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1.1. ENFERMEDADES MICOTICAS HUMANAS, ENFASIS EN SUS AGENTES ETIOLOGICOS.

Los hongos potencialmente patdgenos para el ser humano constituyen un pequeno
grupo de pocos centenares entre los cientos de miles de especies del Reino Fungi. Son
capaces de producir infecciones denominadas micosis, aunque en menor grado se dan
también procesos alérgicos o intoxicaciones por ingestion. Los principales hongos
patdgenos estdn distribuidos en casi la totalidad de los phyla de su Reino, diversificando
estrategias de patogenicidad y virulencia (James 2006). A este factor se agrega el gran
numero de individuos en las poblaciones microbianas, con ciclos de vida cortos
comparados con otros eucariotas y de rdpida evolucién (Heitman 2011), adaptables a
condiciones ambientales adversas o diferentes huéspedes.

De acuerdo al habitat se clasifican en hongos antropofilicos, zoofilicos o geofilicos.
Algunas especies pueden hallarse en mas de habitat, por ejemplo: Microsporum canis,
responsable de tifia capitis en nifios, aparece en la piel sana de gatos callejeros y
mascotas en relacion 1:3, siendo ésta la principal fuente de contagio (Martinez 2005).
Siendo quimioheterdtrofos, deben adaptarse a diferentes condiciones de sustrato,
temperatura, pH, por tanto hay hongos patégenos dimérficos o bien hay variedades de
una especie presentes en habitats distintos. Ejemplo del ultimo caso es Cryptococcus
neoformans var. neoformans, hongo neurotrépico cuya puerta de ingreso al hombre es
la via respiratoria, y Cryptococcus neoformans var. gattii que habita en montes de
eucaliptus y puede producir infeccion en el trabajador rural (Guirado 2009), entre otros.

La comprensién de mecanismos fungicos de adhesién a los tejidos del hospedero,
penetracién de tejidos, multiplicacion dentro del huésped, interaccién de células
fungicas con el sistema inmune celular y humoral, se encuentra en estudio permanente
(Odds 2001; Merz 2005; Deacon 2006; Murray 2008; Flemming 2010; Steinberg 2011;
Taylor 2011). Asimismo, los fendmenos de resistencia microbiana y resistencia clinica
constituyen un area de investigacion pluridisciplinaria (Espinel-Ingroff 2008; Peman
2009).

Segun su etiologia, las infecciones fungicas se pueden agrupar en infecciones producidas
por patégenos primarios e infecciones oportunistas debidas a una gran variedad de
hongos saprofitos endégenos o exdgenos. Hongos considerados previamente no
patdgenos son responsables del aumento en numero, sucesién y concomitancia de
infecciones a nivel mundial en las ultimas décadas (Richardson 1991) (Chakrabarti 2005);
mostrando un comportamiento mas agresivo en este papel (Gezuele 2001). Hay
acuerdo en adjudicar el incremento de infecciones oportunistas a diversos factores
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relacionados con el hospedero: el aumento en numero de pacientes
inmunocomprometidos debido a enfermedades predisponentes como el VIH, la
utilizacion de procedimientos médicos invasivos como transplantes y tratamientos
farmacoldgicos prolongados con citostaticos, corticosteroides y quimioterapicos.

Las medidas de prevencién e higiene atravesadas por condiciones socioecondmicas
desiguales en la poblacion (Gezuele 2001; Seebacher 2008; Havlickova 2009), la
organizacién y administracién de los centros de atencién -sobre todo unidades de
cuidado intensivo (Tumbarello 2012; Zaragoza 2012)- y el aumento en la movilidad de
las personas, condicionan culturalmente la casuistica epidemioldgica.

La expresidn clinica de una infeccién fungica también varia con el tejido infectado. En las
Tablas 1 a 5 se describen las infecciones fungicas conocidas, sus agentes etioldgicos y
grupos de riesgo. Algunas de las micosis presentadas no se conocen en Uruguay o
habiéndose registrado en el pasado ya no se reportan casos.
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Tabla 1. Micosis sistémicas

MICOSIS ASPECTOS CLiNICOS AGENTE ETIOLOGICO CONDICIONES
5 PARTICULARES DE LAS
SISTEMICAS PERSONAS AFECTADAS
Sintomatologia infecciosa | Candida albicans Bebés prematuros,
Candidiasis localizada que evoluciona cateterizados.
invasiva Candida parapsilosis

a sistémica.

Candida tropicalis

Menos frecuente:

Candida krusei

Pacientes con anemia,
leucocitosis, linfocitosis,
insuficiencia

respiratoria, peritonitis,
intoxicados de drogas

de abuso.
Candida glabrata
Candida kefyr
Criptococosis El desarrollo de infecciédn | Criptococcus Pacientes
criptococdsica depende | neoformans var. inmunodeprimidos.
del estado inmune. Se neoformans Contacto con heces de
caracteriza por sintomas ' aves.
Criptococcus

iniciales similares a gripe,
la infeccién pulmonar
una vez diseminada
produce meningitis y
encefalitis.

neoformans var.
gattii

Poco frecuente:

Criptococcus albidus
Criptococcus curvatus

Criptococcus laurentii

Aspergilosis

Infeccién pulmonar que
puede diseminarse. En
pacientes con dolencia
pulmonar previa pueden

formarse aspergilomas y

procesos alérgicos. Otras
manifestaciones clinicas

dependen del érgano
comprometido: sinusitis,
oftalmitis, otomicosis,
oftalmitis,

Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus
Aspergillus niger

Menos frecuentes:

Aspergillus glaucus,
Aspergillus nidulans,
Aspergillus terreus.

Pacientes con
tuberculosis, asma o
neoplasia pulmonar.
Inmunocomprometidos:
neutropénicos,
trasplantados, tratados
con corticosteroides.
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meningoencefalitis,
endocarditis, infeccion
gastrointestinal, cutdnea
u 6sea. En pacientes
inmunodeficientes puede
ser invasiva.

Zigomicosis
sistémica

Infeccién pulmonar
seguida de diseminacion.
Poco frecuente infeccion
gastrointestinal. En
inmunocompetentes la
inhalacion de esporas
puede producir sinusitis o
micetoma.

Mucorales
(Entomoftoromicosis
diseminada es rara).

Pacientes con leucemia,
linfomas o neutropenia
adquieren infeccién
pulmonar. La infeccién
gastrointestinal, rara,
puede darse en
pacientes con
desnutricion, fiebre
tifoidea, pelagra,
leucemia, diabetes
mellitus, trasplantados.

Feohifomicosis
diseminada

Infeccién pulmonar,
cerebral, con lesiones
solitarias o inflamacion
generalizada.

Cladophialophora
hantiana (altamente
neurotrdépico)

Wangiella
dermatitidis

Ramichloridium
mackenziei

Dactylaria constricta
Fonsecaea pedrosoi

Curvularia spp.

Pacientes con diabetes
mellitus, trasplante de
drganos, leucemia,
asma.

Hialohifomicosis
profunda

Neumonia, endocarditis,
meningitis, endoftalmitis,
lesiones osteoarticulares,
gastritis, necrosis de
tejido, onicomicosis,
infecciones diseminadas.

