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1. RESUMEN

Las infecciones por hongos incluyen a un grupo homogéneo de microorganismos que
tienen la capacidad para colonizar los tejidos queratinizados; estas incluyen una amplia
variedad de enfermedades que afectan integumentos y sus apéndices (pelo, ufias y piel). Las
infecciones micéticas de la piel son patologias observadas frecuentemente en la clinica. Los
tratamientos generalmente tienen un costo econdémico considerable, observando en ocasiones
recidivas debido a resistencia de los patdgenos hacia los farmacos. Por lo tanto, es necesario

buscar tratamientos alternativos que sean eficaces y de costo relativamente econémico.

El proposito de este estudio fue evaluar la actividad antiflngica in vitro de cinco
plantas nativas de uso popular en Guatemala, las cuales fueron la corteza de Byrsonima
crassifolia (Nance), la hoja de Cassia reticulata (Barajo), la hoja de Litsea guatemalensis
(Laurel), la hoja de Solanum nigrescens (Quilete) y el rizoma de Smilax domingensis
(Zarzaparrilla), sobre los principales hongos que afectan a la poblacion guatemalteca, con el
fin de determinar la actividad de cada extracto sobre las cepas aisladas y la concentracion

inhibitoria minima de los extractos efectivos.

Se utilizaron seis cepas de hongos dermatofitos los cuales fueron, Epidermophyton
floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton rubrum y Trichophyton tonsurans, un hongo filamentoso el cual fue Aspergillus
flavus y dos levaduras de la especie Candida albicans. Estos hongos fueron aislados de
muestras clinicas provenientes de ceparios de Micologia, Candelaria e Instituto de
Dermatologia y Cirugia de la Piel (INDERMA). Los resultados indican dos extractos activos,
el extracto etandlico de Byrsonima crassifolia (Corteza), para las dos cepas de Candida
albicans las cuales presentaron una CIM de 0.0312 y 0.0625 mg/mL y Trichophyton
metagrophytes una CIM de 0.0625 mg/mL; y el extracto etandlico de Smilax domingensis
(Rizoma), presentd actividad inhibitoria solamente para las dos cepas de Candida albicans
con una CIM de 0.312 y 0.0078 mg/mL. Segun el disefio estadistico, se realiz6 la prueba de
hipotesis binomial (p=0.0312).



Ninguno de los extractos etanolicos evaluados contra los hongos Aspergillus flavus,
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
rubrum y Trichophyton tonsurans inhibieron su crecimiento significativamente (p<0.05). Los
resultados de este estudio contribuyen a la informacion sobre la actividad antifungica de las

especies vegetales Byrsonima crassifolia y Smilax domingensis y confirmar la actividad
antifngica presentada en estudios anteriores.



2. INTRODUCCION

Guatemala es un pais con una gran diversidad genética y cultural, por lo que el uso de
las plantas medicinales estd ampliamente difundido en el pais; desde la antigliedad ha venido
siendo utilizada como medicina natural; debido al clima tropical del pais se favorece el
desarrollo de multiples enfermedades infecciosas, particularmente que atacan la piel y

mucosas (Céceres, Lopez, Giron, & Logemann, 1991; Rippon, 1990).

Las infecciones de la piel son enfermedades comunes en los paises en desarrollo,
ocasionadas por los hongos filamentosos y dermatofiticos que es un grupo de huéspedes
homogéneo de hongos queratinéfilos y causan una gran variedad de cuadros clinicos, incluyen
una amplia variedad de enfermedades que afectan integumentos y sus apéndices, pelo, ufias y
piel, son especialmente preocupantes en las zonas tropicales, especialmente en los nifios y

personas inmunosuprimidas (Rippon, 1990).

El hombre desde su origen, ha utilizado distintas plantas medicinalmente como
materia prima, con el fin de preparar remedios para curar diversas afecciones en los seres
humanos. A través de encuestas etnobotéanicas y revision de la literatura se han detectado mas
de 100 plantas de ser utilizadas en Guatemala para tratar afecciones producidas por agentes
causales, siendo los mas comunes Epidermophyton floccosum, Microsporum canis,
Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton rubrum (Céceres, 1996;
Céceres, et al., 1991a).

Las plantas son utilizadas como una opcion para tratar ciertas afecciones de la piel y
mucosas, y esto se debe primordialmente al alto costo de la medicina y a los efectos

colaterales indeseables de estos medicamentos.

En este estudio se evalud la actividad inhibitoria de las plantas nativas de uso popular
en Guatemala contra hongos de muestras clinicas, en la que se realiz6 un tamizaje cualitativo

para los hongos dermatofitos, filamentosos y un tamizaje cualitativo y cuantitativo para las



levaduras. La importancia de este estudio, radica en la comprobacion de la actividad
antifungica y la Concentracion inhibitoria minima (CIM) de cinco extractos etanolicos
(Byrsonima crassifolia, Cassia reticulata, Litsea guatemalensis, Solanum nigrescens, Smilax
domingensis) contra cepas aisladas de pacientes (Aspergillus flavus, Candida albicans,
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum y Trichophyton tonsurans) y asi poder determinar la

actividad de extractos contra cepas silvestres.



3. ANTECEDENTES

3.1 Generalidades de las micosis

Las micosis superficiales se producen por contacto directo con el hongo o con una
persona o0 animal infectado, afecta piel, anexos y mucosas segun la localizacion, se
manifiestan por afeccion pilar engrosamiento ungueal o por eritema y descamacion son de

evolucion subaguda o crénica mas o menos pruriginosa (Arena, 2003).

Los hongos enddgenos se encuentran en mucosas 0 tegumentos de individuos sanos y
solo en condiciones especiales del pacientes cuando se encuentran inmunosuprimidos se
convierten en patdgenos en los seres humanos (Arena, 2003; Del Palacio, Garaul, & Cuetara,
2002).

Candidiasis que es mucho mas frecuente en la poblacion y predomina en zonas
tropicales y se considera como las mas frecuentes de las enfermedades por hongos, afecta a
sujetos de cualquier edad, raza o sexo asi como de cualquier medio socioeconémico u
ocupacion (Arena, 2003; De la Calle-Rodriguez, Santa-Vélez, & Cardona-Castro, 2012).

La candidiasis son infecciones primarias 0 secundarias ocasionadas por levaduras
enddgenas y oportunistas y pueden afectar piel y mucosas y estructuras profundas y 6rganos
internos, las manifestaciones clinicas son localizadas, diseminadas o sistémicas, las
alteraciones histopatoldgicas varian desde inflamacion hasta supuracion o granuloma, la

evolucion es aguda, subaguda o crénica (Arena, 2003).

Existe una gran variedad de géneros y especies de microorganismos capaces de causar
infecciones en el hombre; los mas frecuentes son Aspergillus flavus, Candida albicans,
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton

mentagrophytes, Trichophyton rubrum y Trichophyton tonsurans (Arena, 2003).
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Estos microorganismos estan asociados a una gran variedad de cuadros cutdneos que
van desde crénicos hasta moderados y pueden presentar inflamacion y pueden confundirse
con eccemas Yy psoriasis, por lo cual su estudio permitira la confirmacion de estos
dermatofitos (De la Calle-Rodriguez, et al 2012; Palacio, Garaul, & Cuetara, 2002).

3.2 Hongos oportunistas

Desde hace varios afios se utiliza el término para designar a un grupo de infecciones
por hongos que viven normalmente como saprobios en el ambiente o cavidades naturales de
los seres humanos siempre ha existido una relacion con el ser humano y los microorganismos
y nos hemos encontrado expuestos a ellos desde hace miles de afios y que han causado serios
dafios a la salud. Los microorganismos saprofitos ha pesar de desarrollarse dentro del
hospedero, no producen dafio alguno e incluso pueden ser beneficiosos, pero algunas veces
dependiendo del hospedero, en especial en pacientes inmunocomprometidos con
enfermedades de base severas, terapias prolongadas, o bien, con factores predisponentes al
desarrollo de estas infecciones y con riesgo de posterior infeccion fangica invasiva por lo que
han emergido como una importante causa de morbi-mortalidad (Arena, 2003; Del Palacio, et
al., 2002).

Los agentes productores de este variado espectro de afecciones incluyen un amplio
espectro de géneros y especies que afio a afio se va incrementado considerablemente. Estos
son saprofitos de suelo, agua, aire y vegetales, abundan en restos de materia organica en
descomposicion y anteriormente consideradas inocuos, contaminantes de laboratorio o0 a

procesos industriales (Del Palacio, et al., 2002).

Estos hongos que se comportan como comensales para el hombre formando parte de
su flora normal de la piel, mucosas, tracto digestivo o respiratorio, o bien, por aquellos que
integran la micGtica ambiental (suelo, agua, aire), estos hongos dependiendo de las
oportunidades que le brinde el hospedador, como el de disminuir su capacidad defensiva,
pueden colonizar, infectar y producir enfermedad y en ocasiones y segun el estado
inmunitario pueden invadir tejidos y producir alteraciones que pueden llevar a la muerte
(Arena, 2003).
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Dentro de las micosis oportunistas se encuentran la Candidiasis, Aspergillosis,
Hialohifomicosis, Feohifomicosis, Zigomicosis e infecciones por otros hongos
levaduriformes, siendo las tres primeras las de mayor importancia (Arena, 2003; Ozaeta,
Guancin, & Flores, 2008).

3.3. Hongos del estudio

3.3.1 Aspergillus flavus

Hongo filamentoso oportunista que causa el 95% de las infecciones, pueden causar
enfermedades pulmonar alergia o invasora, aspergiloma, y otros 6rganos o localizarse como
onicomicosis, queratitis y micetoma. Los hongos del género Aspergillus son omnipresentes
que viven como saprofitos en el suelo, vegetales en descomposicion y cualquier tipo de
materia organica, como pintura fresca, alimentos enlatados abiertos, Aspergillus flavus se
desarrolla sobre granos produce hepatotoxinas y aflatoxinas carcindgenas (Arena, 2003).

Las colonias son de color verde-amarillo, la textura de las colonias es pulverulenta con
surcos radiales, rugosos o granulosos, ocasionalmente algodonosas en el centro o margen de
la colonia, el reverso de la colonia es incoloro. Los conidiéforos no ramificados de pared
gruesa, hialinos, rugosos, de > 1 mm de longitud y de 10 a 20 um de diametro. Las vesiculas
son globosas o subglobosas de 10 a 65 um de didmetro produciendo fidlides uniobiseriadas
alrededor de la vesicula. Los conidios son de color verde amarillentos, lisos o finamente
rugosos, esféricos o subesféricos con un didmetro de 3.5 a 4.5 um de diametro (Guevara,

Urcia, & Casquero, 2007).

3.3.2 Candida spp.

La Candidiasis representa una enfermedad oportunista y la infeccion puede ser
primaria o secundaria ocasionada por un miembro del género Candida. Las manifestaciones
clinicas son variadas, desde aguda, subaguda y crénica a episddica, la infecciona puede
localizarse en la boca, garganta, piel, cuero cabelludo, vagina, dedos de las manos, ufas,
bronquios, etc. Puede causar irritacion, inflamacion a supuracion cronica y aguda (Rippon,
1990).
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Candida albicans es un hongo polimorfico debido a que puede presentar morfologia
levaduriforme o bien crecer como hongo filamentoso formando hifas verdaderas, este hongo
presenta levaduras ovaladas o globosas, gemantes con tamafios distintos, ademas puede
presentar pseudomicelio y micelio verdadero, es un hongo de crecimiento rapido de 24 a 48

horas, que crece perfectamente a 27°C y a 37°C (Logemann, 1995).

