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I. RESUMEN

Las micosis subcutdneas son producidas por hongos que penetran en la piel a
través de un traumatismo y afectan principalmente a los tejidos subcutaneos, los vasos
linfaticos y los tejidos vecinos. La esporotricosis es la mas comdn de estas infecciones y
es causada por el hongo dimorfico Sporothrix schenckii, que en la naturaleza se

encuentra en su forma miceliar y en el hospedero en forma de levadura.

Se pueden originar varias formas clinicas dependiendo del sitio de inoculacién y de
la respuesta inmune del hospedero contra el hongo. Entre ellas se encuentran la
esporotricosis linfocutanea, cutanea fija, mucocutanea y extracutanea o diseminada. El
diagnéstico se basa en las caracteristicas clinicas de las lesiones y en analisis de

laboratorio, con un examen en fresco de la lesién y cultivo como prueba confirmatoria.

El tratamiento de eleccion para esta enfermedad es el yoduro de potasio y la
anfotericina B, medicamentos cuyos efectos adversos severos y causan dafios
irreversibles en algunos pacientes, sin embargo, deben ser utilizados ya que no existen
productos terapéuticos menos agresivos. Por lo tanto, se estan realizando estudios,
especialmente en paises con gran diversidad biolégica, como Guatemala, que contribuyan
a la deteccién de nuevos compuestos antifingicos derivados de plantas medicinales con

menos efectos secundarios y al alcance de toda la poblacion.

En este estudio se determind la actividad antifingica de los extractos etandlicos de
siete plantas leguminosas contra la fase miceliar y levaduriforme de Sporothrix schenckii,
con el fin de encontrar nuevas alternativas de tratamiento o compuestos activos para la

elaboracion de farmacos.

Un bioensayo fue realizado para la evaluacién de los extractos de las leguminosas:
Cassia grandis L. (Hoja), Diphysa robinioides Benth (Hoja), Hymenaea courbaril L. (Hoja),
Phaseolus lunatus L. (Semilla), Phaseolus vulgaris L. (Hoja), Senna occidentalis L. (Hoja)

y Vicia faba L. (Hoja).



Los extractos de D. robinioides y H. courbaril mostraron actividad positiva
significativa contra la fase miceliar, siendo su concentracion inhibitoria minima 1y 0.5
mg/dL (p<0.10) respectivamente. Para la fase levaduriforme no se encontré actividad

positiva.

En base a los resultados obtenidos se comprueba que dos de los extractos de las
plantas estudiadas posee actividad antifingica contra S. schenckii en su fase miceliar.
Aunque el tratamiento requerido para las micosis subcutdneas es contra la levadura, la
bioactividad de estos extractos pueden ser una alternativa que prevenga la diseminacién

del hongo si se aplica la preparacién inmediatamente después de la inoculacion.

Ademas, es recomendable la definicion de los principios activos presentes en las
plantas que demostraron actividad antifingica contra S. schenckii para determinar su
mecanismo de accion y encontrar blancos especificos en la célula fungica. Asi mismo,
realizar otros estudios para obtener otras alternativas terapéuticas menos agresivas, a

bajo costo y al alcance de toda la poblacién guatemalteca.



ll. INTRODUCCION

La Etnobotadnica medicinal es el conjunto de conocimientos y préacticas
terapéuticas generadas en el seno de la comunidad, transmitidas generacionalmente y

que basadas en un conocimiento empirico ofrecen soluciones a diversas enfermedades

).

Desde tiempos remotos se ha utilizado como materia prima las plantas, con el fin
de preparar pécimas o remedios para curar las mas diversas dolencias y enfermedades.
Actualmente, se han desarrollado estudios cientificos en donde se identifica el principio

activo que posee la planta y se desarrolla industrialmente (2).

Tomando en cuenta que la esporotricosis ocupa el primer lugar dentro de las
micosis subcutdneas en poblacion guatemalteca y que la mayoria de antimicéticos son
sintéticos y producen graves efectos secundarios, es de gran importancia la validacion de
plantas que posean actividad antifingica para plantear alternativas de tratamiento que
estén al alcance de la poblacién y que sirvan como modelo para la elaboracion de
medicamentos sintéticos con menos efectos colaterales (3-5).

En paises con gran diversidad biolégica como Guatemala se realizan estudios que
contribuyen a la deteccion de nuevos compuestos antifungicos derivados de plantas
medicinales. En la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia se han desarrollado
investigaciones con resultados interesantes sobre plantas con actividad contra hongos
subcutaneos. Sin embargo, la variedad de plantas a estudiar que la flora del pais ofrece,
hace que la busqueda sea constante, por lo que en este estudio se evalud la actividad
contra S. schenckii de siete extractos etandlicos de leguminosas de uso terapéutico

popular (6,7).

En el presente trabajo se demostré la bioactividad de las especies vegetales a
través de técnicas de tamizaje por dilucién en placa, y se determind la Concentracion

Inhibitoria Minima (CIM) de los extractos que presentaron actividad.



IIl. ANTECEDENTES

A. Micosis
Las micosis varian considerablemente en sus manifestaciones, pero
tienden a ser enfermedades subagudas o cronicas de curso indolente y recurrente.
Los hongos rara vez causan infecciones agudas como las producidas por muchos

virus y bacterias (8).

La mayoria de las infecciones flungicas en el hombre no son contagiosas,
aparecen tras un contacto con un reservorio ambiental o a partir de la microbiota

de hongos del propio paciente (9).

Atendiendo al lugar y grado de afeccién, las micosis pueden ser divididas
para su estudio en tres grandes grupos: profundas o sistémicas, subcutaneas,

cutaneas y superficiales.

B. Micosis subcutaneas

Las micosis subcutaneas, son enfermedades producidas por hongos que
se inoculan a través de la piel por medio de un traumatismo y afectan
principalmente a los tejidos subcutaneos, los vasos linfaticos y los tejidos vecinos,
raramente se propagan hacia otros organos. Entre las micosis subcutaneas mas
importantes estan la esporotricosis, la cromoblastomicosis y los micetomas. De
ellas, solo la esporotricosis posee un Unico agente etioldgico especifico (S.
schenckii), a diferencia de la cromoblastomicosis causada principalmente por:
Fonsecaea pedrosoi, F. compacaum, Phialophora verrucosa y Cladosporium
carrionii y el micetoma por los hongos: Nocardia, Actinomadura y Streptomyces (3,
9-11).

1. Esporotricosis

La esporotricosis es la mas comin de las micosis subcutaneas,
caracterizada por lesiones nodulares del tejido cutdneo, subcutaneo y nédulos
linfaticos con supuracién y ulceracion, generalmente el nddulo esta delimitado,
aunque puede extenderse a areas adyacentes y rara vez se disemina. Es

causada por el hongo dimérfico Sporothrix schenckii, que en la naturaleza se
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encuentra en su forma miceliar y en el hospedero en forma de levadura. La
esporotricosis en humanos es causada Unicamente por la especie S. schenckii,
que resultdé ser idéntica a la especie causante de la enfermedad en caballos y

otros animales, descrita por Caroudeau como Sporothrix equi (9).

Aunque la via de entrada del hongo es generalmente por inoculacién
cutdnea, en raras ocasiones se puede adquirir por inhalaciébn causando una
neumonitis granulomatosa con frecuencia cavitada, parecida a la tuberculosis. En
estos casos puede haber diseminacion hematdgena con posterior localizacion
osteoarticular, en el sistema nervioso central y/o en el aparato genitourinario.
También han sido reportados cuatro casos de meningitis en pacientes con
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) posterior a lesiones en la piel o
una enfermedad multifocal en pacientes inmunodeprimidos, diabéticos, alcohdlicos

o bajo tratamiento con corticosteroides (3, 9, 12, 13).

La infecciobn puede ser por traumatismo con diferentes materiales
infectados como materiales punzo cortantes, espinas y escamas de peces (segun
es descrito en Guatemala), ya que existe una asociacion saprofitica y se ha
descrito una via de contaminacion directa con lesiones supurativas. Este hongo ha
sido aislado también de pulgas, hormigas y cabello de caballo, los que representan

posibles vectores de conidios (3, 9).

2. Distribucién
Esta micosis es considerada como una enfermedad ocupacional que se
presenta principalmente en trabajadores del campo o personas dedicadas a la
jardineria, con mayor prevalencia en hombres que en mujeres. Aunque en
ocasiones, el traumatismo es tan leve que el paciente no recuerda haberlo sufrido
(9, 12).