Acremonium
falciforme,
Acremonium
strictum,
Acremonium kiliense,
Acremonium
alabamensis,
Acremonium

Dependiente del estado
inmune del paciente.
Factores
predisponentes:
diabetes, leucemia,
neutropenia, SIDA,
terapia de antibidticos y
corticosteroides, uso
abusivo de drogas,
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roseogriseum

Paecilomyces
lilacinus,
Paecilomyces variotii

Scopulariopsis
brevicaulis,
Scopulariopsis
brumptii,
Scopulariopsis fusca,
Scopulariopsis
acremonium,
Scopulariopsis
koningii

Scytalidium byalinum

Fusarium solani,
Fusarium oxysporum,
Fusarium moniliforme

Beauveria bassiana

Penicillium marneffei

trasplante de érganos.

Pneumocistis
pneumonia

Disnea, tos invalidante,
edema pulmonar, fiebre
en adultos; tos y cianosis
sin fiebre en nifos.

Pneumocystis
jJirovencii

Pacientes
inmunodeficientes, de
rapido progreso en
casos HIV. Malnutridos.
Rara en personas
inmunocompetentes.
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Tabla 2. Micosis profundas

MICOSIS PROFUNDAS |  ASPECTOS CLINICOS AGENTE celpieionlzs
ETIOLOGICO PARTICULARES DE
LAS PERSONAS
AFECTADAS
Paracoccidiodomicosis | Infeccién pulmonar que | Paracoccidioides Mas afectados:
puede ser regresiva o | brasiliensis hombres entre 30y
progresiva y diseminarse 60 afios de zonas
por via linfatica o rurales.
hematoldgica. La
infeccién juvenil aguda
es de rapida evolucién,
comprometiendo
médula dsea, aparato
digestivo,
inmunodepresion. La
infeccion croénica puede
ser solo pulmonar o
multifocal: lesiones de
piel, mucosas,
suprarrenal, SNC.
Histoplasmosis Infeccion pulmonar que | Histoplasma Contacto con heces
se confunde con gripe, | capsulatum var. de aves o
con evolucion inmuno | capsulatum murciélagos.
dependiente. La forma Pacientes con HIV o
Histoplasma

diseminada afecta

también piel y mucosas,

capsulatum var.

tratamientos de
radio/quimioterapia

, . . duboisii .
higado y médula ésea. podran presentar
histoplasmosis
diseminada.
Blastomicosis Infeccion primaria | Blastomyces
pulmonar con sintomas | dermatitidis

similares a gripe que
progresa y se prolonga
meses.

Blastomicosis cutanea es
accidental o
consecuencia de la
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infeccion sistémica.

Puede producirse
infeccién de casi
cualquier érgano.

Coccidioidomicosis

Infeccion primaria
pulmonar que afecta
nddulos linfaticos vy
extremidades inferiores.
En alto porcentaje
asintomatica. Sintomas
similares a gripe, fiebre
aguda, dolor toracico,
sudor nocturno, pérdida
de peso. Diseminada
puede afectar piel,
huesos y meninges.

Coccidioides immitis

Coccidioides
posadasii

Endémica en zonas
aridas.

Penicilliosis

En general la infeccion
primaria es pulmonar
pero puede ser cutdnea,
onicomicosis, queratitis,
endocarditis, peritonitis,
infeccion esofdgica o
cerebral.

Penicillium
marneffei

Pacientes con HIV.
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Tabla 3. Micosis subcutaneas

MICOSIS

SUBCUTANEAS

ASPECTOS CLiNICOS

AGENTE ETIOLOGICO

CONDICIONES
PARTICULARES DE
LAS PERSONAS
AFECTADAS

Sporotricosis

Cutdnea: Lesiones fijas al

sitio de inoculacion,
verrugosas, acneiformes,
eritematosas, crostosas,
maculares; en rostro,

cuello, tronco o miembros.

Linfocutanea: Lesion inicial
con desarrollo de nddulo

subcutdneo ulceroso
afectando ganglios.
Aparecen lesiones no
ulcerosas, enrojecidas,

brillantes, lisas o rugosas.

Extracutdnea: La
diseminacion puede afectar

distintos érganos, y
producir meningitis,
sinusitis, laringitis,
gueratitis, lesiones
pulmonares y

osteoarticulares, fungemia.

Sporothrix schenkii

Las infecciones
cutaneas se dan
entre personas que
trabajan en contacto
con el suelo, como
trabajadores rurales,
jardineros, mineros,
cazadores de
mulitas, pescadores.
Factores
predisponentes
pueden derivar en
sporotricosis
profundas: se asocia
a diabetes mellitus,
cancer,
inmunosupresion
por trasplante o Sida
y alcoholismo.

Cromoblasto

micosis

Lesiones lisas y

eritematosas que aumentan

su tamafo y son
descamativas con el
tiempo, cuya evolucién
debe ser observada.
Aparecen en miembros
inferiores mas que en
superiores, con poca

frecuencia son nasales o

Hongos de la familia
Damatiaceae:

Fonsecaea pedrosoi
Fonsecaea compacta

Cladophialophora
carionii

Rhinocladiella

Personas que
trabajan en contacto
con el suelo, como
trabajadores rurales
o jardineros,
principalmente de
sexo masculino.
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auriculares.

aquaspersa

Phialophora verrucosa

Micetoma
eumicodtico

Granos rerdondeados
negros o blancos que salen
de fistulas, en general en
pies. Las lesiones tienden a
ser  esclerosantes y
secrecion

serosanguinolenta, pueden

ser 6seas.

Madurella spp.
Allescheria spp.
Cephalosporium spp.
Acremonium spp.

Exophiala jeanselmei

Trabajadores rurales
y criadores de aves,
principalmente de
sexo masculino.

Feohifomicosis
subcutanea

Abcesos en el sitio
traumatizado con secrecion
serosanguinolenta y
seropurulenta, con el
tiempo el abceso forma una
capsula fibrosa que drena

espontaneamente.

Alternaria alternata
Exophiala spp.
Curvularia spp.

Cladophialophora
hantiana

Bipolaris spp.
Exserohilum spp.

Wangiella
dermatitidis

Adquiridas por
traumatismo o
inhalacion de
esporas, puede
diseminarse segun
inmunocompetencia
del paciente.

Hialohifomicosis

subcutanea

Lesiones de cdérnea y nariz
de aspecto variado,
gueratitis, infeccion de
guemaduras, heridas o

Ulceras por Fusariosis.

Penicillium spp.
Acremonium spp.

Paecilomyces
lilacinus,

Paecilomyces variotti
Scopulariopsis spp.
Scytalidium byalinum

Fusarium solani,
Fusarium oxysporum,

Fusarium moniliforme

Beauveria bassiana

Adquiridas por
traumatismo o
inhalaciéon de
esporas, puede
diseminarse segun
inmunocompetencia
del paciente.

28




Zigomicosis
subcutdnea

Lesiones inespecificas en la
piel progresan a lesiones
necrosantes.