Su colonia es de color crema, pastosa Y lisa, en algunas cepas dentro del medio de
cultivo se pude observar la presencia de raicillas que salen del reverso de la colonia lo cual es
bastante caracteristico de Candida albicans (De la Calle-Rodriguez, et al., 2012; Logemann,
1995).

La morfologia no es concluyente por lo que es necesario realizar pruebas como la
produccion de tubos germinales, formacion de clamidosporas y la asimilacion de
carbohidratos por la técnica del auxonograma de carbono (Logemann, 1995).

3.3.3. Dermatofitos

Son hongos filamentosos, queratinofilicos pertenecientes a la clase Euascomycetos,
con tres géneros que se agrupan segun su habitat: los antropofilicos, que causan infeccion en
el ser humano, los zoofilicos, asociados con animales y los geofilicos, que se relacionan con
material queratinaceo. Los dos primeros infectan el estrato corneo y se consideran parasitos
obligados (De la Calle-Rodriguez, et al., 2012)

Segun la Organizacion Mundial de la Salud los dermatofitos son un grupo de hongos
filamentosos constituido por tres géneros (Epidermophyton, Trichophyton y Microsporum)

gue comprenden 40 especies (Del Palacio, et al., 2002).

Con el fin de determinar la frecuencia de las infecciones debidas a hongos
dermatofitos se han realizado estudios en diferentes centros hospitalarios en Guatemala para
ampliar mas la informacién epidemioldgica sobre los dermatofitos y sus agentes etioldgicos

(Martinez, Matta, Carias, Porras, Logemann, & Arenas, 2012).
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3.3.4 Género Trichophyton
El género Trichophyton afecta de varias formas, principalmente las manos, ufias,

cabeza, cuerpo, y puede afectar ha nifios y adultos (Arena, 2003).

Este género presenta una serie de caracteristicas como; colonias con aspecto de cera,
planas o algodonosas, blancas, rosiceas, amarillentas, crema o marron, el reverso puede ser
crema, marron, rojo, violeta o amarillo y se producen mediante macro y microconidias talicas
terminales o0 a ambos lados de hifas septadas indiferenciadas. Las macroconidias tienen dos o
mas células generalmente de pared fina y lisa, hialinas con forma cilindrica. Las
microconidias son hialinas y de pared lisa y fina unicelulares con forma ovoide, o piriforme

(De la Calle-Rodriguez, et al., 2012; Ozaeta, et al., 2008). Incluyen los siguientes géneros:

e Trichophyton mentagrophytes
Este género posee multiples variedades morfoldgicas, las cepas antropdfilas que
presentan crecimiento moderado de 7 a 10 dias, y su colonia en medio Sabouraud a 25°C, en
su superficie es granulosas o algodonosas de color blanco cremoso y purulentas, con
margenes radiados; en el reverso hay color rojo o café marron y se observa abundancia de
microconidios esféricos y cilindricos de paredes delgadas y frecuentemente se observan hifas

en espiral (Arena, 2003).

e Trichophyton rubrum
Esta especie es la més frecuente con morfologia microscopica variable, presenta un
crecimiento moderado de 14 dias y su colonia en medio Sabouraud a 25°C, genera colonias de
color blanco, algodonosas, con un pigmento rojizo o rojo oscuro en el reverso, algunas cepas
producen un pigmento melanoide que se difunde en el medio, presentan también cepas
granulosas y plegadas, los microconidios pueden ser numerosas 0 escasos, son ovales y nacen

a los lados de las hifas pectinadas (Arena, 2003).
e Trichophyton tonsurans

Esta especie esta en aumento por infecciones, presenta crecimiento moderado de 4 a

14 dias, y su colonia en medio Sabouraud a 25°C, da lugar a colonias pulverulentas que se

14



pliegan, el color de la superficie puede ser blanco, gris, o amarillo, por lo general presenta un
color café marron oscuro en el reverso. Las macroconidias son numerosas y de tamarfio
variable, nacen a los lados de las hifas o en brazos cortos, se disponen en angulos rectos, son
comunes las clamidosporas e infrecuente los microconidios de paredes delgadas y lisas con

algunas hifas en espiral (Arena, 2003).

3.3.4 Género Microsporum spp.

Es un hongo filamentoso queratinofilos incluido en el grupo de dermatofitos, el habitat
natural de algunos de los Microsporum spp. es de suelo, afectan principalmente a animales y
humano, Microsporum spp. tiene la capacidad de degradar la queratina y por lo tanto puede
residir en la piel y la cabeza y raras veces en las ufias Yy sigue siendo invasivo. Presentan
crecimiento moderado a rapido entre 6 a 10 dias, presentan color blanco amarillento a cafe,
poseen escasos microconidios y macroconidias (Skerlev, & Mikli¢, 2010). Incluye los

siguientes géneros:

e Microsporum canis
Se caracteriza por colonias de crecimiento rapido entren 5 a 8 dias y su colonia en
medio Sabouraud a 25°C, se puede apreciar una colonia blanca algodonosa, radiada de
superficie plana y abundantes hifas aéreas que dan un aspecto velloso al reverso presenta un
color amarillo naranja a café, se observa macroconidias fusiformes con doble pared en los
macroconidias, se puede observar hifas en raqueta pectinadas y clamidoconidios (Arena,
2003; Logemann, 1995).

e Microsporum gypseum
Es el dermatofito geofilico causante de tinea corporis y capitis de mayor importancia
el cual desarrolla colonias de crecimiento rapido y su colonia en medio Sabouraud a 25°C de
color canela o ante y textura pulverulenta, presenta microconidios fusiformes con puntas
romas, no presenta doble pared, aparentemente sus septos van de pared a pared, presenta
macroconidios escasos, piriformes, adheridos a lo largo del micelio (Garcia, Ruiz, Garcia, &
Linares, 2004; Logemann, 1995).

15



3.3.5 Género Epidermophyton
Afecta con mayor frecuencia la piel y en casos raros las ufias, no hay informes de dafio
a nivel de piel cabelluda, dentro de este género Unicamente hay una especie de interés médico

la cual es Epidermophyton floccosum (Logemann, 1995).

e Epidermophyton floccosum
Es un hongo dermatofito antropofilico, que se relaciona mas frecuentemente con tifias
de la ingle, se caracteriza por colonia radiada y finamente pulverulenta de crecimiento rapido
5 a 8 dias y su colonia en medio Sabouraud a 25°C, es de color verdoso (caqui), y en el centro
puede presentar un penacho blanco algodonoso. Microscopicamente presenta macroconidios
septados en forma de mazo y dispuestos en grupos o aislados, se puede observar
clamidosconidios aislados o en cadena (Arena, 2003; Logemann, 1995).

3.4 Tratamiento antifangico

Es toda sustancia que tiene la capacidad de evitar el crecimiento de algunos tipos de
hongos, o cualquier sustancia capaz de producir una alteracion en las estructuras de una de
una célula fangica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de
supervivencia, directa o indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los sistemas de
defensa del huésped. (Carrillo, Brid, & Quindds, 2001; Bodey, 1992)

3.4.1 Compuestos azolicos

e Definicion
Los compuestos azolicos son compuestos sintéticos que se pueden clasificar como
imidazoles o triazoles, de acuerdo con el nimero de atomos de nitrogeno en el anillo azélico
de cinco elementos, segun se indica mas adelante. Los imidazoles constan de cetoconazol,
miconazol y clotrimazol. Estos ultimos dos farmacos se usan ahora sélo para el tratamiento
topico. Los compuestos triazdlicos incluyen itraconazol, fluconazol, voriconazol y
posaconazol (Carrillo, Brio, & Quindos, 2001; Bodey, 1992).

16


http://es.wikipedia.org/wiki/Hongo

e Mecanismo de accion
La actividad antimicotica de los farmacos azélicos es producto de la disminucion de la
sintesis de ergosterol por inhibicion de las enzimas del citocromo p450 del hongo. La
toxicidad selectiva de los farmacos azélicos es producto de su mayor afinidad por enzimas del
citocromo p450 micoticas que de las humanas. Los imidazoles muestran un menor grado de
selectividad que los compuestos triazélicos, 1o que contribuye a su mayor incidencia de
interacciones farmacoldgicas y efectos secundarios. La resistencia a los compuestos azolicos

ocurre por mecanismos multiples (Carrillo, et al., 2001; Katzung, et al., 2010).

Cada vez se informa de cifras mas altas de cepas resistentes, lo que sugiere que el uso
creciente de este farmaco para profilaxis y tratamiento puede estar produciendo seleccion de
resistencia farmacoldgica clinica en ciertos contextos (Bodey, 1992; Rueda, 2002).

e Uso clinico
El espectro de accion de los medicamentos azdlicos es amplio e incluye levaduras del
género Candida, micosis endémicas (blastomicosis, coccidioidomicosis, histoplasmosis),
dermatofitosis y, en el caso de itraconazol y voriconazol, incluso aspergilosis. También son
utiles en el tratamiento de microorganismos intrinsecamente resistentes a la anfotericina B,
como Pseudallescheria boydii (Bodey, 1992; Rueda, 2002).

e Interacciones farmacoldgicas
Todos los farmacos azoélicos afectan al sistema de enzimas del citocromo p450 en los
mamiferos hasta cierto grado y, en consecuencia, son susceptibles a interacciones

farmacoldgicas (Rueda, 2002).

3.4.2 Cetoconazol

El cetoconazol fue el primer farmaco azolico oral introducido al uso clinico. Se
distingue de los compuestos triazolicos por su mayor propension a inhibir las enzimas del
citocromo P450 en mamiferos; es menos selectivo para el P450 de los hongos que los

compuestos azélicos mas nuevos (Bailey, Krakovsky, & Rybak, 1990; Rueda, 2002).
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El cetoconazol es eficaz en el tratamiento de las infecciones cutaneas causadas por
hongos del género Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton. Las infecciones de la piel
lampifia a menudo responden a una dosis diaria oral de 200 mg en dos a tres semanas. La piel
palmar y plantar tiene respuesta mas lenta y a menudo requiere de cuatro a seis semanas a
dosis a 200 mg cada 12 h. Las infecciones de cabello y ufias pueden requerir todavia mas
tiempo antes de resolverse, con observacion de bajas tasas de curacion para la tifia de la
cabeza (Bailey, et al., 1990; Katzung, et al., 2010).

3.4.3 ltraconazol

El itraconazol es un triazol emparentado con el cetoconazol, se administra por via oral
0 tdpica, la absorcion del farmaco aumenta por la presencia de alimentos y un pH géstrico
bajo. Como otros derivados azolicos liposoluble, interactia con enzimas microsémicas
hepéticas, aunque en menor grado que el cetoconazol. Una importante interaccion
farmacoldgica es la disminucion de la biodisponibilidad del itraconazol cuando se administra
en combinacion con rifamicinas (rifampicina, fabutina, rifapentina). No afecta la sintesis de
esteroides de los mamiferos y sus efectos en el metabolismo de otros medicamentos con
depuracién hepéatica son muchos menores que los de cetoconazol (Del Pilar, 2000; Davey,
1990; Bailey, et al., 1990).