La esporotricosis es la mas comun de las micosis subcutaneas en América
Latina, Guatemala, México, Colombia y Brasil, constituyen areas endémicas por el
gran namero de casos reportados y confirmados, 285 en Guatemala hasta 1995 y
304 casos en Brasil hasta el 2005 (3, 9, 13).
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En Guatemala el primer caso fue descrito por Morales, posteriormente
Wyss describié nueve casos, cuatro de ellos provenientes del departamento de
Santa Rosa. Solorzano informé 34 casos atendidos en un hospital de la ciudad de
Guatemala en 1963. En 1979 se describié la Laguna de Ayarza en Santa Rosa,
como zona endémica de esporotricosis. Actualmente se conocen otros focos
endémicos en las faldas del volcan Tacana en San Marcos y en Chimaltenango.
Sin embargo, se ha diagnosticado gran cantidad de casos en la ciudad capital y en
otros lugares no considerados endémicos. Algunos estudios en Brasil mediante
técnicas de biologia molecular, han reportado otras formas inusuales de

inoculacion tales como picaduras de mosquito y caspas de gato (3, 9, 14-17).

3. Sporothrix schenckii
Es un hongo dimérfico cuya fase saprofitica crece sobre vegetacion y el
suelo a una temperatura promedio de 26-27°C y en condiciones de humedad entre
92-100%. Un estudio realizado en 1976 por Gonzéales-Ochoa en México, reportd
gue la distribucion estacional de casos fue de 51.4% en invierno, 23% en otofio,
17% en verano y 9% en primavera. La virulencia de las cepas aisladas de la
naturaleza es menor a la de las aisladas de pacientes, por la cantidad de

componente lipidico que adquieren las cepas humanas (9).

Microscopicamente presenta micelio no septado y conidioforos largos y
delgados, denominados simpodios, los que dan origen a los simpodioconidios
(aspecto de Margarita) (Anexo 1). A lo largo del micelio se pueden presentar
conidios de forma triangular, que segun estudios efectuados en el Instituto Pasteur
en Paris, son las que le confieren cierto grado de virulencia a la cepa, ademas de

darle el color oscuro a la misma (9).

S. schenckii es un hongo de crecimiento rapido (3-5 dias). Crece
adecuadamente en medio Sabouraud, la colonia es pequefia, color crema, con
morfologia radiada, de apariencia pastosa, que después de una semana se torna
café en el centro y mas clara en la periferia, hasta adquirir un tono mas oscuro,

casi negro (3, 9).
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La demostracion del dimorfismo es importante para la identificacion de S.
schenckii. Muchos estudios han reportado que los cambios morfolégicos ocurren
bajo la influencia de la temperatura, de manera que el hongo puede convertirse a
su fase levaduriforme o parasitica (encontrada en la lesién clinica) al sembrarse en
agar infusion de cerebro y corazén (BHI) con sangre incubado a 37°C en una
atmosfera de CO,. Después de una semana de incubacién, se puede observar

una colonia pequefia, pastosa, de superficie irregular y de color crema (9, 10).

En muestras clinicas se pueden observar levaduras alargadas, ovaladas o
ligeramente redondas. En preparaciones frescas son dificiles de ver, pero
utilizando la coloracién de Giemsa, las posibilidades de observarlas aumenta y se
pueden detectar agrupadas, intracelulares o sueltas (es muy importante no
confundir estas estructuras con amastigotes de Leishmania, principalmente si la
muestra fue tomada de una lesion ulcerosa localizada). En muestras en fresco, se
pueden visualizar los cuerpos asteroides, los cuales son levaduras con
proyecciones que surgen del citoplasma de la misma, como una reaccion
antigeno-anticuerpo (fendmeno Splendore-Hoeplii) (8). Estas estructuras son mas
faciles de ver cuando la muestra proviene de lesiones verrucosas. Los cuerpos
asteroides no son patognoménicos de la esporotricosis, pero contribuyen al

diagnéstico (3, 9).

4. Caracteristicas clinicas

En el sitio de inoculacion se forma una lesiéon nodular aproximadamente
después de 7-15 dias de haber sufrido un traumatismo. Se pueden originar varias
formas clinicas, dependiendo del sitio de inoculacion y de la respuesta inmune del

hospedero contra el hongo (9). Entre ellas se encuentran:
a. Linfocutanea: Este tipo de esporotricosis corresponde al 75% de las formas
clinicas de acuerdo a la mayoria de estudios. El hongo ingresa al cuerpo por
traumatismo y se desarrolla en un promedio de tres semanas. Los primeros
sintomas son el aparecimiento de ndédulos subcutaneos duros, pequefios y
hialinos que migran a lo largo de ganglios y van cambiando de color rosado a
purpura y algunas veces a negro (lesiones gumatosas), todo esto acompafnado
de linfadenopatia. La lesion se extiende a la piel, necrotizandola y formando el
llamado chancro esporotricoso. La lesion gumatosa inicial puede desaparecer,
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pero pueden desarrollarse nuevas Ulceras en algunas semanas 0 meses, Si no
es tratada adecuadamente o hay un fallo en el tratamiento, dando lugar a las
formas cronicas de la enfermedad. Algunas lesiones primarias graves de este
tipo de esporotricosis son tan profundas que pueden comprometer hueso y
tendones, y presentar un cuadro similar a una gangrena o desencadenar una
hipersensibilidad similar a la que ocurre en una sifilis tardia o al “Fenémeno de

Lucio” en la lepra (3, 9).

b. Cuténea fija: Es la lesion primaria que en muchas ocasiones se limita al sitio
de inoculacion provocando Unicamente la sensibilizacién contra S. schenckii sin
infeccion. Esto ha sido demostrado mediante la reaccién cutdnea a la
esporotriguina en poblaciones de zonas endémicas. El sitio de inoculacion es
frecuentemente en la cara, cuello y tronco. La lesibn se manifiesta como
ulcerosa, verrucosa, acneiforme, eritematosa o maculopapulosa sin involucrar
ganglios linfaticos por lo que se mantiene fija. Este tipo de esporotricosis a
menudo se resuelve espontaneamente o con tratamiento local, aunque se han

descrito casos de reactivacion en el transcurso de los afios (9).

c. Mucocutanea: Es un tipo de esporotricosis relativamente rara que involucra las
mucosas, posterior a una diseminacion del hongo. En la boca, faringe o nariz la
lesion es eritematosa, ulcerativa y supurativa al principio y eventualmente se
convierte en granulomatosa, vegetativa o papilomatosa. La infeccion es
acompafada de dolor, hinchazoén e inflamacion. Los nédulos linfaticos regionales

se tornan duros y aumentados de tamafio (9, 10).

d. Esporotricosis extracutanea y diseminada: En este tipo de esporotricosis, el
hongo puede diseminarse a distintos 6rganos y tejidos como hueso, periostio,
tejido sinovial, ojos, meninges y otros sistemas principalmente en personas

inmunocomprometidas o secundaria a otra enfermedad (3, 9, 12, 13).

e. Pulmonar: La infeccion resulta de la inhalacion de los conidios. La

esporotricosis pulmonar es considerada una de las mayores micosis del pulmon

(9).
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Existen otros tipos clinicos que no pueden encasillarse en los anteriores
como el tipo acneiforme y micetomatoide entre otros poco frecuentes. Los
principales sintomas son dolor punzante ocasional, ligero prurito y rara vez dolor a

la palpacién. Los miembros inferiores y superiores son los mas afectados (3, 9).

Es importante hacer el diagndstico diferencial con leishmaniasis,
tuberculosis cutanea y cromoblastomicosis. Si las lesiones se dejan evolucionar,
se puede dar pérdida de tejido y destruccién del area anatomica afectada (3, 9,
11).

5. Diagnostico
El diagnéstico de la esporotricosis se basa en las caracteristicas clinicas
de las lesiones y en la historia clinica. Ademas, deben realizarse un analisis de

laboratorio que incluye:

a. Muestra: puede obtenerse de material purulento contenido en lesiones

abiertas, costras, pustulas, ndédulos cerrados o mediante una biopsia.

b. Examen microscopico inicial:
— Directo o en fresco: se observan cuerpos asteroides, que son levaduras
con proyecciones de material mixto de Splendore-Hoepplii (Anexo 2)
(8,10).
— Coloracién de Giemsa: se buscan levaduras alargadas o redondas intra

o extracelulares (Anexo 3).

c. Cultivo: Se cultiva el material purulento en agar Sabouraud con antibiéticos y
Sabouraud simple, incubados a 27°C durante 15 dias. Después de ese tiempo

son reportados como negativos si no hay crecimiento (3, 11, 18).