Mucormicosis:
Rhizopus oryzae
Rhizopus Microsporus
Absidia corymbifera
Mucor spp.
Rhizomucor spp.

Cunninghamella
bertholetiae

Syncephalastrum
racemosum

Mortierella wolfii
Saksenaea vasiformes

Apophysomyces
elegans

Cokeromyces
recurvatus

Entomoftoromicosis:

Basidiobolus ranarum

Conidiobolus
coronatus

Conidiobolus
incongruus

Personas con
lesiones traumaticas
en piel y posterior
contaminacion.

Pitiosis

Infeccidn en heridas de piel
con formacion de lesion
granulomatosa simil coral,
de eosindfilos e hifas del
hongo.

oclusién

Progresa con

arterial,
profundizacidn en la regién
corporal y posible

gangrena.

Pythium insidiosum

Personas con
lesiones traumaticas
en piel y posterior
contaminacion.
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Lobomicosis

Lesiones de forma y tamafio
variable,  verrugosas o
ulcerativas si hubo trauma
previo, hipo o
hiperpigmentadas, sin
supuracion, en

extremidades u orejas

Glenosporella loboi*

Mayoria hombres,
40 a 70 afos.

Rinosporidiosis

Pélipos granulomatosos
nasales, oculares y en vias

respiratorias.

Rhinosporidium
seeberi

Trabajadores que
mueven tierra o
arena de cauces de
agua contaminados,
agricultores con
heridas traumaticas
por madera o que se
contaminan en suelo
o depdsitos de agua.

* Otros nombres propuestos para el mismo agente etioldgico: Glenosporopsis amazonica,
Paracoccidioides loboi, Blastomyces loboi, Loboa loboi, Lacazia loboi.
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Tabla 4. Micosis cutaneas

MICOSIS ASPECTOS CLINICOS AGENTE ETIOLOGICO CONDICIONES
i PARTICULARES DE
CUTANEAS LAS PERSONAS
AFECTADAS
Lesiones cutaneas | Trichophyton
Tinea barbae superficiales o profundas en | verrucosum
piel y pelo de barba.
Trichophyton
mentagrophytes
Tinea capitis Lesiones en cuero | Microsporum spp.
cabelludo: leve o con
eritema, inflamacion, HIELEi A et 3D
alopecia.
Tinea favosa Lesiones graves en cuero | Trichophyton
cabelludo, con formacién | schoenleinii
de placas.
Tinea corporis Lesiones circulares | Todos los géneros de
eritematosas, dermatofitos
descamativas, con
vesiculas. En rostro,
hombros o tronco.
Tinea cruris Lesiones eritematosas, | Hongos antropofilicos | Adultos.

himedas, com prurito, en

ingle.
Tinea imbricata Lesiones concéntricas en | Trichophyton
piel. concentricum

Tinea manum

Lesiones eritematosas, con

fisuras, interdigital o en

palma de manos.

Trichophyton rubrum

Personas cuyas
manos estan en
contacto frecuente
con aguay jabodn.

Tinea pedis

Lesiones eritematosas,

humedas, descamativas,

com fisuras, interdigitales o

Trichophyton rubrum

Trichophyton
mentagrophytes var.

Deportistas.
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en planta de pies.

Interdigitale

Epidermophyton
floccosum

Tinea unguium

Lesiones en lamina ungueal
que las tornan amarillas y
guebradizas; inflamacion

adyacente.

Subungueal distal en
pie asociada a
Trichophyton rubrum.

Blanca superficial
asociada a
Trichophyton
mentagrophytes o
Epidermophyton
floccosum.

Blanca proximal
asociada a
Trichophyton rubrum,
Microsporum canis o
Trichophyton megnini.

Deportistas.

Candidiasis
cutanea

Intertrigo  de  grandes
pliegues (IGP). Candidiasis
del pafal. Foliculitis.
Onicomicosis  candidasica
periungueal con
inflamacién, enrojecimiento
y supuracion. Lesiones
cutdneas como expresion

metastasica de candidiasis

Candida albicans,
Candida parapsilosis,
menos frecuente
otras especies del
género (Candida
tropicalis, Candida
guilliermondii,
Candida krusei).

IGP en obesos,
diabéticos y
alcohdlicos.
Foliculitis en
pacientes sidoticos.

diseminada.
Candidiasis en Oral o muguet: manchas | Oral asociada a Oral en pacientes
mucosas blanquecinas en cavidad | Candida albicans, siddticos.

bucal, lengua, comisuras | Candida glabrata, Candidiasis gastrica

labiales. Lesiones croénicas

de aspecto granulomatoso.

Esofagitis. Candidiasis
gastrointestinal no
esofagica.  Vulvovaginitis.

Candida Krusei,
Candida dubliniensis.
Esofagitis
consecuencia de
candidiasis bucal. De
tracto urinario

reportada como
efecto secundario de
Cimetidina.
Vulvovaginitis en
pacientes diabéticas,
gestantes y con
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Balanitis.

asociada a Candida
glabrata.
Vulvovaginitis
asociada a Candida
albicans y Candida
glabrata. Balanitis
asociada a Candida
albicans.

terapia antibidtica.
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Tabla 5. Micosis superficiales

MICOSIS ASPECTOS CLINICOS AGENTE ETIOLOGICO CONDICIONES
PARTICULARES DE LAS
SLlE PERSONAS AFECTADAS
Ptiriasis Pequeifias manchas de | Malassezia Pacientes cateterizados,
versicolor color variable, que | sympodialis bebés prematuros,
oscurecen con exposicion pacientes

Malassezia globosa

solar, lisas o levemente inmunocomprometidos,

descamadas. En cuello, | palassezia furfur transplantados renales.
tronco o abdomen. Individuos sanos con
Malassezia obtusa factores

. . redisponentes
Malassezia slooffiae P 'p ' _
hereditarios, piel
gruesa, excesiva

transpiracion.

Piedra Blanca Nddulos blancos o | Trichosporon Adultos jovenes de
castanos, blandos, | cutaneum cualquier sexo.

adheridos a pelo de
cualquier parte del

Trichosporon asahii

cuerpo. Trichosporon
asteroides
Trichosporon inkin
Trichosporon
mulodes
Trichosporon ovoides
Piedra Negra Nodulos  castafos o | Piedraia hortae Predominancia de sexo
negros, duros, muy masculino.
adheridos a pelo; sélo en
cabello.
Tinea negra Manchas castafias o | Hortae werneckii Residentes en costas
marrones, circulares, maritimas (Hortae

Exophiala werneckii .. -
P werneckii es halofilico).

lisas. En general en palma
de manos y planta de

pies.
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Oculomicosis Infecciones oftdlmicas. Fusarium spp. Pacientes con
especialmente antecedentes de
Fusarium solani utilizacién de lentes de

contacto o material
Aspergillus spp.

especialmente

biomédico, heridas
traumaticas o

Asperqgillus fl . .
PRGBS intervenciones
Candida albicans quirdrgicas en ojo,

preexistencia de
Han sido aislados enfermedad ocular,
hongos de varias VIH.

decenas de géneros
distintos.