Si bien el itraconazol muestra potente actividad antimicética, su eficacia puede ser
limitada por la menor biodisponibilidad. Las formulas méas nuevas, incluso un liquido oral y
una presentacion intravenosa, han hecho uso del ciclodextrano como molécula portadora para
aumentar la solubilidad y biodisponibilidad. Tiene mala penetracién en el liquido
cefalorraquideo. EIl itraconazol es un compuesto azolico ideal para el tratamiento de
enfermedades por hongos dimorfos de Histoplasma, Blastomyces y Sporothrix, Aspergillus sp,
se usa ampliamente en el tratamiento de las dermatofitosis y onicomicosis (Davey, 1990;
Queiroz-Telles, McGinnis, Salkin, & Graybill, 2003).

3.4.4 Fluconazol
Muestra un alto grado de hidrosolubilidad y buena penetracion al liquido
cefalorraquideo, su biodisponibilidad oral es alta. Las interacciones farmacologicas son

también menos frecuentes porque el fluconazol tiene el efecto mas débil de todos los
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compuestos azélicos sobre las enzimas microsémicas hepaticas. Por su menor interaccion con
enzimas hepaticas y mejor tolerancia gastrointestinal, el fluconazol tiene el indice terapéutico
méas amplio de los compuestos azolicos, que permite una dosificacion mas intensiva en
diversas infecciones micéticas. El farmaco esta disponible en forma oral e intravenosa y se
utiliza a dosis de 100 a 800 mg/dia. El fluconazol es el compuesto azolico ideal para el
tratamiento y la profilaxis secundaria de la meningitis criptocdcica (Del Pilar, 2000; Gubelin,
De la Parra, & Giesen, 2011).

El fluconazol es el farmaco de uso mas frecuente para el tratamiento de la candidosis
mucocutanea. Su actividad contra hongos dimorfos se limita a coccidioidosis y en particular a
infeccion meningea, donde la dosis alta de fluconazol a menudo obvian la necesidad de uso de
la anfotericina B intratecal. Se ha demostrado que el uso profilactico del fluconazol
disminuye las enfermedades micéticas en individuos que recibieron trasplantes de médula

Osea y pacientes con sida (Del Pilar, 2000; Gubelin et al., 2011).

3.4.5 Voriconazol

El voriconazol esta disponible en presentaciones intravenosa y oral. La dosis
recomendada es de 400 mg/dia. ElI farmaco se absorbe bien por via oral, con una
biodisponibilidad que rebasa 90% y muestra menos unién a proteinas que el itraconazol. Su
metabolismo es predominantemente hepatico. El voriconazol es un inhibidor de la CYP3A4
de mamifero importante en clinica. Como resultado, se requiere disminucion de la dosis de
varios medicamentos cuando se inicia voriconazol, e incluyen ciclosporina, tacrolimus e
inhibidores de la reductasa de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) que es una
enzima que controla la cantidad de sintesis de colesterol. (Cuenca-Estrella, & Rodriguez-
Tudela, 2003; Gubelin et al., 2011).

Las toxicidades observadas incluyen exantema y aumento de enzimas hepaticas, los
trastornos visuales son frecuentes y ocurren en el 30% de los pacientes que reciben
voriconazol intravenoso e incluyen vision borrosa y cambios de color o la brillantez. Estos
cambios visuales suelen presentarse inmediatamente después de una dosis de voriconazol y se
resuelven en 30 minutos. Puede observarse dermatitis por fotosensibilidad en pacientes que

reciben el tratamiento crénico oral (Cuenca-Estrella, & Rodriguez-Tudela, 2003). El
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voriconazol es similar al itraconazol en su espectro de accion, con actividad excelente contra
Candida sp y hongos dimorfos, el voriconazol es menos toxico que la anfotericina B y

constituye el tratamiento ideal de la aspergilosis invasora (Gubelin et al., 2011).

3.4.6 Posaconazol

El posaconazol es el triazol mas reciente en recibir autorizacion de unos en Estados
Unidos. Esta disponible sélo en formula oral liquida y se usa a dosis de 800 mg/dia dividida
en tres o cuatro tomas. La absorcion mejora cuando se toma con alimentos ricos en grasa. El
posaconazol se distribuye con rapidez en los tejidos y da como resultado cifras tisulares altas,
pero concentraciones séricas relativamente bajas. No se han comunicado ain cambios
visuales pero si interacciones farmacoldgicas con cifras mayores de sustratos de la CYP3A4,

como tacrolimus y ciclosporina (Carrillo, et al., 2001; Gubelin et al., 2011).

El posaconazol es el miembro de la familia de compuestos azélicos de espectro mas
amplio con actividad contra la mayor parte de levaduras del género Candida y Aspergillus. Es
el Unico compuesto azolico con actividad significativa contra los farmacos causales de la
actinomicosis 0 mucormicosis. Actualmente tiene autorizacion como tratamiento de rescate en
la aspergilosis invasora, asi como para la profilaxis de infecciones micoéticas durante la
quimioterapia de induccion por leucemia y para pacientes de trasplante halégeno de médula

6sea con enfermedad de injerto contra hospedador (Carrillo, et al., 2001).

3.5 Etnobotanica

La Etnobotanica es una parte de la ciencia botanica que recoge los saberes referidos a
los usos de las plantas por las comunidades humanas, estudia el uso popular de la flora o
naturaleza a una region particular para usos medicinales, comestibles o utilitarios. La
Etnoboténica es una disciplina auxiliar de la Botanica que estudia las relaciones entre las
plantas y los seres humanos. La etnobotanica contribuye a recoger la informacion acerca de
las relaciones y saberes que son elaborados por la comunidad humana con respecto al uso de
las plantas (Mellen, 1974).
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3.5.1 Medicina Tradicional en Guatemala

Las civilizaciones que habitaron el continente americano antes de la conquista europea
tenian amplios conocimientos cientificos y tecnoldgicos. Los primeros espafioles en llegar
mostraron su asombro ante lo avanzado de la medicina autoctona en estas latitudes,
particularmente la herbolaria, que era una especialidad entre los aztecas y otros pueblos

mesoamericanos (Villatoro, 1984; Giron, 1966).

La importancia de la medicina tradicional, se pone de manifiesto al comprobar que en
la actualidad constituye una préctica vigente por una poblacion mayoritaria que por razones
econdmicas o socioculturales buscan en ella, alivio o solucion a sus diferentes problemas de
salud-enfermedad (Villatoro, 1984).

3.5.2 Estudios etnobotéanicos en Guatemala

En el libro sobre la “Geografia de la Republica de Guatemala”, se hace una amplia
descripcidn sobre la riqueza natural de nuestro pais, y su importancia econémica, incluyendo

un listado de aproximadamente mil plantas de uso medicinal (Mejia, 1927).

En 1940 Dieseldorff describe la flora medicinal del departamento de Alta Verapaz,
haciendo un interesante esfuerzo por clasificarla y anotar su uso, nombre y lengua kekchi
(Diesseldorff, 1940). Posteriormente Roque profundiza sobre los principales usos de la flora
médica del pais (Roque, 1941). Ippisch aporta interesantes detalles sobre las principales

fuentes econdmicas y medicinales del pais (Ippisch, 1943).

En 1976 el Centro Mesoamericano de Estudios Sobre Tecnologia Apropiada
(CEMAT), inicia con las actividades de deteccion etnobotanica en lo referente a las plantas
medicinales en Guatemala en una forma sistémica, impulsando desde sus inicios por parte de
cientificos y técnicos nacionales en el desarrollo sostenible y conservacion del ambiente y los

recursos naturales (Villatoro, 1984).
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Se ha realizado estudios sobre la medicina tradicional en Guatemala en las que se
realizaron encuestas sobre plantas medicinales realizadas en mercados municipales en
diferentes regiones del pais, presentando un informe sobre las plantas mas comdnmente
utilizadas por las comunidades en las regiones del pais, a partir de estas encuestas se elaboro
una lista bésica de las plantas de uso popular, ademés de presentar varios estudios realizados
por otros investigadores sobre el uso de plantas medicinales (Céceres, & Sapper, 1977).

En 1984, se publica una breve descripcion botanica de sesenta y tres especies
vegetales, en donde hace mencidn a los usos medicinales de varias de las plantas que describe,
también publica un estudio sobre Loranthaceas, en donde recomienda que se hagan estudios

sobre las propiedades curativas de las mismas (P6ll, 1984).

En 1988 se realiz6 un trabajo sobre plantas medicinales y alimenticias en la regién
semiarida del nororiente de Guatemala, en el cual se presentan los usos de setenta y nueve
especies vegetales (Ronquillo, Melgar, Carrillo & Martinez, 1988). Segun Céaceres &
Samayoa (1990), por deteccion etnobotanica y revision bibliografica demuestra que hay por lo

menos disientas veintitrés plantas que se utilizan para tratar infecciones en Guatemala.

Las plantas constituyen la herramienta principal para la practica de la medicina
natural. Existe un inventario nacional con alrededor de mil cuatrocientas plantas medicinales
reportadas, con informacion recabada en la mayor parte de departamentos de Guatemala por
el Instituto Indigenista Nacional (IIN), el Centro Mesoamericano de Estudios sobre
Tecnologia Apropiada (CEMAT), Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola (ICTA), Facultad
de Agronomia de la USAC (FAUSAC) y Centro de Estudios Conservacionistas (CECON). De

estas plantas medicinales, se comercializan alrededor de doscientos (Caceres, 1996).

3.6 Plantas seleccionadas para el estudio

Debido a que han demostrado actividad antifungica, antimicrobiana y otras cualidades

terapéuticas se escogieron las siguientes cinco plantas nativas de uso popular en Guatemala:
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3.6.1 Byrsonima crassifolia Kunth

e Familia: Malpighiaceae

e Nombres populares

Nance, chi, craboo, nanche, nanzin, tapal, zacpah (Céaceres, 2009).

e Descripcion botéanica
Es un arbol tropical de la familia Malpighiaceae de 3-10 m de alto, copa redondeada
extendida, tronco recto, corteza café, rugosa, rosada por dentro, hojas siempre verdes,
opuestas, ovaladas, de 5-20 cm de largo, puntiagudas. Flores de 5 pétalos, anaranjadas o
amarillas, numerosas en grupos (Caceres, 2009; Martinez-Vazquez, Gonzélez-Esquinca,

Cazares-Luna, Moreno, & Garcia-Argaez, 1999).

e Habitat

En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chiquimula, EI Progreso,
El Quiché, Escuintla, Huehuetenango, Izabal, Jalapa, Petén, Quetzaltenango, Retalhuleu, San
Marcos, Santa Rosa, Suchitepéquez y Zacapa. Crece en un clima célido y himedo, tropical o
subtropical, suelo rocoso, arenoso y alcalino, se propaga por semilla. Ampliamente distribuido
en varias regiones de México, Centro y Ameérica del Sur, se ha utilizado con fines medicinales
desde tiempos prehispanicos por diversos grupos étnicos por ejemplo los indios de Oaxaca y
los zoques, tzeltales y tzotziles pueblo de Chiapas, México (Caceres, 1996; Martinez-
Véazquez, et al., 1999).

e Usos y propiedades medicinales
La corteza y las flores se usan por via oral para tratar afecciones respiratorias,
digestivas, dolor de muelas, hemorragias, mordedura de culebra, parésitos y favorecer el parto
y la expulsion de la placenta, y produccion de leche, ulceras. El fruto se utiliza para tratar
fiebres y las semillas para la disenteria, por via tépica se usa para tratar afecciones
dermatomucosas, se le atribuye la propiedad acaricida, antifingica, antineuralgica,

emenogoga, febrifuga, galactogoga y ténica (Céaceres, 2009; Martinez-Vazquez, et al., 1999).
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e Farmacologia experimental
Estudios antimicrobianos demuestran que el extracto acuoso de hojas, corteza y raiz es
activo contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus. La tintura de corteza es activo contra
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Candida albicans. La decoccion de
corteza es activa contra Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum
gypseum, Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton. rubrum (Céceres, 2009; Geiss,
Heinrich, Hunkler, & Rimpler, 1994).

e Composicion quimica
La corteza contiene taninos, glucosidos, saponinas, sesquiterpenlactonas y triterpenos,
flavonoides y derivados pipecolico podria ayudar en la modulacién y motilidad
gastrointestinal con la reduccion de los efectos secundarios anticolinérgicos, ademas, algunos
triterpenos de Byrsonima crassifolia se ha informado de efectos antiinflamatorio, los fenoles y
los galos flavonoides son antioxidantes antiséptico y inmunomoduladores (Bejar, Reyes-
Chilpa, & Jimenez-Estrada, 2000; Céaceres, 2009).