Las cepas de S. schenckii de origen humano o animal o del suelo pueden
ser diagnosticadas serolégicamente ya que son antigénicamente similares. La
prueba cutdnea de la esporotriquina consiste en la inyeccion intradérmica de una
dilucion al 1:1,000 de levaduras tratadas con calor. La reaccion se considera

positiva con la aparicion de una induracién de 5 mm después de 24 horas.



15

Gonzélez-Ochoa y Figueroa desarrollaron una prueba cutanea utilizando
Unicamente polisacarido mas especifico para el diagndstico de enfermedad actual,

aunque otros autores no han encontrado diferencias entre ambos métodos.

En cuanto a la deteccién de anticuerpos, las técnicas mas sensibles y
especificas son las de aglutinacion y las de inmunodifusion. La inmunodifusion es
positiva en cualquier forma de esporotricosis extracutanea y sélo en 50% de los
casos de esporotricosis cutanea y se consideran Utiles tanto para el diagndstico

como para el control del tratamiento (3, 18, 19).

6. Tratamiento
a. Yoduro de Potasio (KI): Es el medicamento utilizado para la infeccion cutanea,
administrando una solucién saturada de yoduro de potasio (SSKI) oralmente 3
veces al dia. El tratamiento es prolongado y se continda por un mes después de
gue las lesiones de la piel han desaparecido. Su accion contra S. schenckii fue
reportada en 1903 por Beurmann y Raymond. No se conoce con certeza el
mecanismo de accion, pero se cree que su principal efecto es una estimulacion
de la fagocitosis, ademas de ser moderador de la respuesta inflamatoria. Los
efectos secundarios pueden ser indigestion, exantema, lagrimeo, conjuntivitis,
rinorrea, artralgias, erupciones cutaneas, problemas cardiacos o hinchazén de

las glandulas salivales (3, 9, 13, 20, 21).

b. Anfotericina B: Vanderputte et al. aislaron y caracterizaron dos sustancias con
actividad antifingica del estreptomiceto Streptomyces nodosus, la anfotericina A
y B. De estas, la Anfotericina B es el agente mas efectivo para la esporotricosis
linfocutanea, pulmonar y diseminada. Su modo de accion es por la union al
ergosterol de la célula, causando alteraciones irreversibles a grandes
concentraciones. La dosis varia de 50-225 mg por dia (2 mg/kg) disuelto en una
solucion con 5% de glucosa, administrado por via intravenosa. Debido a su alta
toxicidad, los efectos secundarios de esta droga son vomitos, dolor de cabeza,
fiebre, tromboflebitis local, anemia hemolitica y particularmente nefrotoxicidad (3,
6,9, 12, 21).

c. 5-fluorocitocina: Es un antimicético oral de amplio espectro, fungistético.

Penetra la célula fungica por medio de la permeasa de citosina e inhibe la
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sintesis del acido ribonucléico (ARN) por accion de una desaminasa de citosina,
que intracelularmente es convertida en 5-fluorouracilo y trifosfato de fluororidina
que inhiben la sintesis de acido desoxirribonucléico (ADN) y ARN. Se administra
de forma oral, intravenosa o topica, teniendo actividad antifingica en una dosis
de 100 mg/L. Tiene accién sinérgica con la Anfotericina B, lo que permite
disminuir la dosis de ésta ultima. Los efectos secundarios de este medicamento
dependen de la dosis, y son nauseas, vomitos, enterocolitis y depresién de la
médula 6sea. No es recomendable su administracion durante el embarazo (3, 6,
20, 22).

d. Itraconazol: Es un fungicida que tiene accion a nivel del citocromo P-450, es
un compuesto triazolico de segunda generacion derivado del dioxolano con un
atomo de nitrodgeno adicional. Se absorbe por via oral con una vida media de 15
horas, es metabolizado en el higado y se elimina en las heces y orina. La dosis
recomendada en adultos es de una capsula de 100 mg al dia, y en nifios 1-3
mg/kg de peso después de la comida. A pesar de no ser efectivo para la
esporotricosis, estudios recientes han reportado su efectividad en algunos casos.
No presenta toxicidad hepética, sin embargo, los principales efectos adversos
son nauseas, cefalea, pirosis, disuria, alopecia y erupciones cutaneas. No debe

ser utilizado durante el embarazo, ya que tiene efecto teratégeno (3, 6, 12).

Algunas de las lesiones cutdneas a menudo son sobreinfectadas pro

bacterias, por lo que es de utilidad el uso de antibidticos en muchos de los casos.

C. Medicina Tradicional
Las plantas han suplido a través de los tiempos, las necesidades basicas
de todas las culturas como el vestuario, alimentacion y medicina. Se estima que
aproximadamente del 10-15% de trescientas mil especies de plantas han sido
utilizadas por la medicina tradicional, en comparacion con solamente el 1% de
especies de plantas que se utilizan como alimento. Algunos de los medicamentos
mas efectivos en nuestros tiempos se originaron de plantas, tal es el caso de la

aspirina, quinina, digoxina y morfina (23).
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1. Etnoboténica
Es la ciencia que estudia las plantas utilizadas por pueblos primitivos y
aborigenes. El tema principal de dicha disciplina es la elaboracién de listados de
los usos de las plantas como alimento y medicina. Para su estudio integra seis
disciplinas: botanica, etnofarmacologia, ecologia, farmacologia, economia y
linglistica (24-27).

La Etnobotanica Medicinal es una especialidad de la etnobotanica que
estudia el uso medicinal de la flora de una region particular o ecosistema.
Comprende la colecta, documentacién y preservacién de la cultura popular
relacionada con las plantas que curan y las practicas medicinales, agricolas y

holisticas involucradas (27, 28).

Gran cantidad de plantas producen cientos o miles de diversos compuestos
quimicos con diferentes actividades bioldgicas, y en Guatemala como en otros
paises de Latinoamérica, con diversas culturas ancestrales, las plantas constituyen

la herramienta principal para la practica de la medicina natural (29, 30).

2. Fitoterapia
Es la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal
con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar 0 para curar un
estado patoldgico. Existen dos tipos de fitoterapia: la popular basada en el uso de
hierbas con muchas virtudes y pocos problemas en su adecuada utilizacion y otra,
MAs técnica y precisa, para enfermedades mas serias, que debe quedar en manos

de las personas capacitadas para ejercerla sin riesgos (31).

La fitoterapia como parte de los recursos terapéuticos tradicionales, hace
uso de la Etnobotanica Medicinal para utilizar, producir y comercializar los

principios activos vegetales con accion farmacoldgica (32).

Con la apariciéon de los productos sintéticos, los de origen vegetal pasaron
a un segundo plano, hasta que en las Ultimas décadas, el uso de productos

naturales en terapéutica regreso favorecido por:
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— ElI descubrimiento de graves efectos secundarios en farmacos
sintéticos.

— Un mayor conocimiento quimico, farmacolégico y clinico de las drogas
vegetales y sus derivados.

— El desarrollo de métodos analiticos que garantizan el control de calidad.

— Elaumento de la automedicacién por la poblacién.

— El alto costo de los medicamentos de sintesis.

Al igual que en todos lo medicamentos, en los preparados fitoterapéuticos
es necesario garantizar su calidad, seguridad y eficacia. La estandarizacion de
estos productos medicinales mediante bioensayos y pruebas fisicoquimicas,
provee confiabilidad en su uso, ya que se puede establecer con seguridad el
efecto biologico, un perfil quimico o simplemente reforzar el programa de
aseguramiento de la calidad en la produccion y manufactura de productos

medicinales comerciales (23, 32).

Estos productos con materia prima autdctona, estarian facilmente al
alcance de la poblacién, disminuyendo la morbi-mortalidad, que la mayoria de
veces depende de aspectos socioecondmicos y culturales por lo que la salud es

consecuencia del equilibrio de estos aspectos (1).

Muchos estudios, especialmente en paises con gran diversidad bioldgica,
como Guatemala, han contribuido a la deteccion de nuevos compuestos

antifangicos derivados de plantas medicinales (6).

Actualmente, existen grandes expectativas alrededor de la utilizacion de
productos naturales, especialmente los que comprueben ser biolégicamente
activos y presenten bajos efectos secundarios. Extractos de frutas, semillas, flores,
bulbos y hojas de muchas plantas tropicales han exhibido alguna actividad
antimicética. La mayoria de estos son aceites volatiles conteniendo entre otras

sustancias fenoles y polifenoles como principios activos (6).
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Para demostrar bioactividad, las técnicas de dilucion, difusion y la
bioautografia de las especies vegetales se han convertido en herramientas Utiles

para comprobar las propiedades antifingicas de los extractos (6).