Existen infecciones fungicas inusuales pero graves que no se describen aqui:

-causadas en pulmén por hongos dimérficos del género Emmonsia (Adiaspiromicosis), y
-fungemia con o sin invasidon de organos causada por hongos de los géneros
Blastoschizomyces, Hansenula, Rhodotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces,
Trichosporon y Ustilago.

Fuentes:

Textos clasicos de Micologia Clinica (Diaz Sanchez 2004; Sherris 2004; Merz 2005;
Koneman 2006; Forbes 2007; Almeida 2008; Murray 2008; Alvez 2010; Porter, R
2011).
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1.2. AGENTES ETIOLOGICOS CAUSANTES DE MICOSIS EN URUGUAY EN LA PRIMERA
DECADA DEL SIGLO XXI. REVISION DE PUBLICACIONES.

En las infecciones fungicas reportadas a comienzos del siglo XXI entre los uruguayos

participan principalmente los siguientes agentes etioldgicos (Mansilla 1996; Fernandez

1999; Ballesté 2000; Ballesté 2000; Conti Diaz, | 2001; Gezuele 2001; Ramos 2001;

Ballesté 2003; Calegari 2004; Zuiio Burstein 2004; Ballesté 2005; Gezuele 2005; Muiioz

2005; Conti Diaz, | 2006; OMS 2007; Conti Diaz, |1 2008; Conti Diaz, | 2008; Melendres

2008; SNVIIH 2008; Conti Diaz, | 2009; Conti Diaz, | 2010; Hincapié Garcia 2010; Conti
Diaz, | 2011).

Pneumocystis jiroveci

Candida albicans

Candida no albicans

Histoplasma capsulatum

Criptococcus neoformans

Aspergillus fumigatus

Aspergillus flavus

Aspergillus niger

Paracoccidioides brasiliensis

Sporothrix schenkii

Phialophora verrucosa/ Fonsecacea pedrosoi (Cromomicosis)

Exophiala dermatitidis/ Exserohilum rostratum (Feohifomicosis)

Zigomicetes

Eumicetomas

Malassezia spp

Microsporum canis

Microsporum gypseum

Tricophyton mentagrophytes

Tricophyton rubrum

Epidermophyton floccosum
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En el afio 2004 se publica el informe “Enfermedades parasitarias y micoticas del
Uruguay” redactado por Calegari, Salvatella et al. del Departamento de Parasitologia y
Micologia del Instituto de Higiene “Prof. A. Berta” de Facultad de Medicina (UdelaR), en
colaboracién con el Ministerio de Salud Publica (MSP) y la Organizacién Panamericana
de la Salud (OPS) oficina regional de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)(Calegari
2004). Si bien no presenta datos definitivos de prevalencia e incidencia, reporta la
presencia de las siguientes infecciones fungicas en Uruguay y brinda informacién de
casos y tendencias disponibles hasta esa fecha:

- Neumocistosis (Pneumocystis jiroveci), alta incidencia en pacientes VIH+/SIDA, en
aparente disminucion.

- Histoplasmosis (Histoplasma capsulatum), dos o tres casos por afio.

- Paracoccidioidomicosis (Paraccocidioides brasiliensis), un caso cada dos afios, en
clara disminucion.

- Criptococosis (Criptococcus neoformans), diez casos por afio, tendencia a
disminucion.

- Malasseziosis, alta incidencia segun la consulta dermatoldgica de Ptiriasis
versicolor y foliculitis por Malassezia spp. También tres casos de infeccién
respiratoria por alimentacién parenteral. Tendencia estable.

- Esporotricosis (Sporothrix schenkii), mas de treinta casos anuales.

- Candidiasis superficiales y profundas (Candida spp), tendencia en aumento de
acuerdo a la consulta dermatolégica, médica, general y pediatrica.

- Aspergilosis (Aspergillus spp).

- Cromomicosis (Phialophora verrucosa/ Fonsecacea pedrosoi), menos de diez
casos registrados en el pais.

- Feohifomicosis (Exophiala dermatitidis/ Exserohilum rostratum), cuatro casos
registrados en los ultimos diez afios.

- Cigomicosis (diferentes especies de Zigomicetes), cuatro casos en los ultimos
veinte afos.

- Dermatofitosis (Tricophyton spp., Microsporum spp., Epidermophyton spp.), muy
alta incidencia de acuerdo a la consulta dermatolégica.

Teniendo en cuenta que las infecciones oportunistas no son de notificacidn obligatoria y
gue no se realizan estudios micolégicos de confirmacién del agente en forma rutinaria,
puede suponerse subregistro de casos. El informe brinda un panorama de geografia
médica para micosis en Uruguay, otros estudios aportan mas datos epidemioldgicos en
los Ultimos afios del siglo XX y primera década de este siglo.

Segun datos de la Catedra de Enfermedades Infecciosas de Facultad de Medicina
(UdelaR), desde 1988 hasta 1999 se diagnosticaron mediante estudio micoldgico
doscientas micosis profundas oportunistas en pacientes de SIDA, correspondiendo
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ciento catorce a pneumocistosis, cincuenta y cuatro a criptococosis, veintinueve a
histoplasmosis y tres a aspergilosis (Fernandez 1999). El Boletin Epidemioldgico del
Ministerio de Salud Publica del Uruguay (MSP) de 2011 indica para el periodo siguiente
una estabilizacion de mortalidad por SIDA entre 2003-2006 en descenso hasta la fecha
del informe gubernamental, siendo las principales cinco causas: pneumocitosis,
candidiasis orofaringea, tuberculosis, neumonias bacterianas y toxoplasmosis (MSP
2011).

La neumonia por Pneumocystis jiroveci ocupa el primer lugar dentro de las infecciones
respiratorias por agentes micoticos en pacientes HIV-SIDA en el mundo (OPS/OMS
2003). El informe del Instituto Nacional de Estadistica (INE) del afio 2002 en su Capitulo
“Salud” sefiala que la mayoria de las patologias asociadas al SIDA son las enfermedades
oportunistas con predominancia de aquellas pulmonares (INE 2002). Se realizd un
estudio retrospectivo de ciento veintinueve lavados bronquioloalveolares obtenidos de
pacientes HIV-SIDA con enfermedad respiratoria, con el objetivo de determinar la
frecuencia relativa de pneumocistosis en la poblacién estudiada en Uruguay y detectar
la presencia de otras micosis oportunistas. Segun los autores del trabajo, Ferndndez et
al., cuarenta y tres muestras fueron positivas para hongos: en veinticuatro se identificé
Pneumocystis jiroveci, en tres Aspergillus fumigatus, en dos Criptococcus neoformans y
en diez hubo levaduras del género Candida no observadas en el examen micoldgico
directo y descartadas por los autores por contaminantes (Ferndndez 2000). Pacientes
con transplante de 6rgano sélido o médula dsea y prematuros también se encuentran
en riesgo de neumocistosis (Departamento de Parasitologia y Micologia, Facultad de
Medicina, UdelaR).

