especificidad en lo que a grupos

funcionales se refiere (62,64).
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2. Evaluacion de la actividad biocida:

La actividad biocida se refiere a la capacidad de una sustancia para causar la muerte en
determinados organismos, es detectada por medio de una serie de ensayos biologicos in
vitro.

Esta serie de ensayos biologicos (bioensayos), es decir, fase de pretamizaje es util para
dar una idea preliminar de las potencialidades de un extracto crudo, fraccion purificada o
principio activo puro de especies vegetales. Las técnicas utilizadas en la fase de pretamizaje
pueden tener distintos grados de dificultad en la medida en que se identifican con mayor
claridad las potencialidades de las especies en estudio, son relativamente sencillas siempre
que no involucren animales; ademas son baratas, rapidas, reproducibles y permiten evaluar
un numero grande de muestras (62,65,66).

Estos bioensayos han sido empleados exitosamente en un sinnimero de estudios
realizados alrededor del mundo, en Guatemala en la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia para evaluar la actividad biocida de distintas plantas de uso popular en el pais
(67).

La actividad biocida abarca un amplio espectro de organismos, pero con fines practicos
se remitird Unicamente a la actividad antimicrobiana (antibacteriana y antifiingica),

larvicida y citotoxica en las especies vegetales (68-70).

a. Actividad antifungica
El tamizaje de la actividad antifngica consiste en poner de manifiesto la inhibicion
del crecimiento de un hongo, determinada en condiciones estandar con una concentracion
previamente determinada como punto de corte (entre 500-1000 mg/mL) de un extracto,
fraccion o compuesto obtenidos de una droga vegetal. Las pruebas se complican por ciertas
caracteristicas de los hongos, como dimorfismo y requerimiento de crecimiento por tiempo
prolongado. El crecimiento de hongos filamentosos inoculados en medios de cultivo
adecuados es inhibido por las moléculas bioactivas diluidas en el medio de agar (62).
Hay tres métodos para pruebas de susceptibilidad con antifingicos, dilucion en
caldo y difusion en agar, todos se basan en los mismos principios de los utilizados para
agentes antibacterianos. Para detectar la actividad antilevadura se usa una modificacion del

método de dilucion para antibidticos, que determina la susceptibilidad de los cultivos frente
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a discos de papel secante impregnados con preparaciones vegetales. Para investigar la
fitoquimica de los compuestos activos puede usarse una técnica bioautografica que

combina TLC y difusion en agar (70).

1. Método de dilucion en agar

Se basa en que el crecimiento exponencial de bacterias y hongos susceptibles
inoculados en superficie o profundidad en los medios de cultivo adecuados es inhibido por
las moléculas bioactivas diluidas en el medio de agar. Este procedimiento ofrece una
distribucion homogénea del compuesto en el agar y esta basado en el método descrito por
Mitscher et al,. En este método una cantidad conocida de muestra es diluida en agar, siendo
indispensable la dispersion homogénea de la muestra en agua (73-75).

El método de dilucion se emplea para determinar la concentracidon inhibitoria
minima (CIM) que se requiere del agente antifingico para inhibir o matar al
microorganismo, es decir, es la concentracion mas baja en la que no hay crecimiento
visible. Esta prueba puede ser en caldo (tubo) y en agar (placa) (64). Se ha utilizado
principalmente para determinar los valores de CIM de un extracto, aceite esencial o
sustancia pura, asi como para el tamizaje preliminar de la actividad antifingica, ademas
permite evaluar la CIM usando diluciones decrecientes del extracto (71).

El método de dilucion es el unico método para determinar la concentracion
bactericida minima (MBC). EI CMB es determinado por subcultivos de los tubos con
inhibicion en un plato de agar o en medio liquido, cuando el microorganismo no crece, la
muestra es un microbicida. La dilucion en medio liquido es la técnica mas complicada
pero, también la mds precisa. Se interpreta como resultado positivo, la ausencia del
crecimiento de microorganismo (76).

El método de dilucion solido, es parecido al método de dilucion en liquido. Este
método es rapido y la CIM de un producto puede ser determinada contra seis
microorganismos a la vez. Este método permite la inoculacion de aproximadamente 20-25
microorganismos en platos estandarizados. El método de Mitscher et al., establece la
cantidad de muestra necesaria, la cual no debe ser mayor de 1 mg de muestra en 1 mL del
medio de cultivo. Las muestras activas son reensayadas a una concentracion de 0.1 mg/mL

(68-69,71).
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Las ventajas de este método son su simplicidad, sensibilidad, reproducibilidad,
rapidez, facilidad de estandarizar y procesar gran cantidad de muestras, ademas ofrece la
posibilidad de usarlo en el estudio de antimicrobianos solubles en agua o muestras
insolubles como aceites esenciales, ademas pueden ser sembrados hasta seis

microorganismos en una caja de Petri (71).

ii. Método de difusion

Este procedimiento se basa en el método descrito por Bauer -Kirby y es utilizado
para evaluar la actividad antifungica vegetal (54). Se utiliza un disco, agujero o cilindro
como reservorio en el agar, el cual contiene la muestra a ensayar, luego del periodo de
incubacion se mide el diametro de la zona clara alrededor del reservorio (diametro de
inhibicion).

El método de difusion se usa como un procedimiento cualitativo, semicuantitativo y
a veces cuantitativo, generalmente los microorganismos son categorizados como
resistentes, intermedios o susceptibles para cada agente antifingico. Este método es
frecuentemente utilizado en investigacion, pero tiene la desventaja de ser poco creible en
casos en los cuales la muestra se difunde con dificultad en el medio por que no existe
relacion entre el poder de difusion y la actividad antimicrobiana, lo cual fue demostrado por
Pellecuer, et al. (70,75).

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 un organismo, ademas es el mas conveniente para el tamizaje preliminar
de sustancias puras (alcaloides, terpenoides, flavonoides, etc.). Los resultados se evaluan de
la siguiente manera:

- Crecimiento alrededor del disco: actividad negativa.
- No hay crecimiento a lo largo del disco: actividad positiva, indica inhibicion.