3. Fitoterapia en Guatemala
Clasificando a las plantas en sentido estrictamente utilitario, se les puede
denominar “recursos filogenéticos” y las define como los elementos vegetales que,
actual o potencialmente, son utiles al hombre como satisfactores de sus
necesidades vitales o porque representan nuevas fuentes de produccién. Nuestros
invaluables recursos fitogenéticos constituyen pues, una insustituible porcién de la
diversidad biolégica mundial que concentra los genes que el hombre suele

aprovechar para mejorar muchas de sus variedades cultivadas de plantas (33, 34).

En Guatemala, existe un inventario nacional con alrededor de 1,400 plantas
medicinales reportadas, de las cuales pueden ser investigadas sus propiedades y
principios activos para la elaboracién de productos terapéuticos naturales,

comercializandose alrededor de 200 plantas medicinales (35).

Entre las instituciones encargadas de la realizacion de estudios
etnofarmacoldgicos se encuentran: La Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
el Laboratorio de Productos Naturales FARMAYA S.A., el Centro de Estudios
Folkléricos, la Facultad de Agronomia, el Centro Mesoamericano de Estudios

sobre Tecnologia Apropiada, entre otras (35).

En el afio 2004, Gaitan y colaboradores establecieron un método para
evaluar la actividad antifingica de extractos de especies usadas popularmente
para el tratamiento de afecciones dérmicas sobre cepas de dos hongos
subcuténeos (Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi). Utilizaron 17 extractos
etandlicos de 12 plantas nativas guatemaltecas para enfrentarlas contra los dos
hongos, obteniéndose actividad antifungica con Lippia graveolens (25 pg/mL) y
Valeriana prionophylla (100 pg/mL) para Sporothrix schenckii. (2, 4, 36, 37).

D. Leguminosas
Son un grupo de plantas llamadas asi por ser especies con caracteristicas

morfologicas similares y porque anteriormente formaban la Familia Leguminosae.
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Actualmente se encuentran agrupadas en el Orden Fabales y estan constituidas en

tres familias:

— Caesalpiniaceae (12 géneros y 34 especies)
— Mimosaceae (12 géneros y 35 especies)

— Fabaceae (41 géneros y 99 especies) (38)

Estas plantas presentan distribucion cosmopolita y poseen una gama variada
de formas bioldgicas, desde enredaderas y herbaceas hasta arbustos y arboles. Son
utilizadas popularmente como fuente de carbén, forraje, elaboracion de artesanias,
entre otros usos. Ademas, son de gran importancia para la fitoterapia, ya que
algunos géneros han reportado actividad antifungica, antimicrobiana y otras

cualidades terapéuticas (5, 29, 35-38).

1. Especies en estudio o material vegetal:
a. Cassia grandis L. f.
i. Familia: Fabaceae
ii. Nombre comun: Carao, Cafiandonga
iii. Sinonimia: Cathartocarpus grandis (L.f.) Pers.
iv. Distribucion: Nativa de Centro América, el Caribe y Norte de Sudamérica.
v. Descripcion botanica: Arbol mediano que alcanza normalmente 10-18 m de
altura y 45-80 cm de didmetro, pero puede alcanzar hasta 30 m y 100 cm de
didmetro. Tronco cilindrico que ramifica a media altura para producir una copa
irregular, redondeada o esparcida con ramas algo colgantes. La corteza es
gruesa y lisa, de color gris parduzco. Las hojas miden unos 50 cm de largo y
son compuestas, alternas, con un namero par de foliolos (8-20 pares) grandes
y redondeadas, de 2-5 cm de largo, con envés tomentoso. Las flores rosadas,
grandes y vistosas son un rasgo distintivo de esta especie, y aparecen en
racimos de 10-20 cm de largo, con 15 o mas flores cada uno y a veces
recubren toda la copa del arbol. Vainas grandes, rojizas, marrones o negras de
hasta 75 cm de largo que necesitan un afio para madurar. Contienen tabiques
internos con una semilla negra y plana entre cada dos tabiques. Las semillas
vienen recubiertas de una pulpa dulce de color café o negro. La legumbre es

grande (55-65 cm de largo) color café oscuro, indehiscente. Tiene una
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sustancia melosa color café oscuro por dentro del fruto que es dulce y un poco
astringente (33, 38-40).

vi. Usos medicinales: La decoccion de hojas, fruto y corteza se usa por via oral
para tratar la anemia, hemorragia nasal, enfermedades del higado, infeccién
urinaria, histeria, resfrio y tos. Se utiliza en la medicina popular colombiana
como antisifilitica. Por via tdpica se aplica un ungliento de hojas para tratar
afecciones dermatomucosas, a las hojas y el fruto se les atribuyen propiedades
antifingicas,  antisépticas, astringentes,  depurativas, estimulantes,
expectorantes, purgantes y sedantes. De la raiz se extrae un liquido
antiséptico utilizado para la curacion de heridas y la corteza es utilizada como
cicatrizante (39, 40).

b. Diphysa robinioides Benth.

i. Familia: Fabaceae

ii. Nombre comun: Guachipilin

iii. Distribucion: Requiere para su crecimiento de un clima humedo (3000
mm/afo), célido y se cultiva hasta 1500 msnm.

iv. Descripcion boténica: La corteza es de color pardo o café claro, con un
grosor de 1-2 cm con canales a lo largo del arbol. Las ramas primarias son de
igual forma que el fuste y las secundarias son de color verde a gris con
lenticelas. El tronco es de forma irregular desde su base hasta que se ramifica.
El diametro varia entre 30-40 cm y una altura de 7-9 m en la edad madura
dependiendo de las condiciones climaticas, suelo, etc. Las hojas son alternas,
imparipinnadas y caducifolias que tienen un largo que varia entre 3-13 cm, con
el eje central ensanchado en la base, con 3-13 hojuelas. Esta especie es
caducifolia durante la época seca y con flores durante los meses de octubre a
enero. Los peciolos son de 1-2 mm de largo. Apice agudo o redondeado, base
aguda y haz verde mate. El envés es verde claro mate. Posee flores pequefias,
amariposadas, de 1,5 cm de largo por 1 cm de ancho, dispuestas en pequefios
racimos axilares. Los arboles se cubren totalmente de flores amarillas después
de perder las hojas entre los meses de noviembre a abril. Sus vainas son
indehiscentes, oblongas, huecas e infladas de color café pélido de 4-6 cm de
largo por 1-2 cm de grosor. La capa exterior es delgada y fragil. Interiormente
posee un tabique central longitudinal, delgado, que contiene varias semillas
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oblongas. Las vainas contienen entre 5-9 semillas color blanco crema de una
longitud de 3-5 mm y un grosor de 2 mm (33, 38, 41, 42).

v. Usos medicinales: Se le atribuyen propiedades antibacterianas, antifungicas
y cicatrizantes. Por lo que la corteza y las hojas estan indicadas para uso
tépico en el tratamiento de llagas, Ulceras e infecciones dermatomucosas (40,
41).

. Hymenaea courbaril L.

i. Familia: Caesalpiniaceae

ii. Nombre comun: Guapinol, Algarrobo, Pacay (Petén)

iii. Distribucién: Sureste de México, América Central, norte de Brasil, Bolivia y
Pera.

iv. Descripcion botanica: Arbol grande y robusto, subcaducifolio, de 10-25 m
hasta 40 m de altura, con un diametro hasta de 1,5 m. Copa redondeada muy
densa, ampliamente extendida, con follaje denso verde claro y brillante. Hojas
alternas, compuestas por un par de foliolos opuestos, de 5-10 cm de largo
incluyendo el peciolo, con algunos puntos aceitosos. Tronco derecho, a veces
cubierto en la base por una excrecibn gomosa ambarina; algunas veces
desarrolla contrafuertes. Ramas gruesas ascendentes. La corteza externa es
ligeramente escamosa a lisa, pardo grisacea,; la interna es rosada cambiando a
ligeramente parda, fibrosa, de sabor astringente, con un grosor total de 10-20
mm. Flores grandes blanco verdosas, extendidas, perfumadas, de 3,5 cm de
didmetro. Se presentan en cimas densas terminales pubescentes de 10-15 cm
de largo; caliz verde crema, tubular carnoso campanulado y cinco pétalos
blancos con puntos morenos, erguidos y extendidos, que apenas sobresalen
del cdliz. Vaina indehiscente, ligeramente aplanada, de 10-17,5 cm de largo
por 4-6,5 cm de ancho, lefiosa, verdosa a moreno oscura, con pulpa harinosa,
dulce y comestible, que exudan una resina pegajosa y fragante. El fruto
contiene 3-4 semillas y permanece largo tiempo en el arbol (7-10 meses).
Semillas oblongas achatadas, pardas y duras, de 1,5-2,5 cm de diametro,
cubiertas por una pulpa gruesa, dulce y olorosa de color amarilla. Posee un
sistema radical extendido (33, 38, 42, 43).