No se dispone de datos precisos de incidencia y prevalencia, aunque se observa un
nimero creciente de casos de candidiasis profundas en pacientes con VIH+/SIDA,
neutropénicos o internados en unidades de cuidados intensivos, quienes presentan
candiasis orofaringea y esofédgica y lesiones mas intensas y progresivas (Fernandez
1999). Se registra aumento de frecuencia de especies no albicans y creciente resistencia
a los antifungicos utilizados habitualmente, situacién generalizada (Pfaller 2002; Calegari
2004; Nucci 2010; Cérdoba 2011). En Latinoamérica, cinco especies del género son
aisladas con mayor frecuencia: Candida albicans, Candida tropicalis en segundo lugar,
Candida parapsilosis en aumento, Candida glabrata con menor frecuencia respecto a
otras regiones y Candida Krusei; Candida guilliermondii y Candida rugosa no son
comunes pero aqui son mas frecuentes (San Blas 2011).

En Uruguay, de un estudio de treinta cepas de Candida en pacientes HIV+ recibiendo
tratamiento profilactico imidazdlico, se aislaron veintisiete cepas de Candida albicans,
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dos de Candida parapsilosis y una de Candida Krusei. Se observé diferentes patrones de
resistencia al fluconazol, mientras que en cepas aisladas de pacientes no HIV el 95% de
las cepas no presentaron resistencia a los imidazoles (Fernandez 1999), implicando
presién de seleccion de cepas por el uso de imidazoles.

Las levaduras del género Candida también pueden ser agentes de micosis superficiales.
Son los hongos que infectan con mayor frecuencia a pacientes con diabetes, con
insuficiencia renal o hepatica crénica o neutropenia o malnutricién grave. La candidiasis
vulvovaginal es un problema universal que afecta a millones de mujeres, siendo la
segunda causa de flujo vaginal en el Uruguay; el aumento significativo en la frecuencia
de especies no albicans y la aparicidn de cepas resistentes ha llevado a una mayor tasa
de recurrencias de los episodios de vulvovaginitis (MSP 2005).

El empleo de determinadas técnicas médico quirurgicas -catéteres, proétesis sobre los
gue estas levaduras pueden formar biofilms- predisponen al aumento de infecciones por
microorganismos oportunistas y resistencia clinica (Tumbarello 2012). Un estudio sobre
doscientos setenta y nueve pacientes con lesiones bucales realizado en la Facultad de
Odontologia (UdelaR) entre 2007-2008 confirmd candidosis oral en cincuenta y un
pacientes; sus agentes etilégicos fueron 85,3% Candida albicans, la asociacién Candida
albicans/Candida glabrata en un 11,8% de casos, 5,9% Candida glabrata y 2,9% Candida
tropicalis (Casnati 2011).

También son factores predisponentes a infecciones oportunistas el tratamiento con
glucocorticoides, citostaticos o radioterapia en pacientes cancerosos (INE 2002).

En neutropenias profundas y prolongadas se producen infecciones sistémicas debidas a
los géneros Candida, Aspergillus y Mucor (Fernandez 1999). En general los defectos de
inmunidad celular predisponen a infecciones recurrentes, diseminadas y graves por
microorganismos de crecimiento intracelular, por ejemplo Histoplasma capsulatum
(Fernandez 1999).

La histoplasmosis, de primoinfeccion pulmonar que deriva en diferentes
manifestaciones cronicas, afecta a pacientes en cualquier estado inmune. En Uruguay se
ha observado un franco aumento de casos vinculados a pacientes VIH+/SIDA vy
trasplantados (Calegari 2004); en los pacientes mencionados en primer lugar es de
diagndstico corriente (Torres, V 2012).

Como en las otras situaciones clinicas, el transplante de drganos sélidos predispone a
infecciones flngicas sobre todo por administracién previa de esteroides y antibidticos de
amplio espectro que modifican la flora normal. En esta situacién es frecuente que una
infeccion localizada se transforme en sistémica, o que pueda reactivarse una infeccién
controlada: por ejemplo histoplasmosis. Aun en los meses posteriores al transplante
pueden presentarse infecciones por hongos de los géneros Candida, Aspergillus y
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Cryptococcus o algunos otros, tomando como referencia informacion de paises
desarrollados (Holzheimer 2002; Neofytos 2010). La infeccidn fungica en estos pacientes
tiene alta mortalidad.

Una primoinfeccidon respiratoria de Cryptococcus neoformans, se disemina por via
linfohematica siendo la meningoencefalitis su manifestacién clinica mas frecuente ya
que el agente es neurotropico. Criptococosis es frecuente en pacientes VIH+/SIDA vy
receptores de trasplantes (Calegari 2004). Se ha aislado Criptococcus gattii en trabajador
rural de montes de eucaliptus (Guirado 2009).

No hay datos epidemioldgicos precisos en Uruguay sobre la frecuencia de aspergilosis,
de importante prevalencia en pacientes inmunocomprometidos en el hemisferio norte
(Calegari 2004; Pfaller 2010), donde no alcanza la prevalencia de infecciones por
Candida spp. pero es causante de infecciones de particular importancia en pacientes
guemados, transplantados de drgano sélido y hematopoyéticos y pacientes con
leucemia (Garcia 2008; Neofytos 2010) por su morbilidad y mortalidad. La neutropenia
profunda y prolongada y la terapia inmunosupresora por ejemplo en transplantados, son
factores predisponentes a aspergilosis invasiva, diseminada y letal. Pero estos hongos
también pueden producir reacciones alérgicas, infeccion localizada en senos paranasales
o en cavidades pulmonares -con o sin formacidon de aspergilomas- en individuos
inmunocompetentes por inhalacion de esporas. Tienen también otras vias de ingreso,
como el oido o heridas traumaticas. Presentan episodios de infecciones nosocomiales.

Los agentes etioldgicos de aspergilosis siempre citados en informes epidemioldgicos del
mundo son: Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Aspergillus
terreus. En Uruguay se confirma Aspergillus fumigatus en primer lugar (Fernandez 2000).

Durante el proceso asistencial hospitalario, se originan infecciones conocidas como
infecciones nosocomiales o intrahospitalarias. Datos del Sistema Nacional de Vigilancia
de Infecciones Intra Hospitalarias (SNVIIH) relativos a tres afios de estudios (2005-2008)
en todo el Sistema Integrado de Salud indican una tasa de 2,7% de infecciones
registradas durante o después de la internacidn, debidas principalmente a agentes
etioldgicos bacterianos (SNVIIH 2008; Rios 2010).

La distribucion de agentes causales varia -entre otros factores- con las unidades
consideradas: la tasa aumenta por ejemplo en unidades de cuidado intensivo o cirujia.
Durante enero del 2004 se realizd una investigacidon en unidades de cuidado intensivo de
todo el pais, con participacion del 85,5% de todas las unidades, nosocomios publicos y
privados, involucrando casi tres mil pacientes diarios; registrdndose ciento treinta
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infecciones nosocomiales y aislandose Candida spp en un 5,2% de casos (SNVIIH 2008;
Albornoz 2009). Otro agente causal puede ser Aspergillus spp. Segun SNVIIH, en
particular en nursery de alto riesgo, las infecciones fungicas se ubican en el 6% del total
de casos de infecciones intrahospitalarias (SNVIIH 2008).