Las hojas contienen saponinas, esteroles insaturados, caderndlidos, bufadiendlicos,
flavonoides (catechina, epicatechina, guayaverina, hiperina, quecetina, galoilgalactésido),
leucoantocianinas, taninos, polifenoles, triterpenoides, terpenos, éster aromatico y glicolipidos
(Céceres, 2009).

La composicién quimica de la fruta de nance incluye un gran nimero de azUcares,
proteinas, minerales, vitamina C, riboflavina, grasas, fibras y aceites volatiles. La
composicion de los aceites volatiles incluyen una alta concentracion de 2-butanona, y
hexanoato de etilo, una cantidad media de etano 1,1-dietoxi, cantidades pequefias de 2-
butanol, n-hexanal, furfural, 2 heptanona, hept-3-eno-2 ona, acetato de etilo, butirato de etilo,
metil hexanoato, butil hexanoato, octanoato de etilo, hexanoato de hexilo, decanoato de etilo,
etilo cinamato, etilo dodecanoato, tetradecanoato de etilo, 1-metoxi 1-etoxi etano, y trazas de
terpineno, nona-2-eno-4-ona, isoamilbutirato y octanoato de metilo (Bejar, et al., 2000).
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3.6.2 Litsea guatemalensis Mez

e Familia: Lauraceae

e Nombres populares

Laurel, agurel, laurelillo, spac-tzé, sufricalla, zit-zuch (Caceres, 2009).

e Descripcidn botanica
Es un arbol de 6 m de alto, ramas delgada, cafés, hojas coriaceas, peciolo 1.5 cm de
largo, éliptico-lanceoladas, 8 cm de largo, agudas en la base, lustrosas glabras. Flores
auxiliares, peddnculo simple, solitarias, 15 mm de largo, 5-11 flores, se ha caracterizado por
la presencia de tricomas largos y rectos (Céaceres, 2009; Jimenez-Perez, & Lorea-Hernandez,
2008).

e Habitat
El género incluye aproximadamente seiscientas veinte dos especies, distribuidas en
paises diferentes, sobre todo en las zonas tropicales y subtropicales. El género es representado
por doce especies de América del Norte y cuatro especies de México y América Central

(Simdo da Silva, et al., 2012; Jimenez-Perez, & Lorea-Hernandez, 2008).

Es endémico en Guatemala, crece en bosques abiertos de pino y matorrales de 1,500-
3,150 msnm; descrito en Chimaltenango, Guatemala, Jalapa, Sacatepéquez y Solola (Standley
& Williams, 1964; Caceres, 2009).

e Usos y propiedades medicinales
En la medicina popular, esta planta se utiliza para tratar la fiebre, escalofrios, artritis,
e infecciones del aparato digestivo, sistema respiratorio, carencia de leche en la madre e
hinchazén, tdpicamente se usa en lavados y bafios para cansancio, Ulceras, piernas hinchadas
epilepsia, se le atribuye propiedades aromaticas, antiséptica astringente, balsamica,

carminativa, emenagoga, emoliente, estimulante febrifuga y pectoral (Caceres, 2009).
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e Farmacologia experimental
Presenta actividad antibacterial, antifingica, antioxidante y propiedades
antidepresivas. Estudios antifingico demuestran que la tintura de las hojas de Litsea
guatemalensis presenta moderada actividad contra Candida albicans, Epidermophyton

floccosum y Microsporum canis (Caceres, 2006).

Posee actividad en procesos inflamatorios por varios constituyes como pinocembrina,
que presenta actividad anti-inflamatoria, ademas de proporcionar neuroproteccion contra
lesion isquémica cerebral en ratas, la escopoletina, que ha demostrado ser igualmente
beneficioso como un posible agente preventivo y terapéutico para las enfermedades
gastrointestinal, enfermedades inflamatorias del es6fago, y el 5,7,3',4'- tetrahidroxisoflavolina,
que presenta actividad inflamatoria y antinociceptiva, en la intervencion terapéutica,

inflamacion y el dolor (Siméo da Silva, et al., 2012).

e Composicion quimica

Contiene sustancias biolégicamente activas, con mas de doscientos sesenta y dos
compuestos que incluyen amidas, alcaloides, flavonoides, butanolides, butenolactones,
esteroides, monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, y acidos grasos. Su aceite esencial se
compone principalmente de monoterpenos oxigenados (1,8-cineol, a-terpineol y linalool,
ademas de los hidrocarburos monoterpenos (a-pineno, limoneno y-y terpineno) Yy
sesquiterpenos (E-nerolidol, B-cariofileno y B-6xido de cariofileno) (Agrawal, Choudhary,
Sharma, & Dobhal, 2011; Simdo da Silva, et al.,, 2012; Vallverdu, Cruz, Céceres, &
Caniigueral, 2005).

3.6.3 Smilax domingensis Willd.

e Familia: Smilacaceae
e Nombres populares
Zarzaparrilla, bejuco de la vida, cocolmeca, china root, diente de chuco, palo de la

vida (Caceres, 2009).
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e Descripcion botanica
Es glabra, tallo rollizo con aguijones recurvados, hojas 1-6 veces méas largas que
ancha, ovadas, 5 nervios desde la base, umbelas estaminadas y pistiladas solitarias, pedinculo

mas corto que el peciolo, bayas 7-10 mm, rojas, rizoma lefioso (Céaceres, et al., 2012).

e Habitat
Smilacaceae es una familia que representada por el Unico género Smilax con cerca de
doscientos cincuenta especies en todo el mundo presentes con veinte seis especies en
Mesoamérica, ampliamente utilizado desde la antigliedad, es nativa de Ameérica tropical, que
crece en las tierras bajas, en los bosques himedos. En Guatemala se ha descrito en Alta
\erapaz, lzabal, Petén, San Marcos y Santa Rosa, Progreso, lzabal, Jalapa, Jutiapa,
Huehuetenango, Retalhuleu, Suchitepéquez (Céceres, 1996; Caceres, et al., 2012).

e Usos y propiedades medicinales
Se usa para tratar anemias, afecciones digestivas, hinchazén, malaria, dolor de rifiones,
enfermedades de la sangre y enfermedades venéreas, hepatitis, reumatismo y tumores,
antiinflamatoria, antifingica, antiséptica, se utiliza como diurético y ténico. Se aplica
topicamente para tratar afecciones ateromatosas (alergia, eccema, liquen plano, tinea,

psoriasis) (Céaceres, et al., 2012).

e Farmacologia experimental

La tintura del rizoma de Smilax domingensis es activa contra bacterias Grampositivo y
Gramnegativo, la decoracion y el extracto metandlico son activos contra Candida albicans,
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis y Trichophyton mentagrophytes. El extracto
etanolico tiene actividad antioxidante y hapatoprotectora, estudios clinicos con 50 pacientes
con candidiasis vaginal demuestran que los 6vulos de tintura se comportan de forma similar a
la Nistatina, en otro ensayo se prob6 una crema a base de tintura en trabajadores que
presentaban pie de atleta en todos se comprobo la infeccidn por dermatofitos y levaduras y se

demostré mejora (Céaceres, 2009; Caceres, et al., 2012).
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e Composicién quimica
El principal componentes encontrados y compartidos por la mayoria de las especies
del género son las saponinas esteroidales, fitoesteroles y triterpenoides, pero la especie de
Smilax domingensis presenta raices largas y rizoma pequefio, contiene alcaloides, aceite
esencial, saponinas, esteroides, flavonoides, leucoantocianinas, taninos, polifenoles, resinas,

B-sitosterol, &cido sasapico, polifenoles y estigmasterol (Céceres, et al., 2012).

3.6.4 Cassia reticulata Willd.

e Familia: Fabaceae-Caesalpinioidea

e Nombres populares
Barajo, palo de jiote, varajilla, sambran, majaguillo, matapasto, matapasto grande,
bajagua, galve, galve arisco, galvecillo, caballo, martingalvis, dorancé (Cristancho, Mejia, &
Acosta, 2008; Trujillo, & Madrigal, 2005).

e Descripcion botanica
Arbusto arborecente de 2-8 m, casi totalmente puberulentos, hojas en su mayoria de
25-70 cm de largo, foliolos 7-13 pares, mas grandes distalmente, oblongos u oblongo, ramas
gruesas, puberulentas o glabras; sus flores en paniculas de racimos terminales cada una
cubierta por un cono de bracteas imbricadas amarillo-anaranjado, racimos incurvados, con

numerosas flores (Trujillo, & Madrigal, 2005).

e Habitat
En bosques, ribieras y playas; con frecuencia se establece en el agua, en lugares
abiertos, en tierras bajas macrotérmicas, humedas y algunas veces con maleza que forma

extensos matorales (Trujillo, & Madrigal, 2005).

e Usos y propiedades medicinales

La infusion de la hojas se utiliza como analgésico, como antipirética, las hojas y flores
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se usan para el dolor de estomago, se utiliza obstrucciones del higado, para tratar el
reumatismo y en irregularidades menstruales, la decoccion de la hoja es efectiva contra

hongos y dafios en la piel (Dos Santos, & Vasconcelos, 2008; Mufoz, et al., 2010).

e Farmacologia experimental
El extracto de las hojas y flores tienen actividad antibacteriana, antifingica, antiviral,
hipoglicémica, antihistaminicas y insecticidas, estas sustancias han sido sistematicamente para
su uso terapéutico potencial (De Souza, Lima, Martins, & Salem, 2011).