Luego se compara con los métodos de dilucion (77).
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IV. JUSTIFICACION

Los productos naturales, principalmente los de origen vegetal han sido la principal
fuente de agentes terapéuticos de la humanidad durante siglos, constituyendo su uso una
costumbre profundamente arraigada en las culturas de los pueblos. Es por eso que desde sus
inicios la Fitoterapia no ha dejado de progresar, actualmente el estudio de las plantas
medicinales ha adquirido importancia. La actividad biocida de los extractos y productos
naturales ha expuesto el potencial de las plantas como una fuente de agentes terapéuticos,
con formulas cada vez mas eficaces y perfectamente adaptadas al tratamiento de diferentes
afecciones.

La busqueda de nuevas alternativas de tratamiento, es una consecuencia de la
necesidad de medicamentos que reduzcan o eliminen los efectos secundarios por su uso.
Tal es el caso de los medicamentos utilizados para tratamiento de micosis subcutdneas
como la esporotricosis producida por S. schenckii y la cromoblastomicosis por F. pedrosoi;
las cuales utilizan medicamentos efectivos, pero altamente toxicos que pueden producir
efectos irreversibles en el paciente por lo prolongado de su administracion.

Es por esto que la busqueda de la actividad antifiingica es de importancia, ya que
permite encontrar nuevas opciones de tratamiento obteniéndose un producto de menor
toxicidad y de mayor disponibilidad para el paciente. Ademas los paises en vias de
desarrollo enfocan sus programas de investigacion principalmente en la obtencion de
medicamentos a partir de los diferentes compuestos extraidos de plantas medicinales
autdctonas que no han sido estudiadas, o que han sido parcialmente estudiadas. Siendo este
el caso de L. graveolens y B. huanita, son plantas comunmente utilizadas en la medicina
tradicional y popular, en el tratamiento de afecciones de las vias respiratorias, infecciones
gastrointestinales, quemaduras, enfermedades cardiacas, etc.

Estudios preliminares realizados en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
han demostrado la actividad antifingica contra F. pedrosoi y S. schenckii de los extractos
crudos de la hoja de L. graveolens y la flor B. huanita en el afio 2004. Por lo anteriormente
expuesto corresponde ahora realizar un fraccionamiento de estos extractos para contribuir

en la identificacion de los compuestos activos responsables de la actividad.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Determinar la actividad antifingica de los extractos crudos etanolicos de la flor B.
huanita y hoja de la L. graveolens y sus particiones hexanica, cloroférmica, acetato de etilo

y acuosa, contra los hongos S. schenckii y F. pedrosoi.

B. Objetivos especificos

1. Obtener particiones con disolventes de diferente polaridad a partir de los extractos
etandlicos de la flor B. huanita y la hoja de L. graveolens, para determinar su

rendimiento.

2. Evaluar la actividad antifungica in vitro de los extractos etandlicos y sus particiones
hexanica, clordéformica, acetato de etilo y acuosa de la flor B. huanita y hoja de L.

graveolens contra los hongos S. schenckii y F. pedrosoi.

3. Determinar la concentracidn inhibitoria minima de los extractos y las particiones, de las

plantas que tengan actividad antifungica.

4. Caracterizar los metabolitos secundarios presentes en las particiones responsables de la

actividad biocida de B. huanita y L. graveolens, a través del tamizaje fitoquimico.



39

V. HIPOTESIS

Por lo menos una de las particiones de los extractos etanolicos de la flor Bourreria

huanita o la hoja de Lippia graveolens posee actividad antifungica.
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VI. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo

1. Universo
Extractos etandlicos de hoja de L. graveolens y flor de B. huanita.
2. Muestra

Particiones obtenidas con hexano, cloroformo, acetato de etilo y agua a partir de los

extractos etanolicos de la hoja de L. graveolens y la flor B. huanita.

B. Recursos

1. Humanos

Investigadora Bachiller Gaudi Haydee Ortiz Beteta, con la asesoria del Licenciado

Armando Caceres y coasesora Licenciada Sully Margot Cruz.
2. Fisicos
a. Equipo

Asa de nicromo

Asperjador

Autoclave

Balanza semianalitica y balanza analitica
Bomba de vacio

Cajas de Petri descartables simples
Camara de Neubauer

Céamaras de revelado

Campana de extraccion de gases
Campana de flujo laminar
Campana bacteriologica

Cromatofolios de Silicagel 60F



Desecadora

Esteredscopo

Estufa eléctrica

Fuente de luz artificial
Incubadora a 25°C y 37°C
Lampara de luz UV/VIS
Liofilizador

Mechero Bunsen

Microscopio

Pecera pequefia con doble division sin llegar al fondo (area cerrada y area abierta)
Pipetas automaticas

Puntas amarillas y azules (Tips)
Refrigeradora

Rotavapor

Vortex (agitador)

b. Reactivos

Acido clorhidrico y sulfarico
Agar-agar

Agar Saboraud

Agar infusion cerebro corazén (BHI)
Agua destilada

Anfotericina B

Acetato de etilo

Cloroformo

Dextrosa

Etanol

Etanol 70%

Fenol 5%

Fosfato diacido de potasio (KH2PO4)

Hexano



Hidroxido de amonio

Metanol

Peptona

Reactivos de Dragendorff, Mayer, Wagner
Sangre de carnero

Solucidn salina estéril

Sulfato de sodio (Na2 SO4)

Tolueno-acetato de hidroxido

c. Cristaleria

Ampollas de decantacion

Vaso de precipitar de 250 mL y 500 mL
Campanillas de Durham de 5 mm de didmetro
Erlenmeyer 500 mL

Erlenmeyer con tapén de rosca 250mL
Frascos de vidrio con tapon de rosca
Pipetas

Probetas 100 mL

Tubos de ensayo con tapon de rosca 15 mL
Varilla de vidrio

Viales de 3 mL

d. Otros

Algodon

Cuaderno

Fosforos

Hojas de papel bond
Marcador

Masking tape

Lapicero

42
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C. PROCEDIMIENTO
1. Seleccion de las plantas

Las plantas fuerén seleccionadas con base en estudios de validacion previos.

2. Revision bibliogréafica

3. Obtencion del extracto etandlico por percolacion con alcohol 95%
Los extractos fuerén proporcionados por el Laboratorio de Investigacion de Productos

Naturales (LIPRONAT).