v. Usos medicinales: La infusidon de la corteza se utiliza como laxante, contra

parasitos intestinales, indigestion y contra infecciones urinarias. Un linimento
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de corteza y resina en polvo se usa para tratar Ulceras y salpullido. La resina
se gquema y se aspira para tratar asma y catarro. La pulpa de la fruta es
utilizada como antidiarreico. Se ha reportado su uso en enfermedades

venéreas, reumatismo y estrefiimiento (42, 43).

d. Phaseolus lunatus L.
i. Familia: Fabaceae
ii. Nombre comun: Frijol caballero, frijolillo, frijol cimarrén, frijol de Lima.
ii. Distribucion: Bosques semicaducos mesdfilos, 60-931 m. Se considera
nativa de América Central, aparentemente de Guatemala.
iv. Descripcion botanica: Hierbas anuales, bienales o perennes, erectas,
ascendentes o casi postradas, a veces trepadoras, finas y en ocasiones
ramificadas. Raices fibrosas y tuberosas, muy penetrantes pueden engrosar
mucho; tallos glabros de 0,5-4 m de largo, segun el habito de la planta; hojas
trifoliadas, foliolos ovados a deltoides, base redondeada, 6-8 x 4-6 cm, peciolos
mas largos que el foliolo central, estipulas pequefias pero evidentes, 0,5-1 mm
de largo, persistentes; inflorescencia axilar o lateral, en pseudoracimos cortos
0 alargados, hasta 25 cm de largo. Flores con estandarte verde por contener
clorofila, alas y quillas blancas, lilas o parpuras, de 1,5 cm de largo. Corola lila,
rosada o violeta, blanca en las cultivadas. Estambres diadelfos, el vexilar con
un apéndice globoso en la base. Legumbre de 30-80x15-20 mm, con 2-4
semillas, oblonga, ancha, péndula, aplanada y comprimida, de glabra a
ligeramente pubescente. Semillas 2-4 de 6-10x5-9 mm, oblongas, de
reniformes a orbiculares, comprimidas, de pardo-oscuras a negras, con
manchas negras, con lineas radiales, con germinacién epigea (33, 38, 45, 46).
v. Usos medicinales: El zumo de la hoja se usa en instilacion nasal contra la
cefalea y otitis en Congo y Senegal. Durante mucho tiempo se crey6 que la
raiz de esta planta era venenosa, pero ensayos de laboratorio no han
confirmado su toxicidad. Los frijoles se utilizan en la medicina local en forma de
polvo sobre las incisiones que se hacen en tumores y abscesos para provocar

la supuracion (32, 46).
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e. Phaseolus vulgaris L.
i. Familia: Fabaceae
ii. Nombre comun: Judia, frijol, frijol comun, frijol negro
iii. Distribucion: Crece en bosques semicaducos mesofilos degradados,
matorrales secundarios, sobre calizas y suelo himedo: 60-324 m. Nativa de
América Central tropical. Se cultiva en casi todos los paises del mundo en
centenares de cultivares, y en algunos sitios se ha naturalizado (33, 38).
iv. Descripcion botanica: Es una planta herbacea anual o raramente plurianual,
trepadora o erecta. Raiz fibrosa. Sus hojas, de de 2,5-5 mm, compuestas por
tres foliolos de forma ovalada o romboide, algunas veces cubiertos de
vellosidades. Las plantas de habito trepador tienen tallos volubles. Tiene flores
asimétricas de 15 mm de longitud, de color blanco o purpura y su fruto es una
legumbre de color variable, con 3-12 semillas en su interior. Corola de color
blanco, amarillento o azulado-purpureo; alas de 15 mm de longitud, obovadas.
Estambres diadelfos, ovario hirtulo; estigma introrso. Legumbre de 60-83%x5-10
mm, con 5-10 semillas, linear, estrecha, péndula, a menudo recta, a veces
ligeramente incurva, frecuentemente pigmentada de rojo, glabra. Semillas de
3,5-11x2,5-5,5 mm, subglobosas a oblongas, reniformes, variadamente
coloreadas, pardo-oscuras, grises 0 negras, con manchas negras; hilo ovado,
corto y central; germinacion epigea (45, 46).
v. Usos medicinales: Son utilizadas las vainas y hojas como diuréticos,

ligeramente hipolipemiante e hipoglucemiante (32, 40).

f. Senna occidentalis L.
i. Familia: Fabaceae
ii. Nombre coman: Frijolillo, bricho, habilla, comida de murciélago, cimarron,
escapacle, furrusca, hediondio, moquillo.
iii. Sinonimia: Cassia occidentalis (L.) Link., Ditremexa occidentalis Britton &
Rose
iv. Distribucidén: Crece en bosques secos, semisecos y humedos. Es comUn en
lugares abandonados de los trépicos y subtrépicos; hasta 1400 msnm. Desde
el sudeste de los Estados Unidos, Antillas, México, Centroamérica, parte

tropical de América del Sur y trépicos del viejo mundo. En Guatemala se ha
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descrito en Alta Verapaz, Chiquimula, ElI Progreso, Escuintla, Guatemala,
Izabal, Jutiapa, Petén, Retalhuleu y Zacapa.

v. Descripcién botanica: Hierba anual o perenne, 1 m o méas de alto, peciolo
con glandulas en la base. Foliolos de 4-6 pares ovalado-lanceolados, agudos o
acuminados, 3-7 cm; hojas de 10-30 cm de largo; racimos axilares, sépalos de
6-9 mm. Flores con pétalos de 2 cm, amarillos. Fruto en vaina café oscuro,
lineal, plano, 6-12 cm de largo, 6-9 mm de ancho. Semillas ovales, café olivo
de 3-4 mm de largo (29, 32, 33, 38).

vi. Usos medicinales: La decoccién o infusion de hojas o raiz se usa oralmente
para tratar afecciones gastrointestinales (diarrea, dolor de estémago,
estrefiimiento) y respiratorias (catarro, cefalea, fiebre, gripo, resfrio, tos), fiebre
amarilla, gonorrea, ictericia, problemas renales, reumatismo, fiebre vy
desérdenes etnopsiquiatricos. La decoccion de hojas se usa tépicamente para
tratar afecciones de la piel (Ulceras, heridas, eczemas, empeines, erupciones,
inflamaciones, salpullido, tinea, varicela) y tumores inflamados. La decoccion
de semillas se usa para tratar afecciones del rifidon y vejiga, nervios, calmante
cardiaco, palpitaciones, hipertension, gastralgia y afecciones hepéticas;
topicamente se aplican en Ulceras, tifia y cataratas. A las hojas y raices se les
atribuye propiedad antirreumética, colagoga, depurativa, espasmolitica,
laxante, purgante y vermifuga; a la raiz se le atribuye propiedad sedante. A las
semillas se les atribuye propiedad antiinflamatoria, diurética, estomaquica,

febrifuga, purgante, tonica y vulneraria (29, 32).

g. Vicia faba L.
i. Familia: Fabaceae

ii. Nombre comuan: Haba

ii. Distribucion: Es cultivada en América especialmente en zonas frias y
templadas con una temperatura 6ptima de 15°C. En Guatemala, es cultivada
en el departamento de Chimaltenango y regiones del altiplano.

