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RESUMEN

Las micosis subcutaneas son afecciones que se adquieren por un traumatismo en la piel con material infectado, produciéndose una
lesion en €l sitio de inoculacion, como en el caso de lacromoblastomicosis producida por Fonsecaea pedrosoi o bien, se disemina por via
linfética corno la esporotricosis producida por Sporothrix schencki. El diagnéstico se lleva a cabo mediante el examen en fresco del
material de lalesiéon y se confirma con cultivo. Los tratamientos difieren enormemente, para la primera, consiste en procedimientos
quirdrgicos invasivos y en drogas poco selectivasy toxicas; para la segunda se utiliza €l yoduro de potasio y laanfotericina B. los cuales,
a pesar de su efectividad, producen efectos secundarios severos que son a veces irreversibles. Por lo tanto la busgqueda de actividad
antiflngica en productos naturales es una alternativa para el desarrollo de nuevos tratamientos contra estas micosis.

Seinvestigo la actividad antifingica de 17 extractos, de 12 plantas usadas medicinal mente en Guatemala, principal mente para €l
tratamiento de afecciones dérmicas. Cepas de ambos bongos se cultivaron y luego se estableci6é un bioensayo in vitro, adaptando el
método para hongos filamentosos descrito por Brancato & Golding modificado por MacRae et ai., estandarizado para una prueba de
tamizaje (1 mg/mL) y para determinarla concentracion inhibitoria minima.

Se demostro actividad en concentraciones <1 mg/mL cu 12 especies, sobresaliendo Lippia graveolens quien demostré actividad
contraambos bongosy Valeriana prionophyllacon unaacti vidad de 0.025 mg/mL. Mediante procedi mientos defraccionamiento biodirigido
corresponde ahora aislar y caracterizar las mol éculas responsablesde laactividad, parainiciar sus estudios farmacodindmicos y mecanisticos
gue permitan proponer un tratamiento Util contraestas patologias poco estudiadas.
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INTRODUCCION e n

i i

Las micosis subcutaneas son enfermedades infecciosas il A

crénicas cuyos tratamientos di sponibles no son tan efectivos como
se quisiera.

La esporotricosis es una micosis que puede afectar tejido o
cuténeo o subcutaneo, diseminarse a vasos linfaticos adyacentes k ' I Fw k\
y afectar distintos 6rganos internos. Es causada por el hongo ' ; i
dimérfico Sporothrix  schenckd, el cual se encuentra distribuido
ampliamente en lanaturaleza, con focos endémicos al rededor del
mundo (1). (Figura |) En Guatemala es la micosis subcutanea
més importante (2-5). Los medicamentos de eleccion utilizados
para su tratamiento son € yoduro de potasio en esporotricosis
cutaneay laanfotericina B en los casos de esporotricosis pulmonar
y diseminada. Aunque son muy efectivos, dichos farmacos
provocan efectos secundarios muy agresivos y pueden llegar a
dafar otros érganos por su prolongado tiempo de administracion
(6-112).
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Figural, Crecimientoinvitrode Sporothrix schenekii
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La cromoblastomicosis es una micosis subcutinea que
resulta de la implantacién traumdtica del hongo en la piel.
También se le conoce como dermatitis verrucosa por el aspecto
de sus lesiones vy estd limitada al tejido cutdneo y subcutineo.
Presenta una hiperplasia caracterizada por la formacion de
verrugas v nddulos cutdneos. Estd confinada especialmente a
piernas y pies, pero puede presentarse en manos, orejas, pecho,
abdomen y otras superficies. Es causada por hongos saprofitos
del suelo (1.6), en Guatemala el dnico agente descrito es
Fonsecaea pedrosot (4). Su diagndstico se basa en las
caracteristicas clinicas de la lesion y en el analisis micoldgico
(1). El tratamiento consiste en procedimientos invasives
quirdrgicos y en drogas poco selectivas como la anfotericina B,
sola o en combinacion con S-fluorocitosina y otras drogas que
estdn siendo estudiadas actualmente (1.12-22).

Como las enfermedades fingicas han ido en aumento y los
farmacos no son completamente efectivos, aparte de ser 1xicos,
se requiere und intensa biisqueda en la naturaleza de nuevas alter-
nativas de tratamiento. El uso de plantas medicinales para el
tratamiento de ciertas enfermedades ha sido una prictica
desarrollada a lo largo de la historia. En la actualidad se busca
que las plantas no sélo sean materia prima para el tratamiento de
enfermedades, sino que sirvan como modelo para la produccion
de medicamentos sintéticos con la identificacion estructural de
sus componentes quimicos activos que le confieren su propicdad
curativa. Estudios previos realizados por nosotros han demostrado
la actividad contra dermatofitos causantes de micosis cutdneas
(23-24).