4. Concentracion en rotavapor

a. Se encendi¢ el bafio Maria y se llevo a una temperatura de 40+ 1°C.

b. Se engrasé todas las bocas esmeriladas y se armé el rotavapor segiin el instructivo
especifico.

c. Se succion6 la solucion obtenida del percolador (extracto de planta).

d. Se conectd la bomba de vacio y el rotavapor y se inici6 la destilacion del extracto con
recuperacion del disolvente hasta llevar a consistencia semisoélida.

e. Se vertio el extracto concentrado en una caja de Petri de vidrio debidamente tarada y
rotulada.

f. Se colocd en una desecadora durante 7-15 dias.

g. Cuando el extracto tuvo una consistencia solida, se paso6 a viales debidamente tarados y
rotulados.

h. Se calcul¢ el rendimiento del extracto y se guard6 en viales a 4°C.

5. Obtencion del extracto hexanico, cloroformico, acetato de etilo, acuoso a partir de
particion liquido-liquido

a. Se disolvid 15 g del extracto etandlico de B. huanita y L. graveolens en etanol al 70% se
realizd una particion liquido-liquido con disolventes de diferente polaridad (hexano,
cloroformo, acetato de etilo, agua).

b. Se elimind los disolventes por destilacion a presion reducida con el fin de concentrar el

extracto (ver concentracion en rotavapor). El extracto acuoso fue sometido a liofilizacion.
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6. Evaluacion de la actividad antifungica contra hongos filamentosos

Se utilizé6 como método de referencia la actividad antifiingica de Brancato & Golding
modificado por MacRae et al descrito para dermatofitos, utilizando como control positivo
la anfotericina B, en una concentracion de Img/mL en donde mostré una actividad
antifigica positiva in vitro (60,78).
S. schenckii se utilizoé en su fase miceliar y levaduriforme y F. pedrosoi solo en su fase

miceliar.

a. Preparacion del medio de cultivo (agar-planta)

1. Se prepararon tubos con 13.5 mL de agar Saboraud.

ii. Se esterilizaron, dejando enfriar a 50°C para luego agregar 1.5 mL del extracto de la
planta a ensayar (concentracion de 10 mg/mL). Luego se agitaron. Para obtener una
concentracion final de 500 mg/mL.

iii. Luego se verti6 en cajas de Petri estériles, dejando solidificar e incubar a 36°C durante
24 horas para comprobar esterilidad.

iv. Se guardaron en refrigeracion hasta el momento de su uso.

b. Preparacion del indculo

1. Se preparo medio de Takashio (Sabouraud modificado para obtencion de esporas) con los
siguientes ingredientes: dextrosa 0.6g, Na2SO4 0.3g, KH,PO, 0.3g, peptona 0.3g y 6.0g de
agar-agar.

ii. Se disolvié en 300 mL de agua, se sirvio 10 mL en tubos con tapoén rosca, y luego se
esterilizo en autoclave y dejando solidificar con el mayor declive posible. Se incubd a 25
°C por 48 horas para descartar contaminacion.

iii. Se sembro en este medio los hongos a ensayar y se incubaron a 27°C durante 21 dias
hasta obtener un crecimiento homogéneo (aproximadamente 15 dias).

iv. Se agrego a cada tubo 2 mL de agua destilada estéril y se desprendio el hongo con ayuda
de un agitador de vidrio.

v. Se trasvaso el material obtenido a viales con tapon de rosca. Se agité durante un minuto

en vortex para luego hacer un conteo de esporas en camara de Neubauer.
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vi. La suspension de esporas preparada fue de 100 esporas/ pL = 1 x 10° esp. / mL

(aproximadamente 10 esporas por cuadrante).

c. Inoculacion del hongo

1. Se abrieron cuatro agujeros en las cajas con Agar planta en forma equidistante utilizando
campanillas de Durham de 5 mm de diametro.

ii. De la suspension de esporas se tomaron 30 pl y depositaron en los agujeros. Las cajas se
incubaron a 27°C por 14 dias.

iii. Como control negativo se utilizé una caja con agar Sabouraud y etanol al 50%, donde el

hongo creci6 en un 100%.

d. Interpretacion de resultados

1. Los didmetros de las colonias del los hongos fueron medidos en milimetros.

ii. Se calcul6 el porcentaje de inhibicion, comparando el didmetro contra el de las colonias
en las cajas de control y la actividad se determiné de la siguiente manera.

iii. Actividad positiva: extractos en lo cuales el didmetro de la colonia fue 75% menor al
control negativo.

iv. Actividad negativa: extractos en los cuales la colonia crecié mas del 25% respecto al

control negativo.

7. Evaluacion de la actividad antifingica contra hongos levaduriformes
a. Preparacion del medio de cultivo (agar-planta)
1. Se preparo agar BHI con 10% de sangre. En cada caja se sirvieron 19 mL de agary 1 mL
del exacto (1 mg/mL). Agitar. La concentracion final que se tiene es de 0.5 mg/mL.
ii. Se vertieron en cajas de Petri estériles, se dejo solidificar y se incubo a 37°C durante 24
horas para comprobar esterilidad.

1. Se guardo en refrigeracion hasta el momento de usar.

b. Preparacion del indculo para la fase levaduriforme
i. Se Prepararon cajas con 20 mL agar BHI con sangre al 10% y se incubaron a 37°C

durante 24 horas para comprobar esterilidad.
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ii. Para estimar la conversion del hongo de su fase miceliar a la levaduriforme, se sembré
en agar BHI con sangre durante 5 dias a 37°C, en ambiente de CO2 y humedad hasta
obtener un crecimiento uniforme.

iii. Se prepararon tubos con 5 mL de solucion salina estéril y se inoculo la levadura

obteniéndose una turbidez de 1 del estandar de MacFarland.

c. Inoculacion de levaduras en placa

1. En las cajas con agar-planta se inocul6 con el asa de nicromo en argolla la suspension de
levaduras, haciendo ocho estrias en el medio.

ii. Se incub6 a 36°C durante 7 dias

iii. Para el control negativo se sembro por estrias la levadura en una caja de agar BHI sin

extracto y como control positivo una caja con anfotericina B.

d. Interpretacion de resultados

i. Se observo el crecimiento de la levadura en el medio y determind como:

ii. Actividad antilevadura positiva: Ausencia de crecimiento de la levadura en el agar
planta.

iii. Actividad antilevadura negativa: Presencia de crecimiento de la levadura en el agar

planta (59).

8. Tamizaje fitoquimico de los extracto con actividad biocida a través de ensayos
macro y semimicro

La caracterizacion fitoquimica de los metabolitos secundarios presentes en las
fracciones B. huanita y L. graveolens se realizd por medio de CCF y ensayos macro y
semimicro.