iv. Descripcién botanica: Planta herbacea anual, de tallos erectos, cultivada en
todo el mundo por sus semillas, empleadas en gastronomia. El haba tiene
porte recto y erguido, con tallos fuertes y angulosos de hasta 1,6 m de altura.
Muestra hojas alternas de color verde, paripinnadas y compuestas, con foliolos

anchos de forma ovalada. Las flores se presentan en racimos de 2-8, axilares
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las cuales son fragantes y grandes, alcanzando los 4 cm, con pétalos blancos
manchados de violeta, purpura o negro. Son hermafroditas, y la planta es
capaz de autopolinizarse. Hay que advertir que la fertilizacién cruzada natural
es escasa, salvo en presencia de abejas. Los frutos poseen una vaina
alargada de longitud variable y consistencia carnosa, dentro de la que se
ubican las semillas puestas en fila. La vaina, de color verde en estado
inmaduro, se oscurece y se vuelve pubescente al secarse. Los granos en el
interior de la misma varian entre 2 y 9. Estos granos son reniformes, de color
verde claro, amarillento o grisaceo. La raiz del haba crece en profundidad
hasta alcanzar un largo similar al del tallo de la planta. Como otras fabaceas,
los nédulos de la misma tienen la propiedad de fijar nitrégeno en el suelo;
aunque hasta un 80% del mismo es consumido por la propia planta, el 20%
restante mejora la fertilidad de la tierra, por lo que el cultivo se emplea en
sistemas de rotacion para fortalecer suelos agotados (33, 38).

v. Usos medicinales: Es un diurético y tiene propiedades depurativas (38).


http://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%83%C2%A9talo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hermafrodita
http://es.wikipedia.org/wiki/Abeja
http://es.wikipedia.org/wiki/Semilla
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%83%C2%B3geno

27

IV. JUSTIFICACION

En Guatemala son comunes las enfermedades de piel y mucosas causadas por
hongos ya que se ven favorecidas por el clima tropical de la regién y el riesgo
ocupacional. Las micosis subcutdneas son frecuentes y sin embargo, existen pocos
tratamientos quimicos para combatirlas y ningln tratamiento natural ha sido validado

apropiadamente.

La diversidad biologica y cultural de Guatemala plantea opciones terapéuticas de
facil acceso a la poblacion y permite la utilizacion de los recursos naturales en el
tratamiento de estas enfermedades. Por lo tanto es factible pensar que se puedan
encontrar plantas con principios activos eficaces contra micosis subcutaneas, ampliando
asi las opciones de tratamiento. La importancia de encontrar nuevas opciones radica en
la dificultad para combatir micosis como la esporotricosis y en que en Guatemala existen
varias zonas endémicas para esta enfermedad como la Laguna de Ayarza en Santa Rosa,
Jalapa, faldas del volcan Tacana en San Marcos, los departamentos de Chimaltenango y

un reporte considerable de casos en la ciudad capital.

Es necesaria la validacion cientifica, mediante bioensayos, del uso popular de
especies de plantas utilizadas popularmente para el tratamiento de afecciones
mucocutaneas y probablemente activas contra S. schenckii, tomando en cuenta la

biodiversidad y las caracteristicas y propiedades de las mismas.
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V. OBJETIVOS

A. General

1. Demostrar la bioactividad antifangica de extractos vegetales contra la fase

miceliar y levaduriforme de S. schenckii.

B. Especificos

1. Obtener extractos etandlicos de especies de leguminosas y su porcentaje de

rendimiento.

2. Evaluar la actividad antifingica de los extractos etandlicos a través de la

determinacion del porcentaje de inhibicién de crecimiento.

3. Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los extractos activos

contra S. schenckii.
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VI. HIPOTESIS

Al menos uno de los extractos de las especies estudiadas, posee actividad

antifangica in vitro contra el hongo S. schenckii en cualquiera de sus fases.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de Trabajo
El universo de trabajo fueron aislamientos de S. schenckii proporcionados
por el Departamento de Micologia del Hospital Roosevelt y el Departamento de
Citohistologia de la Facultad de CCQQ y Farmacia, ademas de extractos

etandlicos de siete plantas leguminosas guatemaltecas.

1.Muestra
Un aislamiento clinico de S. schenckii, confirmado en el Departamento de

Micologia del Hospital Roosevelt.

Extractos etandlicos de siete plantas leguminosas nativas, elegidos en
base a su disponibilidad, tiempo de recoleccién y uso popular, preparados u
obtenidos en el Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia
de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia (USAC):
— Hoja de C. grandis
— Hoja de D. robinoides
— Hoja de H. courbaril
— Semilla de P. lunatus
— Hoja de P. vulgaris
— Hoja de S. occidentalis
— Hoja de V. faba
Seleccionadas en base a los siguientes criterios:
— Uso medicinal popular reportado para lesiones de la piel y mucosas.
— No se tiene registro de actividad contra esta especie.
— Se obtuvieron de acuerdo a su disponibilidad y tiempo 6ptimo de

recoleccion.

2. Materiales
a. Equipo
i) Autoclave marca Mordén con control de tiempo (1-60 min.), controles
manuales de temperatura (110-127°C) y control de presion (kgflcm? 0-4),

indicadores de alarma y liberador de presién y agua.
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ii)Balanza analitica marca Mettler PM 600, 1 plato, maximo 610 g.

iif) Balanza semi analitica marca Mettler AE200 con cabina de vidrio gris.

iv) Campana bacteriolégica Labonco Purifier Clase Il con luz UV vy visible.

v) Estufa marca Corning con stirrer (1-7) y hotplate (1-7).

vi) Incubadora 25°C marca Precision/Gravity Convection con controles de
temperatura manuales, puerta interna de vidrio y dos parrillas.

vii) Incubadora marca Fisher Scientific, Modelo 6370, No. de serie 5020005,
con controles y pantalla digitales, con 6 parrillas de metal adicionales. Puerta
de vidrio. Temperatura utilizada: 37°C.

viii)Mechero de toque marca Hanau.

iX) Microscopio marca Olympus con dos oculares 10x y 5 objetivos (4x, 10x,
20x, 40x y 100x) con filtro No. 45-LBD-IF, cord6n de energia eléctrica y
bombilla de al6geno. Modelo BX40, No. de serie 3H078932M00804.

x) Percolador Pirex 2000 mL.

xi) Refrigeradora marca Admiral de dos puertas con congelador.

xii) Refrigerador de dos puertas marca REVCO, No. de serie P2HE-202113-
RE. 8 parrillas en su interior, 1,94 m de alto por 1,435 m de frente y 0,83 m de
fondo. Temperatura de 2-10°C.

xiii)Rotavapor giratorio con colector Brinckman con condensador y accesorios.
Marca BUCHI, modelo 19-548B-461, No. de serie 2409-6411348593.
xiv)VVortex marca MaxiMix Il blanco con control de velocidad y seleccion de

modos (full/power/touch).

b. Reactivos
i) Agar-agar
ii)Agar Sabouraud
iiiy Agar Mueller Hinton
iv) Agua desmineralizada
v) Dextrosa
vi) Etanol 95%
vi) Fosfato diacido de potasio (KH,PO,)
vii) Medio Takashio

viii)Peptona
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iX) Sangre de carnero
X) Solucion salina estéril al 0,85%
vii) Sulfato de sodio (Na,SO,)

c. Materiales
i) Asa de nicromo en espatula, en L y en argolla
i) Beackers de 250y 500 mL
iii) Cajas de Petri simples
iv) Camara de Neubauer
v) Campanillas de Durham
vi) Erlenmeyer de 250 y 500 mL
vii) Fésforos
viii)Frascos con tapén de rosca
ix) Gradillas
X) Jarra
xi) Papel parafilm
xii) Pipetas automaticas de 10-100 pL
xiif)Probeta de 100 y 500 mL
xiv) Tips amarillos de 10-200 pL
xv) Tips azules 200-1000 pL

xvi) Tubos de vidrio con tapon de rosca de 15 mL

3. Procedimiento
a. Obtencion de los extractos de las plantas
i) Se homogenizo el material vegetal seco.
i) Se pesaron como minimo 200 g del homogenizado y se colocé en un
percolador con etanol 95%.
iii) Se dej6 reposar por un minimo de tres dias y fue obtenida la primera
porcién.
iv) Esta porcion fue destilada en rotavapor y reconcentrada por 5 dias o hasta
gue se obtuvo el mayor rendimiento de extracto.
v) Fue calculado el porcentaje de rendimiento de las especies (47).
%rend. = Peso extracto * 100

Peso inicial planta
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b. Reactivacion y resiembra de la cepa de S. schenckii

i) La cepa proporcionada en el Departamento de Micologia del Hospital
Roosevelt fue resembrada y agar Sabouraud para obtener un cultivo joven.

ii) De éste se obtuvo la fase levaduriforme luego de varios reaislamientos en

agar sangre de carnero al 10% y en una atmésfera de 5% de CO.,.