Figura 2: Crecimiento en virre de Fonsecaea pedrosi
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El objetivo del estudio fue la bisqueda de actividad cc
los dos hongos subcutdncos, aprovechando la amplia divers
batédnica de la regién y usando un bioensayo estandarizado cc
hongos no estudiados previamente.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de las plantas

La seleccidn de las plantas se realizd con base en
criterios: primero, plantas de uso medicinal reportado cc
enfermedades cutineas sugestivas de micosis; y segundo, plz
de las cuales no se tiene registro de actividad antilingica
que poseen propiedades antibacterianas o antiparasitarias qu
hacen efectivas en el tratamiento de otras afecciones.

Las plantas seleccionadas fueron: hoja de Comn
pyramidata 1. (Tor lila); hierba de Hypericum uliginosum 1
(mil Mores); hoja de Lippia graveolens HBK (orégano): ta
hoja de Quercus crispifolia Trelease {encino); hoja/flor de S
lavanduloides HBK (salvia de monte); hoja de Senna ala
(barajillo}; hoja. tallo. raiz v fruto de Smilax domingensis
(zarzaparrilla); hoja de Selanwm americanion Miller (macuy):
v corteza de Strerculia apetala Jacq (castafio); hoja de Tube
rosea Bertol (matilisguate); tallo de Tithonia diversifolia H
(mirasol} v raiz de Valeriana prionophyvila Standl (valeri:
(Figura 3).

Tigura 3: Plantas con actividad biocida
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Obtencidn de extractos

Los extractos etandlicos fucron proporcionados por el
I zhoratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia,
0= cuales se obtuvieron por percolacién y concentracién en
sotavapor de material de la planta seca.

Establecimiento de los bioensayos

Se utilizaron tres aislamientos de ambos hongos provenientes
de muestras clinicas de pacientes, los cuales fueron
proporcionados por el Servicio de Micologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos.
Se evaluaron las curvas de crecimiento de ambos hongos a 25°C
v en vista que las tres cepas tuvieron un crecimiento similar v un
mismo patron de antibidticos, se escogid la cepa de cada especie
que tuvo mejor desarrollo,

Evaluacion de la actividad antifingica

Para la evaluacion de la actividad antifiingica se adaptd el
método para hongos filamentosos descrito por Brancato v Golding
(23) modificado por MacRae ef al. (24). El procedimiento
brevemente consiste en preparar cajas de Petri con una
concentracion de 1 mg/mL del extracto en agar Sabouraud,
perforar cuatro agujeros equidistantes. inocular una suspensién
de 3x10" esporas obtenida en medio Takashio e incubar a 25°C
(25).

En el ensayo se utilizd como control positivo agar Sabouraud
con anfotericina B (1 mg/mL) y como control negativo agar
Sabouraud con ctanol al 50%. Para cada ensayvo sc realizaron
ocho repeticiones (25-26). Para la CIM se hicieron ensayos
similares pero usando concentraciones decrecientes del extracto
a partir de | mg/mL (Figura 4).

La concentracion inicial para el tamizaje de la actividad fue
una concentracion de 1 mg/mL. Se determind como actividad
positiva aquellos extractos en los que hubo ausencia de
crecimiento del hongo y se consideraron negativos aquellos en
los que se presentd crecimiento. los datos fueron tabulados y
analizados. Fue aplicada la prueba de hipétesis binomial tanto
en el tamizaje inicial, como en la determinacion de la
concenlracién inhibitoria minima (CIM} (p=0.038; 96.2% dec
confiabilidad).

| F. pedroso

Fieura 4: Control positive v negativo del hioensayo antiflingico.

RESULTADOS
Obtencion de extractos

El porcentaje de rendimiento fue calculado con base en los
gramos de extracto obtenidos y el peso del material vegetal seco,
como se muestra en la Tabla 1,

Tabla 1. Extractos de plantas seleccionadas para el
tamizaje antifiingico contra Sporothrix schenckii y
Fonsecaea pedrosoi

Procedencia Parte  Procedencia *Herbario Rendimiento
C. pyramidata hoja Cobin 724 15.60
H. uliginosum hierba Tacana 970 19.50
L, zraveolens hoja Las Minas 604 9.20
Q. crispifolia hoja Las Minas 754 3.60
Q. erispifolia Lallo Las Minas 754 16.50
S, lavanduloides  hoja-flor Tacand 735 17.70
S, alata hoja Samayac 154 17.97
S, domingensis hoja Samayac 662 3401
8. domingensis tallo Samayac 662 40.4
S, domingensis raiz Samayac 662 2150
S, damingensis flor Samavac 662 SES2
S, americanum hoja Samayac 204 6.72
S. apetala hoja Petén 280 10.22
S. apetala cortezy Petén 280 23.56
T. rosea hoja Jalapa 343 10.1
T. diversifolia tallo Samayac 684 11.39
V. prionophylla Tz Nebaj 906 37.00

# Niimero en el Herbario de Laboratorio FARMAYA
Validacion de la metodologia

El método para hongos filamentosos descrito por Brancato
y Golding y modificado por MacRae er al., fue adaptado para la
fase miceliar de 8. schenckii, obleniéndose su curva de
crecimicnto con un desarrollo maximo a los 21 dias de incubacidn
(Grifica I); para F. pedrosoi se observd que la curva de
crecimicnto cra mas lenta, por lo que su desarrollo mdximo se
alcanz6 a los 23 dias (Grélica 2).