Se ha utilizado en forma tradicional y empirica para tratar la diabetes tipo 1y tipo II,
en la que se ha demostrado que existe disminucion en los niveles de glicemia, lo cual significa

que la planta podria disminuir la glicemia en humanos (Cristancho, et al., 2008).

e Composicion quimica
Las antraquinonas son el mayor grupo de quinonas naturales, presentan actividades
bioldgicas importantes y su presencia se ha reportado en casi todas las especies de Cassia
estudiadas, Cassia reticulata, que describe el aislamiento y la identificacion, alcaloides,
taninos, glicésidos cardioténicos, saponinas, antraquinonas (crisofanol), esteroides,

triterpenos, sesquiterpenlactonas y flavonoides (Dos Santos, & Vasconcelos, 2008).

3.6.5 Solanum nigrescens Mart. & Gal.

e Familia: Solanaceae

e Nombres populares

Quilete, macuy, hierba mora, imut (Caceres, 2009).

e Descripcidn botanica
Hierba de 0.5 a 2 m de alto, tallo piloso, hojas en pares o solitarias, diferentes en
tamafo, similares en forma, lanceoladas, de 3-18 cm. de largo, apice acuminado, base

atenuada. Inflorescencia intermodal, racemiforme, caliz lobulado, corola blanca o lila, mancha
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oscura en la base, filamentos ciliados, ovario glabro, fruto globoso y semillas pequefias
(Gentry & Stanley, 1974).

e Habitat

Es nativa de México a Costa Rica, crece en matorrales y bosques mixtos de 1500-3900
msnm. En Guatemala se ha descrito en Chiquimula, EI progreso, Escuintla, Huehuetenango,
Quetzaltenango, Sacatepéquez, Solola y San Marcos. También se ha encontrado en el sureste
de Estados Unidos de América, Chile y Argentina. Esta presente en climas célido, semiseco y
templado desde el nivel del mar hasta los 3000 m. Se encuentra asociada a vegetacion
perturbada de bosque tropical perennifolio, matorral xerofilo, bosques de encino, de pino y
mixto de pino-encino (Gentry & Stanley, 1974; Linares, Flores, & Byre, 1988; Argueta,
1994).

e Usosy propiedades medicinales
La decoccion y tintura son activas contra Candida albicans y Candida neoformans,
esta planta inhibe el 66% de las cepas Candida albicans aisladas en lesiones diferente region

anatomica, la decoccion es antidematofitica (Caceres, et al., 1991b).

e Farmacologia experimental
La actividad alcaloide de Solanum nigrescens se le atribuye la actividad fungica
Candida albicans, insecticida e antiinflamatoria, ademas tiene una importante actividad
analgésica y sedante; al parecer estas acciones las ejerce sobre las placas motoras sensitivas
terminales, siendo de gran valor en la préactica clinica. Tambiéen actda de manera eficaz en los
procesos dolorosos estomacales, con una eficacia igual o superior a otros medicamentos

conocidos (Argueta, 1994; Céceres, et al., 1991a).

La decoccion vy tintura de hojas tiene efecto antimicotico contra Candida albicans y
Candida neoformans, los extractos metanolicos de hojas secas de Solanum nigrescens tienen
efecto inhibitorio sobre Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, asi como las hojas
secas con etanol tienen propiedades antibidticas, se usan contra afecciones dematomucosas
(Céceres, et al., 1991a; Giron, et al., 1988).
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e Composicién quimica
Presenta alcaloides, esteroides policiclicos insaturados, saponinas, azlcares 2-
desoxigenados, taninos, cardendlidos, acido malico, riboflavina, tiamina, acido ascérbico y
sales minerales, la actividad antifangica se le atribuye a la cantalosaponina (Argueta, 1994;
He, et al., 1994).

3.7 Técnicas de evaluacion de la actividad antiflingica

3.7.1 Métodos de dilucién

Las pruebas de dilucion son utilizadas principalmente para determinar la
Concentracion minima inhibitoria (CIM) de un extracto o de una sustancia pura. EI método
consiste en que a un cultivo del microorganismo en estudio se le inoculen cantidades
especificas del antibidtico, preparado en concentraciones decrecientes en caldo o agar por la

técnica de dilucién seriada (Mahaffey, et al., 1996).

e Dilucion en caldo

En este método de dilucion, el indicador de inhibicion es la turbidez del medio, cuando no
existe crecimiento el medio permanece claro, es decir el antibiético inhibe al microorganismo;
y cuando el antibiotico no tiene ningun efecto entonces hay crecimiento y el medio aparece
turbio. El grado de inhibicion se relaciona con la turbidez. La concentracion minima del
antibidtico que no muestre crecimiento es la medida del efecto antiflngico del mismo sobre el
microorganismo (Mahaffey, et al., 1996).

e Dilucion en agar

Es considerado el método de referencia. En este método, se preparan diluciones de
antibiotico y se mezclan con un determinado volumen de agar, para obtener las
concentraciones deseadas. Estas son inoculadas con el microorganismo en estudio y luego

incubadas para examinar si el organismo crece o no en cada una de las placas, con lo cual se
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determina la concentracion inhibitoria minima para el antibi6tico. Este método tiene la ventaja

de que es simple y pueden ensayarse agentes solubles e insolubles en agua (Johnson, 2007).

3.7.2 Difusion en Disco

Tiene la caracteristica de no requerir una dispersién homogénea en agua del extracto a
probar, se utiliza un disco, agujero o un reservorio cilindrico. El reservorio que contiene la
muestra a probar se pone en contacto con un medio inoculado y después del periodo de
incubacion, el diametro de la zona clara alrededor del reservorio (diametro de inhibicion) es
medido. Este método fue originalmente disefiado para monitorear la cantidad de sustancias
con caracteristicas de antibidticos presentes en extractos crudos. Los métodos de difusion son
muy utilizados en la investigacion a pesar de ciertas dificultades, puesto que son modelos de
baja credibilidad para muestras que sean de dificil difusion en el medio no existiendo relacion

entre el poder de difusion y la actividad antimicrobiana (Knapp & Moody, 1992
3.7 3 Método de Brancato & Golding modificado

Es un método de referencia que fue descrito especificamente para dermatofitos por
Brancato & Golding (1983), la modificacion fue descrita por MacRae la cual se consiste en
usar extractos de plantas naturales, a diferencia de la metodologia sin modificacion en la que
se utilizan extractos quimicos. Consiste en purificar los hongos en agar Sabouraud, inocular
en medio de esporulacion (Takashio), incubar a 27°C por 21 dias, colectar las esporas,
contarlas, estandarizar suspensiones de 1 x 10° esporas/mL y almacenar en viales estériles en
refrigeracion. Preparar caja de agar Sabouraud con 1.0 mg/ml del extracto o fraccion;
perforar cuatro agujeros de 5 mm de diametro, inocular 30 pL de la suspension de esporas ¢
incubar a 27°C por 14 dias. Por ultimo se mide el diametro (D) del halo de crecimiento en

mm (Brancato, et al., 1983; Véliz, Cruz, Gomez, Garcia, Alvarez, Céaceres et al, 2006).
3.7.4 Método de microdilucion en placa

Este metodo fue aprobado por el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), como
un estandar para la medicion de la susceptibilidad de bacterias y hongos hacia los agentes

antibacterianos y antifungicos. El Instituto de Estandares Clinicos de Laboratorio (CLSI),

32



desarrollé los Estadndares de Referencia que describen detalladamente los pardmetros
experimentales para la correcta realizacién de CIM por microplacas, de esta forma, una mayor
exactitud y reproducibilidad de los resultados (CLSI, 2002; CLSI, 2008; Lacasa, Mazuelos, &
Espinel-Ingroff, 2997).

En este método se utilizan microplacas que contienen diferentes concentraciones de un
determinado antibidtico. EI organismo en estudio es inoculado en los diferentes pocillos de la
microplaca y luego se examina si el organismo crece o no en cada una de las placas (Kollef,
2003).

Para inducir la formacion de conidias y esporangiosporas todos los hongos deben ser
cultivados en un medio especifico (Sabouraud de doble concentracién) y alcanzar una
concentracion de 5x10 * células/mL y logrando bajo estos rangos resultados reproducibles de
CIM. La interpretacion de resultados se realiza visualmente en términos de turbidez
(Lacasa, Mazuelos, & Espinel-Ingroff, 2997).

3.7.5 Meétodo colorimétrico de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazol
(MTT)

El MTT es una sal de tetrazolio con actividad deshidrogenasa color amarillo y soluble
en solucidn salina, que se utiliza para disminuir el tiempo de espera necesario para realizar la
lectura del crecimiento del microorganismo. Cuando es reducida por la deshidrogenasa
mitocondrial se produce una destruccion del anillo tetrazolio, formando cristales purpura
insolubles (Formazan), que después de ser solubilizados puede emplearse como una medida
indirecta de viabilidad. y pueden medirse por espectrofotometria o de forma visual. Este
método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular (Burlingame,
etal., 1973; Rex, et al., 2000; Brancato, et al., 1983).
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4. JUSTIFICACION

En Guatemala, el clima tropical, las condiciones de vida de los habitantes favorecen
las enfermedades de la piel y las mucosas, por esta razon las micosis superficiales de
dermatofitos y levaduras son muy frecuentes, y se han convertido en un serio problema a

nivel de salud.

Aunque pareciera estar disponibles muchas drogas para el tratamiento de micosis
superficiales, estas suelen presentar efectos colaterales indeseables, como fiebre, anorexia,
cefalea y nauseas, entre otros, o bien ser muy toxicas; algunas son fungistaticos y no
fungicidas. Por lo tanto, la basqueda de nuevas alternativas de tratamiento es importante ya
gue se necesita una sustancia activa que reduzca al maximo los efectos secundarios

producidos por el tratamiento prolongado y que sea seguro y efectivo.

En la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, se han llevado a cabo estudios que tratan sobre la bldsqueda de propiedades
antifingicas de plantas nativas en Guatemala, en las cuales algunas de ellas han demostrado

actividad antifungica en estudios anteriores utilizando la técnica macrométrica.

Este estudio permitié comprobar la actividad inhibitoria de cinco extractos de plantas
nativas contra dermatofitos y levaduras por medio de la técnica micrométrica en placa, ya que
es un método més confiable que el tradicional, asi mismo los resultados obtenidos nos daran
una mayor contribucién al uso popular de las plantas medicinales en Guatemala. Se evalud la
actividad antifungica y determino la concentracion inhibitoria minina (CIM) de los extractos
etanolicos de Byrsonima crassifolia (Corteza), Cassia reticulata (Hoja), Litsea guatemalensis
(Hoja), Solanum nigrescens (Hoja) y Smilax domingensis (Rizoma) que presentaron actividad
positiva contra cepas clinicas aisladas de pacientes, Aspergillus flavus, Candida albicans,
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum y Trichophyton tonsurans, y asi poder determinar que
dichas plantas se puedan utilizar como medicina natural y si no han adquirido algun tipo de

resistencia y asi facilitar el tratamiento de la poblacion afectada en Guatemala
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar la actividad antifungica in vitro de extractos etandlicos de plantas de

uso medicinal en Guatemala.

5.2  Especificos

5.2.1 Determinar la actividad antifingica de los extractos Byrsonima crassifolia, Cassia

reticulata, Litsea guatemalensis, Solanum nigrescens, Smilax domingensis.

5.2.2 Establecer la concentracién inhibitoria minima (CIM) de los extractos con resultados
positivos.
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6. HIPOTESIS

Al menos una de las especies vegetales investigadas tiene actividad antifingica

significativa contra cepas clinicas de los hongos filamentosos, dermatofitos y levaduras.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1  Universo
Extractos etanolicos de plantas medicinales usadas popularmente en el tratamiento de

infecciones dérmicas.