c. Evaluacién de la actividad antifingica de los extractos de las plantas contra
la fase miceliar de S. schenckii
i) Preparacion del medio de cultivo (agar-planta)
— Se prepararon tubos con 13,5 mL de agar Sabouraud.
— Fueron esterilizados en autoclave a 121°C durante 15 minutos, y se
dejaron enfriar a 50°C y posteriormente se les agreg6 1,5 mL del extracto de
la planta a probar a cajas de petri estériles.
— El medio fue vertido en las cajas de Petri estériles, se dejo solidificar y se
incub6 a 36°C durante 24 horas para comprobar esterilidad. Fueron
guardados en refrigeracion hasta el momento de su uso.
ii)Preparacion del inéculo

— Fue preparado el medio Takashio para la esporulacion del hongo
disolviendo en 300 mL de agua desmineralizada, 0,6 g de dextrosa, 0,3 g de
NaSQ,, 0,3 g de KH,PO4, 0,3 g de peptona y 0,6 g de agar-agar (48).
— Se prepararon tubos con tapén de rosca de 6 mL del medio. Se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 minutos y se dejaron solidificar
con el mayor declive posible.
— Se descarté contaminacion incubando los tubos por 24 horas a 25°C.
— Se sembrd el hongo en este medio con un asa de nicromo en L o0 en
espatula y se incub6 a 27°C durante 14 dias aproximadamente hasta que se
obtuvo un crecimiento homogéneo.
— Para la obtencion de las esporas se agregd a cada tubo 2 mL de agua
destilada estéril y se desprendié el hongo con un asa de nicromo.
— El material obtenido fue trasvasado a tubos con tapén de rosca estériles,
los cuales se agitaron por dos minutos en vortex y se realizé el conteo de
esporas en camara de Neubauer, hasta obtener una suspension de 100

esporas/uL (10 esporas por cuadrante) con agua estéril (47).
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iif) Inoculacion del hongo
— Se abrieron cuatro agujeros equidistantes en las cajas con agar planta con
campanillas de Durham estériles de 5 mm de diametro.
— Se depositaron en los agujeros 30 yL de la suspension de esporas y se
incubaron las cajas a 27°C por 14 dias, realizando un total de cuatro
repeticiones.
— Se utilizé como control negativo una caja de agar Sabouraud sin aditivos
inoculada con esporas.
iv) Interpretacion de resultados
— Fue medido el diametro de la colonia del hongo en milimetros al dia 14 de
incubacion.
— Se calculé el porcentaje de inhibicibn comparando el diametro contra el de
la colonia de la caja control (100% de crecimiento).
— Fueron tomados como positivos los extractos que reducen el diametro de la
colonia en un 75% respecto al diametro de la colonia de la caja control.
v) Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CIM)
— Se prepararon tubos con 3.6, 3.8, 3.9 y 4.0 mL de agar Mieller Hinton. Se
esterilizaron a 121°C durante 15 minutos y se dejaron enfriar al 50°C para
verter en cajas de petri que contienen cada una la solucién de extracto
disuelto de la siguiente manera:
= 3.6 mL de agar + 0.4 mL de solucion de extracto = 1.0 mg/mL
= 3.8 mL de agar + 0.2 mL de solucion de extracto = 0.5 mg/mL
= 3.9mL de agar + 0.1 mL de solucion de extracto = 0.25 mg/mL
= Una caja con 4.0 mL de agar como control negativo.
— Se realizaron 4 pozos y se inocularon las esporas del hongo, incubandolo a
27°C por 14 dias.
— Se calculé el porcentaje de inhibicion comparando el diametro contra el de
la colonia de la caja control (100% de crecimiento).
— Fueron tomados como positivas las concentraciones de extracto a las
cuales se redujo el diametro de la colonia en un 75% respecto al diametro de

la colonia de la caja control.
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d. Evaluacion de la actividad antifingica de los extractos de las plantas contra
la fase levaduriforme de S. schenckii

i) Preparacion del medio de cultivo (agar-planta)
— Se preparé agar sangre de carnero al 10% y se agregé 1 mL del extracto
de la planta a probar debidamente agitados.
— El medio de cultivo fue vertido en cajas de Petri estériles, se dejo solidificar
y se incubaron a 36°C durante 24 horas para comprobar esterilidad. Fueron
guardadas en refrigeracion hasta el momento de su uso.

ii)Preparar el in6culo para la fase levaduriforme:
— El micelio del hongo se sembré en cajas de Petri con sangre de carnero al
10% que se incubaron a 37°C en jarra con candela (ambiente 5% CO,)
durante una semana o hasta que el crecimiento fuera homogéneo.
— Se prepararon tubos con 9 mL de caldo BHI, esterilizados en autoclave a
121°C durante 15 minutos e incubados a 36°C durante 24 horas para
comprobar esterilidad.
— Con un asa de nicromo en argolla se inocularon colonias de levadura en el
caldo hasta que tuviera una turbidez igual al del estandar 0,5 de MacFarland.

ii) Inoculacion de levaduras en placa:
— En las cajas con agar sangre-planta se inoculé con un asa de nicromo la
suspension de levaduras, haciendo ocho estrias en el medio.
— Se incubaron las cajas a 36°C durante 7 dias en jarra con candela
(ambiente 5% CO,).
— Para el control negativo, se sembro por estrias la levadura en una caja de
agar sangre de carnero 10% con 1 mL de etanol al 50%.

iv) Interpretacion de resultados:
— Se observo la presencia o0 ausencia de crecimiento de la levadura en el
medio.
— Fue tomada como actividad antifiingica positiva la ausencia de crecimiento
en el medio y como actividad antifingica negativa, si hubo crecimiento de
levadura (47, 49, 50).
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4. Disefio estadistico

a.

b.

C.

Tipo de estudio

Se realizé un estudio experimental utilizando estadistica no paramétrica
con criterio de positividad visual (crecimiento homogéneo indica actividad
negativa y ausencia de crecimiento, actividad positiva), con un disefio no
probabilistico por conveniencia, en el cual la deteccion de la actividad
antifingica de los extractos se determind con una concentracion de 1 mg/mL,
realizando cuatro repeticiones con cada planta. Se realizaron diluciones de 0,5
y 0,25 mg/mL en los casos que resultaron positivos, para la determinacion de

la concentracidn inhibitoria minima (CIM).

Variables
i) Variable independiente: Plantas leguminosas nativas guatemaltecas.
i) Variable dependiente: Actividad antifingica de los extractos etanélicos de

las seis plantas seleccionadas.

Validez del método
i. Fase miceliar
Se utilizé como control negativo una caja de agar Sabouraud con
crecimiento homogéneo del hongo y libre de contaminantes. Se realizaron
cuatro repeticiones por cada extracto a probar.
ii. Fase levaduriforme
El control negativo fue agar sangre de carnero al 10% donde hubo
crecimiento 6ptimo de la levadura. Se realizaron cuatro repeticiones por cada

extracto a probar (49, 50).

e. Analisis de datos
Con un valor de p=0,10 para cuatro repeticiones realizadas, se realizd
una prueba de hipoétesis binomial, con lo que se pudo determinar lo siguiente:
Actividad antifiingica positiva: Si el extracto inhibe el crecimiento del hongo
en un 75 % o mas respecto al control negativo.
Actividad antifungica negativa: Si el hongo presenta un crecimiento

homogéneo mayor al 25 % respecto al control negativo (49, 50).
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VIIl. RESULTADOS

A. Extractos etanélicos

En la Tabla 1 se muestra el porcentaje de rendimiento de los extractos
etanodlicos obtenidos del cociente entre los gramos de extracto y el peso de la
materia vegetal seca.