La paraccocidioidomicosis es una micosis sistémica con manifestaciones clinicas
predominantemente pulmonares, endémica en Latinoamérica. En Uruguay, los casos
registrados de paracoccidiodomicosis han sido en su mayoria en pacientes de sexo
masculino cuyo trabajo rural se desenvuelve en bosques autéctonos de costas fluviales;
el tabaquismo es un factor de riesgo (Conti Diaz, | 2010). Su frecuencia ha descendido en
los ultimos afios (Calegari 2004). Trabajos publicados y comunicaciones personales
proporcionan la informacion de 1 a 2 casos diagnosticados al afio, posiblemente se halle
subdiagnosticada (Torres, V 2012).

La esporotricosis es la micosis profunda mas frecuente en inmunocompetentes en
Uruguay (Calegari 2004), en la mayoria de los casos asociada a caceria de edentados y
por ello conocida como “mal de la mulita” (Gezuele 2005), representando una
caracteristica epidemioldgica Unica del pais (Conti Diaz, IA 1987). Sporothrix schenckii es
el Unico agente etioldgico de la enfermedad (Conti Diaz, 1 2011).

Cromomicosis es una infeccién dermohipodérmica producidas por hongos dematidceos.
En Uruguay se han detectado los agentes causales Phialophora verrucosa y Fonsecacea
pedrosoi (Calegari 2004).

Feohifomicosis es una micosis profunda con manifestaciones dérmicas, producidas por
hongos dematiaceos. De los cuatro casos reportados en los ultimos diez afios se han
observado dos en transplantados renales, uno en transplante de valvula adrtica y otro
en una persona aparentemente inmunocompetente (Calegari 2004).

Las cigomicosis por Zygomicetes (géneros Mucor, Absydia, Rhizopus y otros) se registran
esporadicamente en nuestro pais (Calegari 2004). Es mds frecuente en pacientes
diabéticos con cetoacidosis (Fernandez 1999).

Eumicetomas pueden ser producidos por hongos blancos o negros de los géneros
Acremonium, Fusarium, Scedosporium, Madurella y otros menos frecuentes en la regién
(Negroni 2006). En Uruguay la frecuencia de micetomas es rara (Pereyra 1983) y debe
considerarse la etiologia bacteriana por actinomicetes como mas frecuente (Diez
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Fernandez 1997). Scedosporium apiospermum y Rubromadurella langeroni fueron
aislados en Uruguay en la década del 80 (Conti Diaz, 1A 1980).

Entre las multiples micosis superficiales se destacan por su elevada frecuencia en la
consulta médica: dermatofitosis, candidiasis y la malasseziosis denominada pitiriasis
versicolor (Conti Diaz, | 2006).

Las levaduras del género Malassezia son oportunistas lipofilicos que colonizan la piel con
predominancia de distintas especies segun la region corporal (Torres, E 2008),
principalmente: Malassezia globosa, Malassezia sympodialis y Malassezia furfur. Siendo
cosmopolita, su epidemiologia varia con el clima y con las caracteristicas de edad, sexo y
raza en los pacientes, debido probablemente a la secreciéon sebacea en cada caso.
Representa el 20% de las micosis superficiales (Ballesté 2000). Un estudio en Uruguay
sitUa la colonizacidn por levaduras del género Malassezia en 50% a 70 % de las personas
con piel clinicamente sana (Calegari 2004). Estas levaduras afectan también enfermos
diabéticos y aquellos con alimentacién parenteral lipidica, por ejemplo nifios
prematuros, en los que pueden producir afecciones respiratorias e incluso sistémicas
(Ballesté 2000).

Estudios parciales de poblaciones que consultan por lesiones de piel y anexos, indican
hongos dermatofiticos con una frecuencia entre 28 y 35% (Calegari 2004) considerando
sélo pacientes que se dirigen a la consulta, hecho relevante en una micosis de gran
morbilidad universal. Dermatofitosis es el parasitismo de piel y anexos por un grupo de
hongos capaces de degradar queratina, denominados dermatofitos. Pertenecen a tres
género: Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton.

Un estudio realizado por Ballesté et al. entre 1990 y 1997 con doscientos veinte
pacientes con dermatofitosis mostré una distribuciéon de los agentes etioldgicos de
43,2% Microsporum canis, 23,9% Trichophyton mentagrophytes seguida por 22,6%
Trichophyton rubrum, 5,8% de Epidermophyton floccosum, 2,6% Microsporum gypseum
y 1,9% Trichophyton verrucosum (Ballesté 2000). Una publicacién anterior mostro similar
distribucién (Caracha 1992).

En un trabajo mas reciente del mismo grupo de investigacién, se analizan datos
epidemioldgicos para el género Trichophyton solamente. Para las dos variedades de
Trichophyton mentagrophytes (var. Interdigitalis/var. Mentagrophytes) o bien
considerando la reclasificacién de la primera variedad como Trichophyton interdigitalis,
la relacion respecto a Trichophyton rubrum es de 86/14 en cien casos del Hospital de
Clinicas Dr. Manuel Quintela (Ballesté 2006). Los autores mencionan la utilizacion de
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nuevas pruebas en la identificacién, por tanto no se concluye sobre la posibilidad de un
verdadero cambio epidemiolégico.

Estos datos generales varian mucho en forma relativa si se considera la localizacién de
las lesiones, el sexo o la franja etdrea de los pacientes. A modo de ejemplo: El género
Trichophyton afecta piel lisa, pelo y ufias; Epydermophyton sélo piel lisa y raramente
uias; Microsporum canis produce casi el 100% de las tifias ectotrix de cuero cabelludo
en el Uruguay acompafiado por Trichophyton verrucosum 'y Trichophyton
mentagrophytes var. granulosus (Conti Diaz, | 2006).

La onicomicosis es causada principalmente por dermatofitos y ocasionalmente por
mohos no dermatofitos y levaduras. Los agentes Trichophyton mentagrophytes vy
Trichophyton rubrum aparecen en primer lugar. Candida albicans -aunque también otras
especies del género- entre los agentes levaduriformes. También se conocen otras
etiologias, por ejemplo Scopulariopsis spp. (Basmadjidan 2002; Conti Diaz, | 2006) o
Fusarium spp. (Conti Diaz, | 2006) o Malassezia ovalis (Conti Diaz, | 2009) o Penicillium
spp. o Sporothrix schenkii (Ballesté 2003).

Entre los patégenos emergentes nuevos para Uruguay se han reportado Histoplasma
capsulatum var. duboisii restringido sélo a Africa; Rhizopus rhizodimorfis, Rhizopus
microsporus, Exserohilum rostratum, Aureobasidium pullulans, Exophiala dermatitidis,
Actinomadura madurae y Prototeca spp. (Gezuele 2001).
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CAPITULO 2

ANTIFUNGICOS
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2.1. PRINCIPALES GRUPOS DE COMPUESTOS ANTIFUNGICOS

Los antifingicos mds relevantes en los que se apoya actualmente la quimioterapia
pueden agruparse en funcidon de su modo de accién en la célula fungica.