7.2 Muestra
Extractos etanolicos de las especies Byrsonima crassifolia, Cassia reticulata, Litsea

guatemalensis, Solanum nigrescens, Smilax domingensis.

7.3 Recursos

7.3.1 Humanos
Tesista: Br. Yilka Azucel Quifidnez Mizrahi
Asesor: Lic. Armando Caceres Estrada

Revisora: Lic. Isabel Gaitan

7.3.2 Recursos institucionales
e Laboratorio de Bioensayos Departamento de Citohistologia, Escuela de Quimica
Biologica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
e Laboratorio de Micologia “Candelaria”.

e Laboratorio Dermatolégico “INDERMA”.

7.3.3 Recursos materiales
Equipo
e Autoclave
e Balanza analitica
e Campana bacteriologica
e Estufa

e Incinerador
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Microscopio

Refrigeradora 4 °C

\ortex o agitador

Incubadora a 27 °C

Micropipeteadores automaticos unicanal

Micropipeteadores automaticas multicanal

Espectrofotémetro tipo lector ELISA con diferentes longitudes de onda
TermoOmetro

Impresora

Computadora

Reactivos

Agar Sabouraud

Caldo Sabouraud doble

Sulfato de Sodio (Na;SOy)

Fosfato de Potasio monobaésico (KH,PQOy,)
Agua desmineralizada

Buffer de Fosfatos

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT)
Fluconazol

Dextrosa

Dimetil sulfoxido estéril (DMSO)

Etanol 50%

Etanol 70%

Solucion salina estéril

Alcohol

Aceite mineral

Estandar de MacFarland 0.5
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Materiales

e Asa bacterioldgica en punta y en argolla

e Cajas de petri 100 x 15 mm

e Camara de Neubauer

e Tubos Eppendorf 1.5 mL

e Erlenmeyer de 250 y 500 mL

e Gradillas

e Guantes desechables

e Papel mayordomo

e Papel parafilm

e Pinzas

e Imanes

e Tubos de vidrio con tapon de rosca 5y 15 mL
e Placas con fondo en U de 96 pozos estériles
e Tips blancos y azules

e Jabon de manos

e Bolsas ziploc

e Algoddn

e (Gasa esteéril

e Probetas

Cepas Clinicas

e Aspergillus flavus

e Candida albicans

e Epidermophyton floccosum

e Microsporum canis

e Microsporum gypseum

e Trichophyton mentagrophytes
e Trichophyton rubrum

e Trichophyton tonsurans



Extractos etandlicos

Byrsonima crassifolia (Corteza)
Cassia reticulata (Hoja)

Litsea guatemalensis (Hoja)
Solanum nigrescens (Hoja)

Smilax domingensis (Rizoma)

7.4 Métodos

7.4.1. Recoleccién de muestra

Se recolectd dos especies vegetales que fueron tomadas desde su lugar de

procedencia, Cassia reticulata se recolecté en Samayac, Suchitepéquez y Solanum nigrescens

en Chimaltenango.

7.4.2 Obtencidn de los extractos

Se secd el material vegetal en el horno, se molié y se tamizo el material por
percolacion con etanol.

En un percolador previamente limpio y seco, se coloco un poco de algodén en la
parte inferior y papel filtro de acuerdo al didmetro del percolador.

Se pesd la cantidad de material vegetal a utilizar de acuerdo al tamafio del
percolador.

Se humedeci6 la cantidad de material vegetal con el disolvente adecuado para la
extraccion, utilizando un vaso precipitador.

Se transfirio todo el material al percolador y se agrego disolvente hasta cubrir el
material vegetal.

Se dejo reposar el tiempo necesario para llevar a cabo la extraccion, esto dependio
del material vegetal, el disolvente y la temperatura de trabajo.

Se abrid la llave de la parte inferior y se dejo gotear el liquido a una velocidad
adecuada.

Se recogio el liquido en un vaso de precipitador (erlenmeyer), se afiadid suficiente

disolvente extra, segin se necesito, hasta obtener el volumen de disolvente
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agregado al inicio.

Se coloco la solucion obtenida en un balén, colocando el balén en el rotavapor.

Se proceso la solucion obtenida en el rotavapor a una temperatura de 45°C, hasta
obtener el extracto.

Se realizd el mismo procedimiento para el segundo material vegetal.

Se guardaron los extractos en la desecadora hasta que llegaron a la sequedad.

7.4.3 Microdilucion en placa: Evaluacion de la actividad antifngica de los extractos de

plantas contra hongos filamentosos y dermatofitos

La actividad contra hongos filamentosos se determinGd por el método de

referencia de actividad antifingica de Brancato & Golding (1993), modificado por

MacRae y colaboradores (1988). Que consiste en purificar el hongo en agar

Sabouraud, segun sea el crecimiento de cada hongo, luego se inoculé en medio

Takashio (Sabouraud modificado para produccion de conidias) estos se incubaron a
27°C por 21 dias.

e Suspension de conidias

Se prepard medio Takashio (Sabouraud modificado) con 0.6 g dextrosa, 0.3 g de
NaSO,4 0.3 g de KH,PO4, 0.03 g de peptona y 6.0 g de agar-agar.

Se disolvio en 300 mL de agua desmineralizada y verter 6 mL en tubos con tapon
de rosca, esterilizar en autoclave y dejar solidificar con el mayor declive posible.
Incubar 48 horas a 25°C para descartar contaminacion.

Se sembr6 en este medio los hongos a ensayar que fueron previamente aislados; e
incubar a 27°C durante veintiln dias hasta obtener un crecimiento homogéneo
(colonias uniformemente desarrolladas en el area de inoculd).

Se agreg6 a cada tubo 2 mL de agua destilada estéril y se desprendié el hongo con
ayuda de un asa bacterioldgica. La solucion se filtro con la ayuda de un embudo y
gasa estéril.

El material obtenido se trasvasé ha viales con tapon de rosca para luego agitar y

contar conidias en camara de Neubauer.
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La suspensién de conidias preparada presenté una concentracién entre 1x10* y
1x108 conidias/mm? (solucién madre).
Esta solucion se almacend, de acuerdo al tipo de hongo trabajado:

Dermatofitos: almacenamiento entre 4-8°C por varios dias

Filamentosos: almacenamiento a -18°C.

e Preparacion del extracto

Los extractos trabajados presentaron una concentracion de 50 mg/mL, es decir se
pesaron 50 mg de extracto en balanza analitica con 1 mL de DMSO para obtener
una solucion madre.

Se prepard caldo Sabouraud doble en tubos de 3 mL.

Previo a la inoculaciéon en las placas, se ajustd la solucibn madre a una
concentracion de 5x10 # células/mL.

Se tomaron 960 pL de caldo Sabouraud doble y 40 pL de la solucion madre.

¢ Inoculacion de las microplacas

Se elabor6 un esquema de inoculacién, con las cepas clinicas con cinco replicas, en
placas de fondo en U, las cuales se encontraron distribuidas en filas designadas
con letras (A-H) y 12 columnas numeradas.
Se anadieron 100 uL del extracto disuelto en el caldo Sabourand de concentracion
doble y 100 pL de suspension del hongo a una concentracién 5x10* células/mL
Se afiadieron 100 pL del antifungico comercial Ilamado Fluconazol y 100 pL de
suspension del hongo a una concentracion 5x10* células/mL.
Se afiadieron 100 pL agua estéril (Control de esterilidad) y 100 puL de suspension
del hongo a una concentracién 5x10* células/mL.
Se afiadieron 100 pL Caldo Sabouraud (Control de crecimiento) y 100 uL de
suspension del hongo a una concentracién 5x10* células/mL.
Se incubaron las placas a 31 °C.

Filamentosos: 72 hrs.

Dermatofitos: 7 dias.
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e Interpretacion de resultados

Se llevo a cabo por la presencia de micelio indico actividad negativa del extracto, vy

ausencia de micelio actividad positiva del extracto (Paz, 1998).

7.4.4 Evaluacion de la actividad antifngica de los extractos de plantas contra hongos

levaduriformes.

e Preparacion del extracto

Se pesaron 50 mg de extracto en balanza analitica con 1 mL de DMSO, para
presentar una concentracion de 50 mg/mL, y para obtener una solucion madre.

Se agregd Caldo Sabouraud doble en tubos de 3 mL.

Se tomaron 960 pL de caldo sabouraud doble y 40 pL de la solucion madre.

e Preparacion del indculo

Se inocularon las cepas de Candida albicans por cuarenta y ocho horas, para
obtener crecimiento.
Se prepard una suspension con solucion salina para el inoculo con turbidez

equivalente al Standard 0.5 de McFarland.

e Inoculacién en placas

Se elaboré un esquema de inoculacion, con las cepas clinicas con cinco réplicas, en
placas de fondo en U, las cuales se encontraron distribuidas en filas designadas
con letras (A-H) y doce columnas numeradas.

Se anadieron 100 uL del extracto disuelto en el caldo Sabourand de concentracion
doble y 100 uL de suspension de la levadura.

Se afadieron 100 pL del antifungico comercial Ilamado Fluconazol y 100 pL de
suspension de la levadura.

Se afadieron 100 pL de agua estéril (Control de esterilidad) y 100 uL de
suspension de la levadura.

Se afiadieron 100 pL caldo Sabouraud (Control de crecimiento) y 100 uL de

suspension de la levadura.
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Se incubaron las placas a 31°C, por veinticuatro horas.

e Interpretacion de resultados

La presencia de turbidez en comparacién con los controles, indicara actividad negativa

del extracto y la ausencia de turbidez actividad positiva (Paz, 1998).

e Preparacion del revelador

Se utiliz6 MTT como revelador, a una concentracion de 0.4 mg/mL de MTT disuelto

en un buffer de fosfatos (PBS). Se utilizd inmediatamente después de preparado para

evitar la reaccion a la luz.

La placa previamente incubada se le agreg6 50 pL de revelador MTT a todos los
pozos de la placa.
Se incubd por dos horas a 31°C en camara himeda y se ley6 a una absorbancia de

492 nm con un filtro diferencial de 630 nm.

e Interpretacion de resultados

Presencia de actividad antifingica: absorbancia mayor de - 0.02 = 0.04 nm.

7.4.5 Determinacion de la CIM

Se anadi6 200 pL del extracto disuelto en DMSO en la fila A.

Se agregaron en todos los pozos, a excepcion de la fila A, 100 pL de caldo
Sabouraud doble.

Se arrastré 100 pL del pozo 1A hacia el pozo 1B y asi sucesivamente hasta llegar
al pozo 1H. Finalmente del pozo 1H se tom6 100 uL de la suspension y se
descart6. De esa manera se obtuvo en la columna 1 con todas las diluciones del
extracto a utilizar en miligramos/mililitro: 1.0, 0.50, 0.250, 0.125, 0.0625, 0.0312,
0.0156, 0.0078, 0.0039, 0.00195, 0.00097, 0.00049 y todos los pozos tendran un
volumen total de 100 pL.