En la CCF las fracciones fueron cromatografiadas con las fases moéviles adecuadas y
caracterizadas por medio de valores Rf y coloraciones obtenidas luego de asperjar con
reveladores especificos, mientras que los ensayos macro y semimicro se utilizaron para la
caracterizacioén de los metabolitos secundarios presentes en las fracciones de la muestra por

medio de la formacion de precipitados y complejos coloreados.
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a. Investigacion de alcaloides
1. Ensayos macro y semimicro: Se pesaron 1g de material vegetal. Se le agregd 2 gotas de
solucion de hidréxido de amonio al 10% (p/v), luego se afiadié 25 mL de metanol al 60°C.
Se filtro con papel Whatman No. 1 y se acidifico el filtrado con acido clorhidirico 2 N. La
solucion resultante se dividio en cuatro tubos y se evalu6 de la siguiente manera:
e Tubo 1: Se agreg6 5 gotas del reactivo de Mayer.
e Tubo 2: Se agregd 5 gotas del reactivo de Dragendorft.
e Tubo 3: Se agreg6 5 gotas del reactivo de Wagner.
e Tubo 4: Testigo.

Se usé como estandar soluciones al 1% de atropina y papaverina. Se observo durante 2

horas la existencia de precipitados, turbidez o precipitacion de complejos en los tubos.

ii. Cromatografia en capa fina: Se peso 1g de material vegetal seco y molido, se agrego 1
mL de hidroxido de amonio al 10% (p/v) y se extrajo con 5 mL de metanol. Se coloco en
bafio Maria a 60°C durante 5 minutos. Se filtro y concentro. Luego se aplicé en una placa
de silica gel 60F, utilizando como estandar una solucion de atropina y papaverina al 1% en
metanol (10 pL).

e Fase movil: Acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10), tolueno-acetato de etilo-

dietilamina (70:20:10), n-butanol-acido acético-agua (4:1:1).
e Deteccion: Reactivo de Dragendorff.

e Identificacion: Zonas de color naranja (visible).

b. Investigacion de flavonoides y antocianinas

1. Ensayos macro y semimicro: Se extrajo 3g del material vegetal pulverizado con 10 mL de
etanol al 80%, se filtro y concentro. Se enfri6 a temperatura ambiente y se triturd el residuo
con 15 mL de éter de petrdleo hasta que la extraccion fue incolora. Se disolvi6 el residuo en
30 mL de etanol al 80%, se filtro y se dividio en 5 tubos:

e Tubo 1: Se agregd 0.5 mL de acido sulfurico concentrado.

e Tubo 2: Se agreg6 4 gotas de cloruro férrico al 10% (p/v).

e Tubo 3: Se agreg6 0.5 mL de acido clorhidrico concentrado y se calentd en baio Maria

por 5 minutos (Pruebas para leucoantocianinas).
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e Tubo 4: Se agregd magnesio metalico y 0.5 mL de &cido clorhidrico concentrado.
e Tubo 5: Testigo.
Se evaluo las siguientes reacciones, cambios de color y/o formacién de precipitado

comparados con el testigo.
ii. Cromatografia en capa fina: Se extrajo 1g de material vegetal seco y pulverizado con 10
mL de metanol por 5 minutos en bafio Maria a 60 °C. Se filtro la solucion y se aplico en
una placa de silica gel 60F. Como estandar se empleo solucion de flavonoides al 0.05% en
metanol (10 pL).
o Fase movil: Acetato de etilo acido férmico &cido acético glacial agua (100:11:11:27), n-

butanol - 4cido acético agua (40:10:50).
e Deteccion: Reactivo de Productos Naturales (NP/PEG).

Solucién 1: Solucion metandlica al 1% de difenilborilxietilamina (NP).

Solucién 2: Solucion etanodlica al 5% de polietilenglicol 4000 (PEG).

e Identificacion: Fluorescencia intensa en UV a 365 nm.

c. Investigacion de antraquinonas

1. Prueba de Borntrager: Se extrajo 3g de material vegetal pulverizado con 10 mL de etanol
al 80%, se filtro y se concentro en baiio Maria (60°C). Se disolvi6 el residuo con 30 mL de
agua destilada y se filtr6. Luego se extrajo con 10 mL de benceno. A la fase bencénica se le
anadido 5 mL de solucion de test de amonio y se agito. Se observo cambios de color en la
fase alcalino (color rojo, rosado: positivo).

ii. Prueba de Borntrager modificado: Se calentd 0.3g de material vegetal pulverizado con
10 mL de hidréxido de potasio alcohdlico 0.5 Ny 1 mL de peroxido de hidrogeno al 3% y
se calent6 por 10 minutos en bafio Maria a 60°C. Se afiadié 10 gotas de acido acético
glacial para acidificar. Luego se extrajo con 10 mL de benceno. A la capa bencénica se le
adiciono 5 mL de solucion de prueba de amonio y se agito. Se observo cambios de color en
fase alcalina (color rojo, rosado: positivo).

iii. Cromatografia en capa fina: Se extrajo 0.5g de material vegeta seco pulverizado con 5
mL de metanol en bafio Maria a 60°C durante 5 minutos. Se filtro y aplico 10uL en la
cromatoplaca de silica gel 60 F.

e Estandar: Solucién al 0.1% en metanol de Antraquinonas (10uL).
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o Fase movil: Acetato de etilo-metanol-agua (100:17:13).
e Deteccion: Solucion etanolica de hidroxido de potasio al 10%.
o Identificacion:
v' Antraquinonas: Zonas rojas en visible y fluorescencia roja en UV a 365 nm.
v Antronas y antralonas: Zonas amarillas en visible y fluorescencia amarilla en UV a

365 nm.

d. Investigacion de cumarinas

1. Ensayos macro y semimicro: Se midié SmL de extracto vegetal metanolico. Se agrego 1
mL de agua destilada hirviendo. Con un capilar se aplico 2 manchas en papel filtro. A una
mancha se le agrego6 1 gota de hidroxido de potasio 0.5 N. Luego se observo bajo luz UV a
365 nm (fluorescencia azul o verde: positivo).

il. Cromatografia en capa fina: A 1g de material vegetal se le adicion6 10 mL de metanol y
se calentd 30 minutos en bafio Maria. Se filtro y evaporo hasta obtener 1 mL. Se aplico 20
uL en una cromatoplaca de silica gel 60 F. Se utilizo como estandar canela en metanol al
1%.

o Fase movil: Tolueno-acetato de etilo (93:7).

e Deteccion: Solucion etandlica de hidroxido de potasio al 5 6 10%.

e Identificacion: Fluorescencia azul o verde a 365 nm UV.

e.Investigacion de saponinas

i. Prueba de espuma:

e Tubo 1: 100 mg de material vegetal pulverizado y seco.
e Tubo 2: 2 mL de control de saponinas (0.5%).

e Tubo 3: 2 mL de agua.