2.1.1. MACROLIDOS POLIENICOS

Anfotericina B, Nistatina

Su mecanismo de accion es la union a esteroles, con mayor afinidad por ergosterol de la
membrana plasmatica fungica (Vertut-Croquin 1983), formando poros por los que fugan
componentes celulares (Esquema 1) . La alteracién de la permeabilidad de membrana
tiene accidn fungicida. La célula fungica puede adecuarse a una membrana con menos
ergosterol para evitar la formacién de canales o puede sustituir ergosterol con
precursores de su biosintesis para mantener su integridad; asi, algunas cepas de Candida
lusitaniae son relativamente resistentes a Anfotericina B (Brunton 2006). La
administracion de Anfotericina B en forma posterior a Voriconazol -inhibidor de
biosintesis de ergosterol- reduce la capacidad fungicida del polieno, no asi cuando son
coadministrados (Lignell 2011), interferencia consistente con el mecanismo propuesto.

Esquema 1. ANFOTERICINA B Se describe un modelo dindmico de 8 pares Anfotericina B-Ergosterol (1:1) en la
formacién del poro (Dynarowicz-tatkaa 2005; Cohen 2010; Hirano 2011; Umegawa 2012; Wasko 2012). Su vida
media es dos érdenes mayor que el complejo formado con colesterol (Vertut-Croquin 1983; Diezi 2012).

Anfotericina B ha sido llamada gold standard porque la resistencia al antifingico no es
habitual; algunas especies resistentes son: Trichosporon beigelii, Aspergillus terreus,
Pseudallescheria boydii, Malassezia furfur, Fusarium spp. y el ya mencionado de Candida
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lusitaniae (Ellis 2002). Ha mostrado utilidad clinica contra Candida spp., Aspergillus spp.,
Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum,
Sporothrix schenkii, Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis, Penicillium
marneffei, Mucor spp.

Presenta serios efectos adversos relativos a su administracion intravenosa aun en
formulaciones oleosas, y toxicidad renal y hepdtica muy importantes. También puede
producir hipotensidén, arritmia, anemia vy dificultades respiratorias (Ellis 2002; Brunton
2006; Nosanchuk 2006).

Otras limitaciones de Anfotericina B se refieren a aspectos técnicos y farmacocinéticos.
Se dispone Unicamente de formulaciones para administracién intravenosa. Siendo
insoluble en agua, existen distintas formulaciones farmacéuticas que forman coloides
en medio acuoso, y de acuerdo al didmetro y forma de las dispersiones coloidales se
eliminan cantidades variables del farmaco en los filtros de equipos de venoclisis. En su
distribucidén, poca Anfotericina B penetra en el liquido cefaloraquideo, en humor vitreo y
liguido amnidtico (Brunton 2006).

Se comercializan cuatro formulaciones a base de Anfotericina B (Tabla 6), con una
diferencia de costos de 30-60 veces entre Anfotericina B desoxicolato y las restantes
menos nefrotdxicas (Brunton 2006; Nosanchuk 2006), aunque escalofrios y fiebre se dan
en el complejo lipidico mas que en Anfotericina B desoxicolato y la acumulacién de
Anfotericina B en higado y bazo es mayor en Anfotericina B liposomal que en
Anfotericina B desoxicolato (Brunton 2006). Anfotericina B liposomal produciria el
minimo de reacciones adversas por perfusién.

Tabla 6. Formas farmacéuticas de Anfotericina B. En Uruguay, a la fecha se comercializa FUNGIZONE® de URUFARMA
SA y AMBISOME® de GADOR SA

Anfotericina B desoxicolato Anfotericina B y una sal biliar + fosfato
(FUNGIZONER) sédico

Anfotericina B Complejo Lipidico Anfotericina B y dimiristoilfosfatidilcolina +
(ABELCET®) dimiristoilfosfatidilglicerol 7:3

Anfotericina B Dispersion Coloidal Anfotericina B y sulfato de colesterilo

(AMPHOTEC® , AMPHOCIL®)

Anfotericina B Liposomal (AMBISOME®) Anfotericina B y lecitina de soja
deshidrogenada + colesterol +
diestearoilfosfatidilglicerol 10:5:4

Existen formulaciones de Anfotericina B al 3% de uso tépico. (Brunton 2006)
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Nistatina se utiliza sdlo via tépica y oral, no presentando absorcion cutanea o
gastrointestinal, por ser potente proinflamatorio (Razonable 2005). Cuando ha sido
perfundida en etapas de desarrollo, produjo reacciones adversas como escalofrios,
fiebre y tromboflebitis (Razonable 2005). Se investiga una formulacion de Nistatina
liposomal (Nosanchuk 2006). Esquema 2.

Esquema 2. Nistatina

2.1.2. AZOLES

Imidazoles: Ketoconazol, Clotrimazol, Miconazol, Econazol, Butoconazol, Sertaconazol,
Oxiconazol

Triazoles: Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol, Posaconazol, Ravuconazol

Los Azoles inhiben enzimas del complejo citocromo P450 que participan en la biosintesis
del ergosterol alterando la permeabilidad de la membrana flngica. El mecanismo
principal es la inhibicion de la enzima lanosterol-14 a-demetilasa con disminucién de
produccién de ergosterol y acumulacion de 14 a-metilesteroles. Cambia la disposicién
estrecha de cadenas acilo de fosfolipidos de membrana y por ende la configuracién y
funcionalidad de algunos sistemas enzimaticos de membrana como ATPasas y enzimas
del transporte electrénico (Brunton 2006). La afinidad de cada farmaco por el grupo
hemo del bolsillo de dicha enzima y modificaciones de su configuracién segun la cepa,
ademas de las variaciones de concentracion de farmaco presente en el sitio, hacen que
la accion pueda ser fungicida o fungistatica (Espinel-Ingroff 2008). Estudios realizados
por Ghannoum et al. (Ghannoum 1994) en trece cepas de Cryptococcus neoformans
indican que los esteroles presentes en la membrana fungica pueden ser distintos del
ergosterol y encontrarse en porcentajes variables; y la actividad del Fluconazol en las
cepas deficientes en ergosterol se relaciond con inhibicidon de otras enzimas relativas a

47



biosintesis de esteroles, en particular aquellas que impiden la formacion de zimosterol y
obtusifoliol (Casadevall 1998).