Se afiadio 100 pL de la suspension del hongo en todas las filas de la placa (A-H) y

las columnas a utilizar.
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e Se incubaron a 31°C por veinticuatro horas para los hongos levaduriformes de
siete a catorce dias a 31°C para los hongos dermatofitos.
e Se colocé en la placa los controles respectivos de esterilidad y crecimiento para

validar los resultados obtenidos.

7.5 Disefio experimental

Disefio experimental fue totalmente al azar con cinco réplicas para cada tratamiento;
las unidades experimentales fueron los hongos y los tratamientos los extractos (Spiegel,
1991).

El analisis de la prueba de hipotesis binomial fue a un nivel de significancia a=0.05 de
la siguiente manera:
Ho: p = 0.5 (No tiene efecto inhibitorio)
Ha: p > 0.5 (Si tiene efecto inhibitorio)

Se utilizdé una distribucién binomial, en donde se considerdé que un extracto es
bioactivo cuando inhiba cualquiera de los hongos, esperando que las cinco réplicas den el
mismo resultado (Spiegel, 1991).

Con cinco réplicas, se espera que para rechazar Ho, se tenga los cinco éxitos
(inhibicién).

Se realizé la CIM de los extractos que presentaron efecto inhibitorio en la fase de

tamizaje, el disefio y el andlisis estadistico fue el mismo para cada dilucion (cinco réplicas y

prueba binomial).
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8. RESULTADOS

En el presente estudio se investigaron cinco plantas estudias previamente por su
actividad antiflngica, usadas popularmente por la poblacion para afecciones dérmicas. Los
extractos etandlicos de Byrsonima crassifolia, Litsea guatemalensis y Smilax domingensis
utilizados en el presente estudio fueron proporcionados por el Laboratorio de Bioensayos del
Departamento de Citohistologia de la Escuela de Quimica Bioldgica de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcion de las plantas evaluadas en el estudio

Familia Nombre Cientifico Nombre Parte de la Procedencia
comun Planta

Malpighiaceae Byrsonima crassifolia Kunth. Nance Corteza Samayac, Suchitepéquez

Fabaceae Cassia reticulata Willd. Barajo Hoja Samayac, Suchitepéquez

Lauraceae Litsea guatemalensis Mez. Laurel Hoja Tecpan, Chimaltenango

Solanaceae Solanum nigrescens Mart. & Gal. Quilete Hoja Tecpan, Chimaltenango

Smilacaceae Smilax domingesis Willd. Zarzaparilla Rizoma Samayac, Suchitepéquez

Fuente: Datos experimentales, realizados en el Departamento de Citohistologia, USAC. 2012-2013

Los extractos de Cassia reticulata y Solanum nigrescens fueron preparados por la
técnica de percolacion de la planta seca con etanol al 70% y concentracion en rotavapor del
material con recuperacion del disolvente; se obtuvo un porcentaje de rendimiento de 18.35%

y 13.00 % respectivamente (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Porcentaje de rendimiento de los extractos etandlicos

Nombre Cientifico Parte Numero de Rendimiento (%)
Herbario*
Byrsonima crassifolia Corteza 31 29.50
Cassia reticulata Hoja 1101 18.35
Litsea guatemalensis Hoja 894 26.00
Solanum nigrescens Hoja 1111 13.00
Smilax domingesis Rizoma 662 34.1

Fuente: Datos experimentales, realizados en el Departamento de Citohistologia, USAC. 2011-2013

* Herbario CFEH de Laboratorio Farmaya

Se utilizaron seis hongos dermatofitos, un hongo filamentoso y dos levaduras

provenientes de aislamientos clinicos de pacientes debidamente identificados, procedentes de
los ceparios Candelaria e INDERMA (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tipo de hongo, aislamiento y procedencia

Hongos

Lugar de Aislamiento

Procedencia

Aspergillus flavus
Candida albicans

Candida albicans

Epidermophyton floccosum

Microsporum canis

Microsporum gypseum

Trichophyton mentagrophytes

Trichophyton rubrum

Trichophyton tonsurans

Ufia de mano
Secrecion vag
Ufia de mano
Ufia de pie
Cabeza

Brazo

Mano

Piel del pie

Piel cabelluda

inal

Laboratorio Candelaria
Laboratorio Candelaria
Laboratorio Candelaria
Laboratorio Candelaria
Laboratorio Candelaria
Laboratorio Candelaria
Laboratorio Candelaria
Laboratorio Candelaria

Laboratorio INDERMA

Fuente: Datos obtenidos en ceparios 2011-2012.
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Para darle validez al procedimiento se realiz6 un estudio de la relacion dosis-efecto
empleando para esto un antifungico comercial de amplio espectro, fluconazol, en el que la
actividad se determin6 mediante diluciones seriadas. Los seis hongos dermatofitos, un hongo
filamentoso y dos levaduras. como se puede observar en el Cuadro 4, para el hongo
filamentoso Aspergillus flavus, y el hongo dermatofito Epidermophyton floccosum el
fluconazol present6 actividad a una CIM de 0.125 mg/mL, para los dermatofitos Microsporum
canis 'y Microsporum gypseum, la CIM fue de 0.0625 mg/mL, para Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans y los hongos levaduriformes
Candida albicans 290, Candida albicans 597, la CIM fue de 0.0078 mg/mL en cada

bioensayo se realizaron corridas de controles positivos y negativos respectivamente.

Cuadro 4. CIM del fluconazol contra los hongos en estudio

CIM
Hongos mg/mL
Trichophyton mentagrophytes 0.0078
Trichophyton rubrum 0.0078
Trichophyton tonsurans 0.0078
Candida albicans 597 0.0078
Candida albicans 290 0.0078
Microsporum canis 0.0625
Microsporum gypseum 0.0625
Aspergillus flavus 0.125
Epidermophyton floccosum 0.125

Fuente: Datos experimentales realizados en el Departamento de Citohistologia, USAC. 2013.

En el Cuadro 5, se presentan los resultados obtenidos experimentalmente en el
tamizaje antifungico de los extractos de Byrsonima crassifolia, Cassia reticulata, Litsea
guatemalensis, Solanum nigrescens y Smilax domingensis contra cepas clinicas de
dermatofitos y levaduras provenientes de pacientes. Los extractos que presentaron actividad

antifungica fueron Byrsonima crassifolia y Smilax domingensis.
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Cuadro 5. Tamizaje de extractos etanélicos (1 mg/mL contra hongos y levaduras)

Byrsonima  Cassia Litsea Solanum Smilax
Hongos crassifolia reticulata guatemalensis nigrescens domingensis

Aspergillus flavus - - - - -
Epidermophyton floccosum - - - - -
Microsporum canis - - - - -
Microsporum gypseum - - - - -
Trichophyton + - - - -
mentagrophytes

Trichophyton rubrum - - - - -
Trichophyton tonsurans - - - - -
Candida albicans 290 + - - - +
Candida albicans 597 + - - - +

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente, n=5
(+) = Ausencia de crecimiento o actividad positiva

(-) = Crecimiento o ausencia de actividad

En el Cuadro 6, se presenta la CIM de los extractos evaluados frente a cepas clinicas
de dermatofitos y levaduras, en donde se puede observar que los extractos etanolicos con
mayor actividad fueron Byrsonima crassifolia que presenté una CIM de 0.0625 mg/mL para
Trichophyton mentagrophytes y para Candida albicans 597 y Candida albicans 290 una CIM
de 0.0312 y 0.0625 mg/mL; y Smilax domingensis que presentd una CIM para Candida
albicans 597 y Candida albicans 290 de 0.0078 y 0.0312 mg/mL.

Cuadro 6. CIM de extractos con actividad antifingica positiva (mg/mL)

Cepas Byrsonima crassifolia Smilax domingensis
CIM (mg/mL) CIM (mg/mL)
Trichophyton mentagrophytes 0.0625 NSR
Candida Albicans 597 0.0312 0.0078
Candida Albicans 290 0.0625 0.0312
Fuente: Datos obtenidos experimentalmente n=5 (p=0.0312) NSR: No se realiz
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En el Cuadro 7, se observan los resultados del tamizaje de actividad antifungica de
extractos etandlicos contra hongos levaduriformes utilizando como revelador el MTT por medio
del espectrofotometro, donde los extractos etandlicos de Byrsonima crassifolia, Cassia reticulata,
Litsea guatemalensis, Solanum nigrescens y Smilax domingensis, contra las dos cepas de
Candida albicans 290 y 597, provenientes de aislamiento de pacientes, ninguno de los cinco

presentd actividad inhibitoria positiva para dichas levaduras.

Cuadro 7. Tamizaje de actividad inhibitoria de extractos etandlicos contra hongos
levaduriformes utilizando como revelador el MTT por el espectrofotometro

Byrsonima Cassia Litsea Solanum Smilax
Dermatofitos crassifolia  reticulata guatemalensis nigrescens domingensis

Candida albicans 290 - - - - .
Candida albicans 597 - - - - -

Fuente: Datos experimentales

(-) = Negativo
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se analizé la capacidad antifngica de los extractos de corteza
de Byrsonima crassifolia (nance), hoja de Cassia reticulata, hoja de Litsea guatemalensis,
hoja de Solanum nigrescens y rizoma de Smilax domingensis (Cuadro 1); cinco plantas de
uso popular para el tratamiento de afecciones dérmicas. Estas plantas fueron seleccionadas
basandose en el registro de actividad antifungica y antibacteriana reportadas en estudios
anteriores (Anexo 1) en la que presentaron actividad positiva para los géneros
Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton (Caceres, et al., 1991a; Girdn, et al., 1988;
Svetaz, et al., 2010).

Las cepas del estudio provienen de aislamientos clinicos, de las cuales se desconoce su
susceptibilidad hacia los metabolitos secundarios presentes en las plantas utilizadas en este
estudio. Se eligieron cepas de hongos que comunmente causan micosis superficiales
(Aspergillus flavus, Candida albicans cepas 290 y 597, Epidermophyton floccosum,
Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton

rubrum y Trichophyton tonsurans).

En la validacion de la metodologia para la evaluacién de la actividad antifungica por
medio del método micrométrico en placa se utilizé el fluconazol, el cual es un antiflngico de
amplio espectro, con el que se evalud la relacion dosis-efecto del antifangico contra todas las
cepas a diferentes concentraciones; encontrandose que el fluconazol presentdé una CIM de
0.0125 mg/mL frente a Aspergillus flavus y Epidermophyton floccosum, asi también el
fluconazol presenté una CIM de 0.0625 mg/mL para Microsporum canis y Microsporum
gypseum; y para Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans
y Candida albicans 290 y Candida albicans 597 fue de 0.0078 mg/mL (Cuadro 4). Se utiliz6
fluconazol ya que presenta buena actividad antimicoOtica contra la mayoria de hongos
superficiales, ademéas de ser un antifingico que presenta un efecto mas débil a todos los
compuestos azolicos sobre las enzimas hepaticas y una mejor tolerancia, ademas de presentar

un indice terapéutico mas amplio (Del Pilar, 2000). Para validar el bioensayo de actividad

51



antifungica se determind la relacion dosis-efecto con el fluconazol a las concentraciones
anteriormente descritas con el fin de que en cada bioensayo se corriera un control positivo
para verificacion de la prueba, asi como un control negativo para evitar tener falsos positivos.
El mecanismo de accion del fluconazol se basa en la inhibicion de la enzima 14-demetilasa,
esta inhibicion se produce al formarse un complejo del azol con una parte del citocromo p-450
del hongo, el bloqueo de esta enzima impide la conversion de lanosterol en ergosterol, que es
un componente fundamental de la membrana citoplasmatica del hongo, esta inhibicion
produce una alteracion de la fluidez y permeabilidad de la membrana produciendo una
acumulacion de perdxidos que dafian el crecimiento y la replicacion celular del hongo y
provocan la muerte (Bailey, Krakovsky, & Rybak, 1990).