Tabla 1. Extractos de las especies seleccionadas y su porcentaje de rendimiento

_ Parte % de
Planta/(No. Herbario) Nombre Comun . o
utilizada Rendimiento?
Diphysa robinioides Guachipilin Hoja 6,02
Phaseolus vulgaris Frijol comun Hoja 0,10
Senna occidentalis Frijolillo, Habilla Hoja 15,12
Vicia faba Haba Hoja 9,10

Fuente: * FARMAYA y Laboratorio de Bioensayos, Departamento de Citohistologia

B. Evaluacion de la actividad antifungica

La evaluacion de la actividad antifingica para la fase miceliar o parasitica del
aislamiento de S. schenckii demostrd actividad positiva para los extractos de la hoja
de D. robinioides y H. courbaril a una concentracion de 1 mg/mL, como se muestra
en la Tabla 2. Para los extractos de C. grandis, P. lunatus, P. vulgaris, S.
occidentalis y V. faba, no se obtuvo actividad contra esta fase a esta misma
concentracion (Tabla 2).
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Tabla 2. Actividad antifungica de los extractos (1 mg/mL) contra la fase

miceliar de S. schenckii

Especie Crecimiento % & Actividad
(mm) crecimiento inhibicién
Control negativo 340 100 o
Cassia grandis 24,6 £ 2,69 72 28 Negativa
Diphysa robinioides 00 0 100 Positiva®
Hymenaea courbaril 00 0 100 Positiva®
Phaseolus lunatus 13,6 £ 2,29 40 60 Negativa
Phaseolus vulgaris 14,4 £ 0,95 42 58 Negativa
Senna occidentalis 19,62 £5,31 59 41 Negativa
Vicia faba 21,12 + 2,69 62 38 Negativa
*Fuente: Datos experimentales
®p<0,10

La concentracion inhibitoria minima (CIM) obtenida para los extractos que
presentaron actividad positiva contra la fase miceliar de S. schenckii fue de 1
mg/mL y 0,5 mg/mL, respectivamente (p<0,10), correspondiente a cuatro

repeticiones), como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. CIM de los extractos contra la fase miceliar de S. schenckii

Especie Parte CIM (mg/mL)
Diphysa robinioides Hoja 1
Hymenaea courbaril Hoja 0,5

*Fuente: Datos experimentales

Para la fase levaduriforme de S. schenckii ninguno de los extractos
evaluados report6 actividad significativa a una concentracion de 1 mg/mL (p>0,10,
correspondiente a cuatro repeticiones), por tal razén no se realizé concentraciéon

inhibitoria minima para esta fase.
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IX. DISCUSION

En este estudio se determind la actividad de siete extractos de plantas
leguminosas contra las fases miceliar y levaduriforme del hongo Sporothrix schenckii. Los
siete extractos a ensayar fueron seleccionados en base a tres criterios: poseer uso
medicinal popular reportado para lesiones de la piel y mucosas, no tener registro de
actividad contra esta especie y en base a su disponibilidad y tiempo 6ptimo de

recoleccion.

De los extractos etandlicos preparados, el porcentaje de rendimiento indica la
cantidad de materia prima que se obtiene por cada 200 g de materia seca, dato que
puede ser de utilidad en estudios posteriores sobre estas especies. Al respecto se puede
mencionar que la especie vegetal con el mas alto rendimiento es S. occidentalis (15,12%),
lo que facilita su desarrollo para ser utilizada como materia prima. Menor rendimiento
tuvieron los extractos de V. faba (9,10%), D. robinioides (6,02%), y por ultimo el de P.
vulgaris (0,10%) con un escaso rendimiento, por lo que se necesitara mayor cantidad de
material vegetal seca para la elaboracion de un extracto.

Para la realizacién del bioensayo fue tomada una sola cepa del hongo de la que
fue posible obtener sus dos fases, es decir pudiendo convertirla a fase levaduriforme de
mejor forma. Los otros aislamientos eran mas antiguos y su manipulacion era mayor,

consecuentemente, su viabilidad se vio disminuida.

Tuvieron actividad significativa contra S. schenckii los extractos de D. robinioides y
H. courbaril. Al ser sometidos a la determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CIM) reportaron actividad antifingica a concentraciones de 1 mg/dL y 0,5 mg/dL
respectivamente. Con base en estos resultados, se apoya el uso tradicional de estas
especies. A pesar de esto, no se puede definir el mecanismo de accién de estos extractos
ya que no se cuenta con el compuesto activo en forma pura para ser sometido a

bioensayos que comprueben su actividad en forma precisa.

Estas especies son utilizadas popularmente para el tratamiento de ulceras y
heridas sin comprobacion cientifica. De acuerdo con estudios previos, se sabe que
poseen actividad contra los dermatofitos Mycosporum canis y Trichophyton rubrum (5).
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Se sabe que algunos de los compuestos activos presentes en el extracto de D.
robinioides son flavonoides como las antraquinonas (51-54), compuestos que pueden ser
los responsables de la propiedad antifingica actuando contra la pared celular ya sea en la
inhibicion de la sintesis o penetrando en ella, o posiblemente debido a su accion
antioxidante o su afinidad por hormonas y/o proteinas celulares actlla como inhibidor de
procesos fundamentales para el hongo. Ademds, debe tenerse en cuenta que las
condiciones ambientales generan cambios morfolégicos y de desarrollo en la pared
celular de las dos fases por lo que la respuesta es distinta ante mecanismos de accién,

adsorcion o absorcion de dichos compuestos (12,17, 51-53).

La resina de la corteza y el fruto H. courbaril se han utilizado empiricamente con
buenos resultados para el tratamiento de Ulceras y heridas. Ademas, el extracto de
corteza de esta especie posee actividad in vitro contra Candida albicans, y, por la
actividad observada en este estudio, se infiere que las hojas poseen también un principio
activo en contra la fase parasitica de S. schenckii. Uno de los componentes importantes
de la resina es el diterpeno acido labran-8-beta-ol-15-oico y en la corteza se encuentran
flavonoides, leucoantocianina, polifenoles y taninos los cuales pueden ser responsables
de la actividad (2, 4, 51-58).

Pese a que se valida la actividad de estos extractos contra la fase miceliar del
hongo, no se obtuvo actividad contra la fase levaduriforme, y, tomando en cuenta que
cuando la enfermedad se hace evidente, ya hubo diseminacion y conversion del micelio
en levadura, éstos resultados indican que los extractos no son (tiles como alternativa
terapéutica en estadios avanzados. Sin embargo, debido a que la fase miceliar y/o
esporas son las que se inoculan inicialmente, podria probarse la viabilidad de estos
extractos como tratamiento profilactico, preventivo o desinfectante si se utiliza

inmediatamente después de la inoculacion.

Debe tomarse en cuenta que la CIM obtenida fue relativamente alta y en el
desarrollo de productos medicinales comerciales disminuye su potencialidad como
materia prima. Sin embargo, es necesario, en vista de que poseen actividad demostrada
en lesiones de la piel y mucosas, desarrollar estudios posteriores para identificar los
principios activos y optimizar su accion fungistatica (4, 27, 29).
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X. CONCLUSIONES

El mayor porcentaje de rendimiento en la elaboracion de extractos etandlicos fue

obtenido de S. occidentalis, seguido de V. faba, D. robinioides y P. vulgaris.

Los extractos de D robinioides y H. courbaril poseen actividad antifingica contra la

fase miceliar de S. schenckii (p<0,10).

Los extractos etandlicos de las especies estudiadas no demostraron actividad contra

la fase levaduriforme de S. schenckii.

La CIM contra la fase miceliar de S. schenckii del extracto de H. courbaril fue de 0,5
mg/dL.
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XI. RECOMENDACIONES

1. Definir los principios activos presentes en las plantas que demostraron actividad

antifangica contra S. schenckii para determinar su mecanismo de accion.

2. Realizar estudios que encuentren los mecanismos de accién de los compuestos
activos presentes en H. courbaril y que demuestren su accion en las paredes celulares

de las fases miceliar y levaduriforme de S. schenckii.

3. Determinar la actividad antifingica de otras especies de leguminosas utilizadas
popularmente en el tratamiento de afecciones mucocutaneas, con la finalidad de
obtener otras opciones terapéuticas menos agresivas, a bajo costo y al alcance de

toda la poblacion guatemalteca.
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XIIl. ANEXOS

Anexo 1

Simpodioconidios (Aspecto de margarita)

Anexo 2
Cuerpos asteroides
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Anexo 3
Levaduras (Tincién Giemsa)
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Anexo 4

Fig. 1 Esporotricosis Fig. 2 Cassia grandis

T Y

Fig. 3 Diphysa robinioides Fig. 4 Hymenaea courbaril
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Fig. 5 Phaseolus lunatus Fig. 6 Phaseolus vulgaris

Fig. 7 Senna occidentalis Fig. 8 Vicia faba
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Fig. 9 Preparacion de la material vegetal seca Fig. 10 Proceso de percolacion

Fig. 11 Extracto etandlico de la planta Fig. 12 Desecadora

Fig. 13 S. schenckii en medio Sabouraud y Takashio Fig. 14 Incubacion de S. schenckii en agar-planta
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Fig. 15 Control negativo y extractos con actividad Fig. 16 Extracto sin actividad contra S. schenckii
contra S. schenckii

Fig. 17 Incubacion levadura S. schenckii (Agar sangre ~ Fi9- 18 Actividad negativa contra fase levaduriforme de

de carnero 10% y atmosfera de CO,) S. schenckii
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