A cada tubo se adiciono 10 mL de agua destilada. Se calent6 en bafio Maria a 60°C
durante 30 minutos. Se dejo enfriar, se taparon los tubos, se agitaron vigorosamente 35
segundos. Se dejo reposar los tubos durante 30 minutos. Se observo la formacion de capa
de espuma. Si una capa de espuma mayor de 3 cm persistente en la superficie liquida

después de 30 minutos se presume la presencia de saponinas.
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ii. Cromatografia en capa fina: A 2 g de material vegetal seco, se extrajo 10 mL de etanol al

70% con reflujo por 10 minutos. Se evaporo a 5 mL y se aplico 30 pL en una cromatoplaca

de silica gel 60 F.

o Estandar de saponinas al 0.1% en metanol (10 pL).

e Fase movil: Cloroformo-metanol-agua (64:50:10), n-butanol-acido acético-agua
(50:10:40).

e Deteccion: Reactivo de sangre. Zonas hemoliticas en fondo rojo.

e (Reactivo de Liebermann-Burchard: UV 365 nm o VIS zonas azules y verdes de
saponinas esteroidales, rojas y violetas de triterpenoides).

e Reactivo de Komarowsky: Zonas azules, amarillas y rojas.

e Vainillina 4cido sulfurico y anisaldehido 4cido sulfurico: Zonas azules, violetas,

amarillentas.

f. Investigacion de principios amargos

i. Cromatografia en capa fina: Se calentd 1g de material vegetal con 10 mL de metanol en

bafio Maria a 60°C por 10 minutos. Se dejo evaporar y se filtro a 2 mL. Se aplicé en la

cromatoplaca.

o Estandar: Artemisina al 1% en metanol (20 pL).

o Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua (77:15:8) y cloroformo- metanol (95:5).

o Deteccion: Vainillina &acido sulfurico, anisaldehido acido sulfurico. Zonas rojas-
violetas, cafes-rojas, azules-verdes (visible).

o Reactivo de Liebermann-Buchard: UV 365 nm: Gris, café; VIS: Café oscuro, gris.

g. Investigacion de taninos

1. Ensayos macro y semimicro: Se extrajo 10g de material vegetal pulverizado con 30 mL
de etanol al 80%, se filtro y dejo evaporar a sequedad. Se afiadié 25 mL de agua caliente al
residuo y se agito con varilla y se dejo enfriar. Se agreg6 1 mL de solucion de cloruro de
sodio al 10% y se filtro. Se adiciono 3 mL del filtrado a 4 tubos de ensayo:

e Tubo 1: Testigo.

e Tubo 2: Se agregd 4 gotas de solucion de gelatina al 1% (p/v). Se observoé la formacion

de precipitado o foculos evidentes.
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o Tubo 3: Se agregd 4 gotas de gelatina-sal (1% de gelatina y cloruro de sodio al 10%).
Se observo la formacion de precipitado o foculos evidentes.
e Tubo 4: Se agregd 4 gotas de solucion de cloruro férrico al 10% (p/v). Se observod

coloracion negro-azulado tipo pirogalol, coloracidon grisacea-negro tipo catecol.

h. Investigacion de aceites volatiles

i. Cromatografia en capa fina:

e Me¢étodo A: Se extrajo 1g de material vegetal pulverizado con 10 mL de diclorometano
se agito por 15 minutos. Se filtro y se dejo evaporar en bafio Maria (60°C) a sequedad.

Se disolvio en 1 mL de tolueno y se aplico 35 pL en la cromatoplaca de silicagel 60 F.

e Me¢étodo B: Se peso 18 g de material vegetal y se destilo con arrastre de vapor por 1
hora. Se recolecto el aceite esencial en xileno. Se disolvio la solucion de aceite en
xileno con tolueno 1:5 y se aplico 5 pL (1:10) en la cromatoplaca de silica gel 60 F.

e Estandar: Solucién de tolueno 1:30 de metanol, timol, anisaldehido, acetol, 1,8-cineol
(3 ub).

o Fase movil: Tolueno-acetato de etilo (93:7).

e Deteccion: Anisaldehido-acido sulftrico, vainillina— acido sulfurico.

Identificacion: Zonas azules verdes, rojas y cafés en visible
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9. Disefio estadistico

1. Tipo de estudio

Experimental. Disefio no probabilistico, a conveniencia, en el cual se determinara la
actividad biocida (antifingica) del extracto etandlico de la flor de B. huanita y hoja de
L.graveolens y sus particiones obtenidas por polaridad creciente (hexanica, cloroformica,
acetato de etilo y acuosa).

Para la realizacion de la actividad antifingica se utilizard, estadistica no paramétrica
con criterio de positividad visual (si presentd crecimiento homogéneo hay actividad
negativa, ausencia de crecimiento hay actividad positiva) realizando cuatro réplicas por
extracto y posteriormente se determinara la concentracion minima inhibitoria (CIM).

La determinacion de alcaloides, flavonoides, antocianinas, antraquinonas,
cumarinas, saponinas, principios amargos, taninos y aceites voldtiles se realizard por

medicion de Rf, ensayos macro y semimicro de reacciones de coloracion y precipitacion.