Existen otros mecanismos de accion que presentan los antifingicos que se utilizan
actualmente en el que actGan sobre la pared celulary el nucleo de la célula del hongo, lo
hacen inhibiendo la sintesis de los glucanos a través de la inactivacion de la enzima
1,3-beta-glucano sintetasa o por medio de la fluocitosina el cual impide la sintesis de la
proteina fangica por lo que los hace incapaz de soportar el estrés osmético y muere el hongo
(Gubelin, De la Parra, & Giesen, 2011; Carrillo, et al., 2001).

De las cepas evaluadas con los extractos vegetales unicamente el dermatofito
Trichophyton mentagrophytes fue inhibido por el extracto de corteza de Byrsonima crassifolia
y ambas cepas de Candida albicans (290 y 597) fueron inhibidas por la corteza de Byrsonima

crassifolia y el extracto de rizoma de Smilax domingensis.

El tamizaje de la actividad antilevaduras se realizd por el método colorimétrico
utilizando MTT que permite determinar la viabilidad celular con base a la coloracion
producida por la apertura del anillo de las sales de tetrazolio que se lleva a cabo en el interior
de las mitocondrias de las células vivas, por accion de la enzima succinato deshidrogenasa.
Al observar los resultados obtenidos en el método macrométrico (cualitativo) y el
microcolorimétrico (cuantitativo) se logrd determinar que ninguno de los extractos evaluados
cuantitativamente present0 actividad inhibitoria significativa para las levaduras Candida
albicans 290 y 597, caso contrario en el tamizaje cualitativo en la que se pudo determinar que

la corteza de Byrsonima crassifolia y el rizoma de Smilax domingensis presentaron actividad
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inhibitoria para las levaduras Candida albicans 290 y 597. Los resultados obtenidos en
ambas metodologias por medio del método cualitativo y el cuantitativo, no fueron los
esperados en ambas metodologias ya que los resultados de esta ultima no fueron
satisfactorios esto se debido a que el método cualitativo es mucho méas simple en su
realizacién comparada con el método cuantitativo utilizando como revelador el MTT, ya que
este necesita condiciones de esterilidad méas rigurosas que el método cualitativo, teniendo en
cuenta que una contaminacion microbiana en el material utilizado o en las soluciones del
extracto pueden dar falsos negativos, asi como el tiempo adicional de incubacion en camara
himeda a 31C° que requiere para esta metodologia, ya que el reactivo de MTT vira en
presencia de metabolitos activos.

La CIM del extracto de la corteza de Byrsonima crassifolia (nance) contra
Trichophyton mentagrophytes fue de 0.0625 mg/mL vy para las cepas Candida albicans 290 y
597 fue de 0.0312 y 0.0625 mg/mL. El extracto del rizoma de Smilax domingensis
(zarzaparrilla) presentd una CIM de 0.0078 y 0.0312 mg/mL con ambas cepas de Candida
albicans, al relacionar estos resultados con los del fluconazol se puede observar que el
fluconazol presenta concentraciones inhibitorias menores (CIM) comparadas con los extractos
evaluados contra los hongos (Cuadro 4,6), por lo que podemos concluir que el fluconazol
presenta mejor actividad inhibitoria ya que inhibe el crecimiento a una menor concentracién
qgue los extractos que presentaron actividad positiva contra los hongos anteriormente

descritos.

La actividad que presentaron los extractos de corteza de Byrsonima crassifolia y el
rizoma de Smilax domingensis pudieran indicar que los compuestos activos presentes en los
extractos de las plantas actlen inhibiendo la sintesis de ergosterol o de otros esteroles de la
pared celular de los hongos lesionando de esta forma su integridad y alterando la
permeabilidad por lo que se produce la perdida de elementos intracelulares, se sabe que
algunos de los componente activos presentes en los extractos como los flavonoides, taninos y
triterpeno, pueden ser responsables de la propiedades antifingicas actuando bajo el
mecanismo anterior y teniendo como consecuencia un desbalance electrolitico y que ocasiona
la muerte del hongo (Chiocchio, & Matkovic, 2011: Kause, et al., 1999; Pandey, & Rizvi,
2009).
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El analisis fitoquimico de las raices de Byrsonima crassifolia ha demostrado la
presencia de taninos glicosidos, flavonoides, saponinas, terpenos y una nueva serie de
glicolipidos (Martinez, Gonzales, Cazares, Moreno, & Garcia, 1999; Rastrelli, et al.,
1996), ademés se han idenfiticado dos triperpenos, o y B-amirina (Fernandez, et al., 2004)
a la que se le atribuye la accion antifungica al triterpeno B-amirina, este actia siguiendo
diversos mecanismos de dependencia de su naturaleza fisicoquimica de la molécula como lo
son la densidad electrénica y su propiedad hidrofébica ademas tiene accion depresora sobre la
tension superficial, el cual cuando tiene lugar en el entorno de la célula bacteriana o fungica,
alterando la selectividad de la membrana citoplasmatica para intercambio de sustancias y

provocar la muerte (Johann, Soldi, Lyon, Pizzolatti, & Resende, 2007; Pelczar, & Reid,

1992).

Los principales componentes encontrados y compartidos por la mayoria de las
especies (Smilacaceae) son las saponinas esteroides, fitosteroles, y triterpenoides (Caceres et
al., 2012) la actividad antifingica, antimicrobianas se atribuyen a la parillina (Caceres, 2009),
aunque se desconoce exactamente su mecanismo de accion. La actividad antifungica
antimicrobiana y antitumorales se atribuye a las saponinas, en particular a la sarsasapogenina

y parrillina (Céaceres, 2009).

Para los demas extractos etandlicos (Cassia reticulata, Litsea guatemalensis, Solanum
nigrescens), no presentaron actividad contra las cepas clinicas de Aspergillus flavus,
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans y Candida albicans, esto se
pudo deber ha que estas cepas se encuentran expuestas a una cantidad de agentes nocivos, que
permite que estas produzcan cambios o mutaciones en su informacion genética, ademas que
las cepas estudiadas anteriormente fueron cepas de coleccion por el departamento de
Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia y las cepas obtenidas en este
estudio son cepas silvestres aisladas de afecciones, por lo que pudieran tener mayor vitalidad

que las cepas de coleccion, igualmente la falta de éxito en la actividad de los extractos se
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pudo deber a numerosos factores relacionados con el huésped o la cepa, ya que estas
infecciones son tratadas comunmente por drogas sintéticas que presentan efectividad contra
dichas infecciones, pero una nueva amenaza ha emergido debido a la aparicion de cepas
resistentes que les permitan tener resistencia o que los pacientes alguna vez pudieron tener
algn tipo de tratamiento antifingico y no lo finalizaron y la cepa se volvié mucho mas
resistente a los extractos estudiados. Se concluye que los compuestos activos de las plantas que
presentan actividad antifungica pueden ser candidatos para el surgimiento de nuevos tratamientos

y se recomienda continuar con estudios que contribuyan a validar su uso popular.
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10. CONCLUSIONES

o De los cinco extractos ensayados contra Trichophyton metagrophytes, Unicamente
la corteza de Byrsonima crassifolia presentd actividad antifungica significativa
(p=0.0312) con CIM de (0.0625 mg/mL).

o De los cinco extractos ensayados contra las levaduras de Candida albicans 290 y
597, dos extractos tuvieron actividad antifingica significativa (p=0.0312) con CIM
variables para cada uno de ellos; la corteza de Byrsonima crassifolia (0.0312 y
0.0625 mg/mL) y el rizoma de Smilax domingensis (0.0078 y 0.00312 mg/mL).

e Los extractos etandlicos con base en la CIM més efectivos encontrados en este
estudio fueron el de la corteza de Byrsonima crassifolia y el rizoma de Smilax
domingensis, el extracto que presentd mayor actividad antiflngica significativa
inhibiendo a un dermatofito y a dos levaduras fue el extracto de Byrsonima

crassifolia
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11. RECOMENDACIONES

Determinar la sustancia activa de la corteza de Byrsonima crassifolia y el rizoma de
Smilax domingensis, por fraccionamiento bioguiado para determinar mejor la

biodisponibilidad y farmacodindmica.

Profundizar los estudios farmacoldgicos y toxicoldgicos de Byrsonima crassifolia y
Smilax domingensis, para su aplicacién clinica, y poder ser utilizados como un

producto farmacolégico para toda la poblacion con afecciones superficiales en la piel.

Determinar las propiedades antifngicas de los extractos con actividad positiva para
los extractos de la corteza Byrsonima crassifolia y el rizoma de Smilax domingensis

contra hongos de importancia clinica, con el fin de establecer su espectro de accion.

Continuar con el tamizaje de nuevas plantas nativas en el pais, para determinar si
tienen efecto inhibitorio contra microorganismos causantes de infecciones
dermatofiticas, para asi poder contar con mas materia prima, para la creacion de

nuevos farmacos.
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13. ANEXOS

Anexo 1. CIM de extractos con actividad antifngica demostrada en estudios anteriores

Aspergillus  Epidermophyton  Microsporum Microsporum Trichophyton Trichophyton Candida
flavus floccosum canis gypseum mentagrophytes rubrum albicans

Byrsonima 20 b* 19b* Sa** 3a** 2a** 2a** 11.8b*
crassifolia
Cassia ND ND 21f** ND ND ND 15f**
reticulata
Litsea ND 10a** 6a** ND ND ND 8c*
guatemalensis
Solanum ND ND 2a** da** 4a** 3a** 30c*
nigrescens
Smilax 1e ND ND ND gq** 0.5d 40c*
domingensis

a. Céaceres, A., Lopez, B., Giron, M., & Logemann, H. (1991a) b. Céceres, Jauregui, E., Herrera, D., & Logemann, H.
(1991b).  c. Girdn, L., Aguilar, G, Céceres, A., & Arroyo, G. (1988). d. Svetaz, et al. (2010), e. Ozaeta, C., Guancin,
M., Flores, P. (2008). f. Ruiz, J., & Roque. M. (2009).  *Halo de inhibicién en mm **CIM x 100 mg/ml . ND: No hay
datos

Anexo 2. Tamizaje de actividad inhibitoria de extractos etandlicos contra hongos
levaduriformes utilizando como revelador el MTT por el espectrofotometro con una

absorbancia mayor de -0.02+0.04 nm.

Byrsonima Cassia Litsea Solanum Smilax
Dermatofitos crassifolia reticulata | guatemalensis | nigrescens | domingensis
Candida albicans 290  0.487nm | - 0.07 nm - | 0.124nm | - [0.102nm| - |0.235nm| -
Candida albicans 597  0.514 nm - 0.186 nm - 0.063 nm - |0.065nm| - ]0.179nm| -

Fuente: Datos experimentales n=5 (p=0.0312)
(-) = Negativo
nm= Absorbancia en manémetros
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