Grafica 1. Curva de crecimiento de
Sporothrix schenckii
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Grifica 2. Curva de crecimiento de
Fonsecaea pedrosot

Actividad antifungica

El tamizaje antifingico de 1a fase miceliar de ambos hongos
demostré actividad con la hoja de L. graveolens y tnicamente
para §. schenckii la raiz de V. prionophylla a una concentracion
de 1 mg/mL como punto de corl. La determinacion de la CIM de
los extractos positivos demostrd actividad de 0.1 mg/mL con L.
graveolens y de 0.025 mg/mL para V. prionophylla (Tabla 2). En
el tamizaje de los extractos contra la fase levaduriforme de §.
schenckii se obtuvo actividad de 0.25 mg/mL para hierba de H.
wliginosum y allo de S. domingensis; y de 0.5 mg/mL para hoja
de L. graveolens, hoja-flor de S. lavanduloides, hoja de S, alaia
y raiz de V. prionophylla (Tabla 2).

Tabla 2 Tamizaje antifingico de los 17
extractos seleccionados contra la fase miceliar
de S. schenckii y F. pedrosoi v la fase
levaduriforme de 8. schenckii (mg/mL)

Especie Parte 8. schenckii F. pedrosoi S. shenckii
{micelio) {micelio) (levadura)
C. pyramidata Hoja - - -
H. uliginosum Hierba - - 0.25
L. graveoleny Hoja 1 1 0.5
0. crispifolia Hoja = -
Q. crispifolia Tallo 2 2 -
S. lavanduloides  Hoja/flor - - 0.5
S. alata Hoja - = 0.3
S. domingensis Hoja - Lo -
S. domingensis Tallo - - 0.25
8. domingensis Raiz - - -
S. domingensis Flor = - =
S. americanum Hoja - - -
8. aperala Hoja - - =
8. aperala Corteza - = 3
1. rosea Hoja - - -
T. diversifolia Tallo - - -
V. prionophylla Raiz 0.025 - 0.5

(-) Actividad negativa a una concentracién de | mg/mL
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DISCUSION

Las Grificas 1 y 2 muestran las curvas de crecimiento =
ambos hongos utilizando la metodologia de Brancato y Geldiz
para hongos filamentosos. S. schenckii se adapté al medio 2
esporulacién y desarrollé la colonia segiin lo descrito en -
literatura, obleniéndose un crecimiento maximo a los 21 dias S
incubacién; mientras que F. pedrosoi alcanzd su maxim
crecimiento a los 23 dias, razdn por la que se fijaron estos temps
de incubacién para cada biocensayo.

Los 17 extractos de las plantas seleccionadas para el tamiza
antifingico contra S. schenckii y F. pedrosoi se detallan en

Tabla 1, con sus respectivos nimeros de herbario y porcentaje 2
rendimiento.

Las Tablas 2 y 3 presentan los resultados del tamizaje de |
actividad antifingica de los extractos, considerando como pun:
de corte una concentracién de 1 mg/mL. La fase miceliar de
pedrosoi fue susceptible a un extracto (hoja de L. graveolens
la de S. schenckii a dos (hoja de L. graveolens y raiz de |
prionophylla). La fase levaduriforme de S. schenckii fue inhibic
por seis extractos (hoja de L. graveolens, hoja de S. alata, hierd
de H. uliginosum, hoja-flor de S. lavanduloides, tallo de !
domingensis y raiz de V. prionophylla).

Alos extractos con actividad antifiingica se les determino .
CIM, haciendo diluciones scriadas del extracto. Sc obtuvo par
la fase miceliar una concentracién de 0.1 mg/mL con la hoja ¢
L. graveolens en ambos hongos y de 0.025 mg/mL con la raiz ¢
V. prionophylla Gnicamente para S. schenckii.

La actividad contra la fase levaduriforme de 8. schenck
fue de 0.25 mg/mL para los extractos de hoja de L. graveolen
hoja-flor de S. lavanduloides, hoja de S. alata y raiz de |
prionophylla y de 0.25 mg/mL para hierba de H. wliginosum
tallo de 8. domingensis.

Basdndose en la literatura, se supone gue la susceptibilida
alos extractos podria deberse a que los compuestos presentes ¢
los exiractos de las plantas inhiben la biosintesis de ergosterol
de otros csteroles, lesionando la pared celular ftingica y alteranc
su permeabilidad; como consecuencia se produce la pérdida c
elementos intracelulares esenciales.

Otro posible mecanismo antifingico es la inhibicion de
biosintesis de triglicéridos y fosfolipidos o la inhibicidn de
actividad enzimatica oxidativa y peroxidativa, lo que conlleva
la acumulacién de concentraciones toxicas de perdxido c
hidrégeno, que contribuyen al deterioro de los érgant
subcelulares y necrosis celular. Sin embargo, ¢l mecanismo
aceion de los extractos activos no puede ser definido ya que r
se cuenta aln ¢on el compuesto puro respensable de la activide
ni con los bioensayos especificos que lo comprueben.
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