2. Variables de interés
Variable independiente: plantas nativas guatemaltecas
Variable dependiente: actividad antifungica o antilevadura de los extractos etandlicos y

sus particiones.
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VIIl. RESULTADOS

A. Obtencion de particiones

Se prepararon cinco particiones a partir de los extractos crudos de la flor de B. huanita
y la hoja de L. graveolens utilizadas popularmente en medicina natural (hexanicas,
cloroférmicas, acetato de etilo, acuosas), obteniéndose el porcentaje de rendimiento de cada
uno, a partir de los gramos del extracto etandlico y los gramos de cada una de las

particiones obtenidas como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Rendimiento del proceso de particion del extracto crudo de las plantas

Planta Particion Peso (g) Rendimiento (%)

Lippia graveolens Etanolica 76.60 38.30
Hexénica 1.38 6.90

Cloroférmica 13.51 67.55

Acetato de etilo 0.86 4.30

Acuosa 0.45 2.25

Bourreria huanita Etanolica 137.90 25.30
Hexanica 1.80 9.00
Cloroférmica 3.00 15.00

Acetato de etilo 1.20 6.00

Acuosa 1.07 5.35

B. Actividad antifingica

En el tamizaje antifungico preliminar se determind la actividad de los extractos
etanolicos obtenidos y sus respectivas particiones: hexanica, cloroférmica, acetato de etilo
y acuosa, contra la fase miceliar de S. schenckii y F. pedrosoi, en donde se observd que el
extracto etandlico y sus particiones hexanica y cloroféormica de la hoja L. graveolens
demostraron actividad a una concentraciéon de 1 mg/mL. Mientras que las otras particiones
de L. graveolens (acetato de etilo y acuosa) junto con las particiones de B. huanita no

presentaron ninguna actividad (Tablas 2 y 3).
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Tabla 2. Tamizaje preliminar de la actividad antifungica contra la fase miceliar y

levaduriforme de Sporothrix schenckii y la fase miceliar de Fonsecaea pedrosoi

Planta Extracto F. pedrosoi S. schenckii S. schenckii
/Particion miceliar miceliar levaduriforme
Lippia Etanoélica + + -
graveolens
Hexanica + + +
Cloroférmica + - -

Acetato de etilo - - -

Acuosa - - -

Bourreria Etanoélica - - -
huanita

Hexanica - - ;

Cloroférmica - - -

Acetato de etilo - - -

Acuosa - - -

(+) Actividad positiva a una concentraciéon de 1 mg/mL

(-) Actividad negativa a una concentracion de 1 mg/mL

C. Concentracion inhibitoria minima (CIM):

Al extracto y las particiones de L. graveolens que presentaron actividad contra la
fase miceliar y levaduriforme de S. schenckii y contra la fase miceliar de F. pedrosoi, se les
determiné la concentracion inhibitoria minima (CIM), obteniéndose un CIM de 1.0 mg/mL
para las particiones hexanica y cloroformica y de 0.25 mg/mL para el extracto etanolico,
contra la fase miceliar de S. schenckii y para la fase levaduriforme de 0.5 mg/mL para
particion hexanica. Con F. pedrosoi, el extracto etandlico y su particion cloroférmica
presentaron una CIM de 0.5 mg/mL y 1mg/mL para la particion hexdnica como se detalla

en la Tabla 3.
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Tabla 3. CIM del extracto crudo y las particiones de Lippia graveolens con actividad a
una concentracion 1 mg/mL contra la fase miceliar y levaduriforme de Sporothrix

schenckii y contra la fase miceliar de Fonsecaea pedrosoi

Extracto/Particion S. schenckii S. schenckii F. pedrosoi
levaduriforme miceliar miceliar
Etanolica 0.25 0.5
Hexanica 0.5 1.0 1.0
Cloroformica 1.0 0.5

D. Tamizaje fitoquimico

Haciendo uso de ensayos macro, semimicro y cromatografia en capa fina, se
encontraron metabolitos secundarios presentes en los extractos etanolicos y sus particiones
hexanica y cloroformica de L. graveolens. En las tablas 4 a la 11 se exponen los
metabolitos hallados, asi como las fases moviles y métodos de deteccion empleados.

La tabla 4 muestra los resultados de la determinacion de alcaloides, donde se pudieron
observar una banda para la particion hexdnica con un Rf de 0.94, para la particion
cloroférmica y el extracto etanolico se observaron dos bandas con Rf de 0.22, 0.90 y de

0.22, 0.88 respectivamente.

Tabla 4. Tamizaje fitoquimico de Alcaloides

Extracto / Particion Mayer Dragendorff Wagner CCF~
Hexanica Positivo Positivo Positivo  Verde, Rf: 0.94
Cloroférmica Positivo Positivo Positivo  Verde, Rf: 0.90, 0.22
Etanodlico Positivo Positivo Positivo  Verde, Rf: 0.88, 0.22

Revelador: Dragendorff. Fase movil: Tolueno - acetato de etilo - dietilamina (14:4:2).
Estandares: Ajmalina, papaverina, atropina, brucina y reserpina; color naranja en visible.
*Cromatografia de capa fina.
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La tabla 5 detalla los resultados obtenidos de la determinacion de flavonoides se
puede observar que para la particion hexanica solo se mostrd una banda con un Rf de 0.90
para la particion cloroformica hay dos bandas con Rf de 0.80 y 0.91 respectivamente y para
el extracto etandlico se obtuvo la separacion de cuatro bandas con Rf de 0.19, 0.58, 0.78 y

0.91.

Tabla 5. Tamizaje fitoquimico de Flavonoides

Extracto/

Particion CCF*

Hexanica Amarillo verde, Rf: 0.90.
Cloroférmica Naranja Rf: 0.91 y 0.80

Etanolico Naranja, verde, Rf: 0.19, 0.58, 0.78 y 0.91

Revelador: NP/PEG. Fase movil: Acetato de etilo-acido formico-acido acético glacial- agua (20:2.2:2.2:5.4). Estandares:
Acido clorogénico, color amarillo — verde; Quercetina: color naranja; todos bajo luz UV a 365 nm.
*Cromatografia de capa fina.

En la determinacion de antraquinonas se determindé una banda para la particion
hexanica y dos bandas para la particion cloroformica y el extracto etanolico con Rf de 0.92,

0.91, 0.88, 0.92 y 0.88 respectivamente, como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Tamizaje fitoquimico de antraquinonas

Extracto Prueba de Borntrager CCF*
[Particion

Hexanica Negativo Café verde Rf: 0.92
Cloroformica Negativo Café¢ verde Rf: 0.91 y 0.88
Etanolica Negativo Café¢ verde Rf: 0.92 y 0.88

Revelador: Vainillina / acido sulfurico Fase movil: Acetato de etilo — metanol - agua (25:4.3:3.3).
Estandares: Sen, color rojo-verde (Rf: 0. 41); bajo luz UV a 365 nm.
*Cromatografia de capa fina.
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En la determinacion de cumarinas se obtuvo una banda para las particiones hexanica
y cloroférmica con Rf de 0.90 para cada uno y dos bandas para el extracto etandlico, con Rf

de 0.90 y 0.81, como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Tamizaje fitoquimico de Cumarinas

Extracto /Particion Ensayo macro
Hexanica Café-verde Rf: 0.90 negativo.
Cloroférmica Incoloro, verde Rf: 0.90 negativo.
Etanolico Amarillo-verde Rf0.90, incoloro negativo

Revelador: Hidroxido de potasio 0.5 N. Estandares: Cumarinas, color azul-verde bajo luz UV a 365 nm.

En la determinacion de saponinas, se obtuvo una banda en la particion hexdnica con
un Rf de 0.92 y para la particion cloroférmica y extracto etandlico, tres bandas para cada
una, con Rf de 0.69, 0.85 y 0.92 para el primero y 0.66, 0.86 y 0.92 para la segunda

particion, como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Tamizaje fitoquimico de Saponinas

Extracto/

Particion Test de espuma CCF*

Hexanica Negativo Incoloro Rf 0.92
Cloroférmica Negativo Café verde Rf 0.69 0.85y 0.92
Etanodlico Negativo Violeta, café Incoloro Rf 0.66, 0.86 y 0.92

Revelador: Vainillina- acido sulfirico Fase movil: n-butanol, acido acético, agua (25:5:20) Estandares: Solucion de
saponinas, color amarillo (Rf: 0.84); Colesterol: violeta (Rf: 0.85) Ginsenosido
*Cromatografia de capa fina.

En la tabla 9 se puede observar la determinacion de principios amargos, con la
aparicion de dos bandas para las particiones hexanica y cloroférmica con Rf de 0.09, 0.91 y
0.79, 0.90 para cada uno y para el extracto etanolico tres bandas con Rf de 0.71, 0.79 y
0.90.
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Tabla 9. Tamizaje fitoquimico de Principios amargos

Extracto/ Particion CCF*

Hexanica Caf¢ incoloro: Rf: 0.09 y 0.91
Cloroférmica Café verde, incoloro: Rf: 0.79 y 0.90
Etanolico Café verde, verde y incoloro: Rf: 0.71, 0.79 y 0.90

Revelador: Vainillina / acido sulfirico al 5 %. . Fase movil: Acetato de etilo — metanol - agua (15.4:3:1.6). Estandares:
Naringina, color naranja (Rf: 0.92).
*Cromatografia de capa fina.

En la tabla 10 se observa que la particion hexanica y el extracto etanolico tienen
presencia de precipitados positivo para taninos. En la determinacion de aceites volatiles se
observaron cuatro bandas para la particion hexanica con Rf de 0.18, 0.32, 0.56 y 0.92, para
particion cloroférmica dos bandas con Rf de 0.18 y 0.25 y cinco bandas para el extracto

etanolico con Rf de 0.16, 0.25, 0.32, 0.49 y 0.92, como se detalla en la tabla 11.

Tabla 10. Tamizaje fitoquimico de Taninos

Extracto/ Gelatinaal 1% p/v. Gelatina-sal Cloruro férrico
Particion al1%
Hexanica Positivo Positivo Positivo
Cloroférmica Negativo Negativo Negativo
Etanolico Positivo Positivo Positivo

Gelatina al 1 %: precipitado blanco, positivo. Gelatina sal: formacion de precipitado, positivo. Cloruro férrico al 1 %:
color azul a negro, positivo.
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Tabla 11. Tamizaje fitoquimico de Aceites volatiles

Extracto/ Particion CCF*

Hexanica Naranja rojo Rf: 0.18, 0.32, 0.56 y 0.92
Cloroférmica Caf¢ azul Rf 0.18 y 0.25

Etanodlica Verde, café naranja Rf: 0.16, 0.25, 0.32, 0.49 y 0.92

Revelador: Vainillina / acido sulfarico Fase movil: Tolueno-acetato de etilo (93:7).  Estandares: Eugenol, color
naranja; linalool, color azul; timol, rojo; carvacrol, color azul-violeta.
*Cromatografia de capa fina.

En la tabla 12 se puede observar que la flor B. huanita presenta los metabolitos
secundarios siguientes: alcaloides, flavonoides, taninos y aceites volatiles en el extracto
etandlico y sus particiones hexanica y cloroformica, los cuales se determinaron por la

observacion y comparacion se sus bandas y valores de Rf.

Tabla 12. Tamizaje fitoquimico de la flor B. huanita

Extracto/ Metabolito secundario Rf / precipitacion
Particion
Hexanica Alcaloides, aceites volatiles 0.88, 0.22, 0.95 presencia de
precipitados
Cloroférmica Alcaloides, taninos, flavonoides 0.85, 0.90, 0.78 precipitados

Etanolico Alcaloides, flavonoides,tanios 0.91, 0.85, 0.96 precipitados
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se realizd la particion de los extractos etandlicos de la hoja de
L. graveolens y la flor de B. huanita, obteniéndose sus particiones por orden creciente de
polaridad utilizando la metodologia de particion liquido-liquido. Se utilizaron las
particiones hexanica, cloroformica, acetato de etilo y acuosa. El rendimiento fue mayor
para las particiones cloroformica (67.55 y 15% respectivamente), mientras que las
particiones obtenidas con acetato de etilo fueron las de menor rendimiento (4.3 y 6 %).

Es importante considerar el porcentaje de rendimiento de un extracto o fraccion ya
que cuando se evaluan las diversas actividades biocidas, un buen rendimiento garantiza una
mayor cantidad de metabolitos responsables de la actividad (62). El rendimiento permite
ademas determinar la dosis que se administrara con fines terapéuticos o el desarrollo una
droga nueva (65).

El ensayo antifingico se realizé utilizando la metodologia descrita por Brancato &
Golding modificado por MacRae et al. (61) para hongos filamentosos. Se determino la
actividad contra los hongos S. schenckii tanto en su fase miceliar (saprobia) como en su
fase levaduriforme (parasitica) y F. pedrosoi solamente en su fase miceliar. Dicha actividad
se realizo para las cinco particiones obtenidas de cada extracto crudo.

Los resultados del tamizaje de la actividad antifingica de los extractos y sus
particiones, evidenciaron que la fase miceliar de los hongos fue susceptible al extracto
etandlico y a dos particiones de la hoja de L. graveolens (hexanica, cloroférmica) y la fase
levaduriforme solo la particién hexanica de L. graveolens.

A las particiones que evidenciaron actividad antifungica en la fase de tamizaje se les
determiné la CIM, utilizando diluciones seriadas de las muestras y evaluandolas contra los
hongos a los que presentaron actividad. Para F. pedrosoi se obtuvo una CIM de 0.5 mg/mL
con el extracto etanodlico y su particion cloroféormica y 0.25 mg/mL en la particion
hexanica. La fase miceliar de S. schenckii fue susceptible a las particiones de hexanica y
cloroformica a una CIM de 1 mg/mL y para el extracto etandlico a 0.5 mg/mL. El ensayo
de la actividad contra la fase levaduriforme de S. schenckii present6 actividad unicamente

con la particién de hexanica a una CIM de 0.5 mg/mL.
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La concentracion a la cual actiia un antifingico a determinada CIM se debe a la
cantidad de compuestos activos presentes en el extracto. Por lo que se puede deducir que la
particion hexanica de L. graveolens actua por diferentes mecanismos de accion frente a la
célula fungica, ya que morfologicamente y estructuralmente la composicion de la
membrana de la levadura y el micelio del hongo son distintos y por tanto se van a ver
afectados de diferente forma por los antifungicos. Es posible que los compuestos activos
presentes en los extractos de las plantas inhiban la biosintesis de ergosterol o de otros
esteroles, lesionando la pared celular fungica y alterando su permeabilidad; como
consecuencia se produce la pérdida de elementos intracelulares. Otro posible mecanismo
antifungico es la inhibicion de la biosintesis de triglicéridos y fosfolipidos o la inhibicion de
la actividad enzimatica oxidativa y peroxidativa, lo que conlleva a la acumulacion de
concentraciones toxicas de peroxido de hidrégeno, que contribuyen al deterioro de los
organos subcelulares y necrosis celular (22).

Los resultados anteriores reafirman el hecho que L. graveolens sea utilizada
popularmente para afecciones dérmicas (cicatrizacion de heridas, afecciones en la piel y
llagas) (15, 16).

Para esta especie se han identificado componentes quimicos como el carvacrol,
timol y eucaliptol, los cuales podrian ser los responsables de la actividad antifungica contra
F. pedrosoi y S. schenckii, ya que estos han demostrado tener actividad fungicida contra
otro tipo de hongos levaduriformes como Candida albicans (15).

La caracterizacion fitoquimica se realizo a través de ensayos macro y semimicro,
cromatografia en capa fina (CCF) utilizdndose estdndares conocidos para comparar los
posibles metabolitos presentes en las particiones, a las cuales se les atribuye su actividad
farmacologica.

En el tamizaje fitoquimico se determindé que las particiones de la hoja de L.
graveolens que demostraron actividad positiva presentaron metabolitos secundarios tales
como: aceites volatiles, taninos, alcaloides y flavonoides. Estos metabolitos secundarios
caracterizados por medio de CCF pueden ser los responsables de la actividad biologica de
las particiones y las propiedades farmacoldgicas atribuidas, como en el caso de los
flavonoides que a menudo son antiinflamatorios, antiespasmoddicos, citostaticos y

antibacterianos (62, 64, 66).
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Se realiz6 la prueba de aceites volatiles para confirmar la presencia de los mismos
en las particiones y se pudo observar la presencia de eugenol y linalool en las tres
particiones.

Al realizar la prueba de taninos en las tres particiones, se observé la formacion de
precipitado y cambio de coloracion, al agregar cloruro férrico las soluciones se tornaron de
color negro-azulado por lo que se puede decir hay presencia de taninos tipo pirogalol.

Se realizo la prueba de alcaloides para confirmar la presencia de éstos se observo un
resultado positivo, porque se formaron precipitados en las muestras.

Se realiz6 la prueba de flavonoides en donde se determiné la presencia de acido
clorogénico y quercetina, observando bandas del mismo color y con el mismo Rf tanto para
los estandares aplicados como para las particiones.

En el tamizaje fitoquimico se determind que las particiones de la flor de B. huanita
que aunque no hayan presentado actividad se les determino la presencia de los metabolitos
secundarios tales como: aceites volatiles, taninos, alcaloides y flavonoides. Estos

metabolitos secundarios caracterizados por medio de CCF.
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X.  CONCLUSIONES

De los 2 extractos y 8 particiones evaluadas en el estudio, Unicamente el extracto
etandlico y las particiones hexanica y cloroformica de la hoja de L. graveolens, poseen

actividad antifingica contra la fase miceliar S. schenckii y F. pedrosoi.

El extracto etandlico de la hoja de L. graveolens present6 la mejor actividad antifungica

contra S. schenckii en su fase miceliar (0.25 mg/mL).

La particion hexanica de la hoja de L. graveolens fue la tinica que presentd actividad

antilevadura a una concentracion inhibitoria minima de 0.5 mg/mL, contra S. schenckii.

Los metabolitos secundarios identificados en el extracto etanodlico y en sus particiones
hexanica y cloroférmica de la hoja de L. graveolens fueron: Aceites volatiles, taninos,

flavonoides, alcaloides y saponinas.

Los metabolitos secundarios identificados en el extracto etandlico y en sus particiones
hexanica y cloroformica de la flor de B. huanita fueron: alcaloides, flavonoides, taninos

y aceites volatiles.
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XlI. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antifungica contra F. pedrosoi y S. schenckii con otras plantas
utilizadas popularmente para las afecciones subcutaneas, para proporcionar nuevas

alternativas de tratamiento para la cromoblastomicosis y esporotricosis.

Realizar estudios en donde se utilice la fase parasitica del hongo F. pedrosoi para
conocer si los extractos o particiones que ya han presentado actividad actlian de igual

manera en la fase miceliar que en la fase saprobia.

Evaluar la actividad farmacoldgica de las particiones de L. graveolens con el objetivo
de wvalidar las propiedades medicinales (cicatrizacion de heridas, antipirética,

analgésica, antiinflamatoria, afecciones respiratorias) que se le atribuyen popularmente.

Determinar la actividad de otros 6rganos de B. huanita contra otros microorganismos,
con el proposito de contar con mayor informaciéon y poder validar sus propiedades

medicinales popularmente atribuidos.
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