En el género Candida, estudiado en profundidad, el mecanismo primario de resistencia a
los azoles es la sobreexpresidon de la enzima target o sitio blanco, el menos significativo,
y mutaciones que minimizan la afinidad de la enzima por la droga (Morio F 2010). La
resistencia deviene también por la disminucion de concentracién intracelular de
antifungico por efecto de bombas de eflujo. EIl aumento en numero de distintos
transportadores de membrana que expulsan los farmacos permite explicar el fenédmeno
de resistencia cruzada entre azoles (Pfaller 2012): MDR1 de la superfamilia Major Family
Transporters (MF) expulsa Fluconazol, CDR1 y CDR2 de ATP-Binding Cassette (ABC-
transporters) a todos los azoles. Fundamentaria también la mayor frecuencia de
resistencia vista al fluconazol en relacion a otros azoles (Odds F 2003). Candida krusei es
instrinsecamente resistente al fluconazol (Pfaller MA 2002; Sanglard D 2002; Odds F
2003; Lignell A 2011) y Candida glabrata se estudia especialmente porque puede
presentar sensibilidad, sensibilidad dosis-dependiente o resistencia segun esta
informado (Sanglard D 2002; Sanguinetti M 2005). La célula fungica también utiliza
alternativas de obtencién de ergosterol (Sanglard D 2003) y otros esteroles (Casalinuovo
2004) para mantener su proceso de crecimiento. La formacién de biofilms es una
barrera fisica para la penetracion de antifungicos, bien documentada en Candida
albicans, Candida glabrata y Candida dubliniensis (Sanglard D 2002).
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Esquema 3. Pared celular y membrana celular fungicas

Estos son sdlo algunos mecanismos celulares generales de resistencia a los antifungicos
azélicos. Los mecanismos pueden combinarse (White 1997; Sanglard D 2002). También
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puede producirse resistencia clinica, es decir que cepas susceptibles in vitro a un
antifungico pueden prolongar la infeccidén en el paciente a pesar de la administracion
habitual del medicamento; un ejemplo es la recidiva de candidiasis cuando el paciente
estd cateterizado y no se retira o cambia el catéter (Sanglard D 2002). Existe
coincidencia en la literatura respecto a la importancia del estado general del paciente y
en particular el estado inmunitario en la evolucidn clinica; ambos interfieren en la
correlacién de resultados in vitro e in vivo. Se discute si seria la Concentracién
Inhibitoria Minima (CIM) el valor in vitro mas adecuado para establecer puntos de corte
(Peman J 2003).
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Esquema 4. Dos generaciones de triazoles. Los nuevos triazoles, ej. Itraconazol y Posaconazol, son especificos de la
enzima target fungica y mejoran aspectos farmacocinéticos, en particular metabolizacion hepatica y prolongacion
de vida media en sangre (Bellmann 2007).
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Triazoles e imidazoles comparten el mismo amplio espectro de accién y mecanismo
(Brunton 2006; Gubbins 2009). Esquemas 4 y 5.

C\E Q Cl Cl

CLOTRIMAZOL

MICONAZOL

Esquema 5. Existen numerosos antifiingicos imidazélicos. Se destacan Clotrimazol de uso tépico y Miconazol de uso
topico y sistémico

El espectro de actividad del Fluconazol incluye Candida spp. (excepto C. krusei),
Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp., Histoplasma capsulatum, Coccidioides
immitis, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides brasilensis y Sporothrix schenckii.
Itraconazole es activo también contra Aspergillus spp., y una nueva formulacién oral
(Hyphanox") incluirad candidiasis vaginal, tinea pedis y onicomicosis (Van Minnebruggen
2010). El Voriconazol extiende su actividad a Fusarium spp. y Scedosporium
Apiospermum (Brunton 2006; Van Minnebruggen 2010). Posaconazol ha sido aprobado
para profilaxis de aspergilosis y candidiasis en pacientes de alto riesgo, demostré mayor
actividad contra Zigomicetes que estan fuera del espectro de actividad de los azoles
(Van Minnebruggen 2010). Ravuconazol, aun en fase Il de investigacion, seria Gtil contra
Candida no albicans y dermatofitos (Van Minnebruggen 2010). Albaconazol es un
potente triazol de amplio espectro destacado por baja toxicidad y excelente
farmacocinética (Van Minnebruggen 2010). Pramiconazol, en Fase Il, seria util en
infecciones superficiales (Van Minnebruggen 2010). Luliconazol es activo contra
levaduras y dermatofitos (Van Minnebruggen 2010). Se investigan Isavuconazol y su
prodroga. La lista de nuevos azoles en fases de desarrollo continua.

Los azoles son mas efectivos que los polienos en micosis invasis como aspergilosis, mas
potentes y menos téxicos. Sin embargo, debido a que los azoles afectan enzimas del
complejo P450 presentan multiples interacciones con farmacos que también actdan
sobre el complejo, siendo una de sus principales limitaciones (Nosanchuk 2006).
Coadministrados con Ketoconazol, Itraconazol o Fluconazol, aumenta la toxicidad de
fenitoina, nefrotoxicidad de ciclosporina y sedacidn por benzodiacepinas, por citar sélo
algunos ejemplos (Dismukes 2000). En la coadministracion, puede disminuir la
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concentracion de los azoles debajo de su nivel terapéutico porque disminuye su
absorcion, por ejemplo con antidcidos o antihistaminicos; también puede darse un
aumento de su metabolismo, como en el caso de coadministracién con algunos
antiepilépticos (Dismukes 2000).

En ausencia de otros medicamentos, los azoles pueden presentar efectos adversos
relacionados en general con tratamientos prolongados o de altas dosis: molestias
gastrointestinales, hipopotasemia, hipertrigliceridemia, eritema, edema de
extremidades inferiores, hipertension o insuficiencia suprarrenal. Se vincula Fluconazol y
Voriconazol a episodios de malformaciones teratogénicas por tanto debe evitarse
durante embarazo (Brunton 2006).

Las formulaciones de azoles de uso tépico son eficaces en tratamientos de tifas
corporales, pies, ingle, versicolor y candidiasis cutdnea. No tiene uso ocular, bucal o
vaginal (Brunton 2006). Sus principios activos son: Clotrimazol, Econazol, Miconazol,
Terconazol, Butoconazol, Tioconazol, Oxiconazol, Sulconazol, Sertaconazol.

En la literatura se menciona un segundo modo de accién oxidativo de polienos y azoles,
pero los autores no siempre coinciden en este punto (Akins 2005; Carrillo-Muioz 2006;
Catalan 2006).

2.1.3 ALILAMINAS

Terbinafina, Naftifina, Butenafina

Las Alilaminas inhiben la biosintesis del ergosterol a nivel de la enzima
escualenoepoxidasa, con acumulacién de escualeno. Altos niveles de escualeno
aumentan la permeabilidad de la membrana dando lugar a desorganizacion celular.
Estos compuestos presentan accién fungicida (Akins 2005; Carrillo-Munoz 2006).

Terbinafina y Naftifina (Esquema 6) son drogas son utiles contra dermatofitos y Candida
albicans, no sobre la mayoria de especies del género Candida (Nowosielski 2011).
Actuan también contra Malassezia spp., Cryptococcus neoformans y hongos productores
de micetomas (Brunton 2006). Se ha registrado resistencia por sobre expresion de la
enzima en Candida albicans, Aspergillus fumigatus y Saccharomyces cereviseae (Carrillo-
Mufioz 2006).

Terbinafina se absorbe bien por via oral y tdpica. Se acumula en piel, ufias y tejido
adiposo, persistiendo semanas después de tratamientos prolongados (Brunton 2006).
Estas caracteristicas y su espectro antidermatofitico favorecen su utilizacién en diversas
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tifias, y es el antimicético mas utilizado en veinte paises europeos segun datos del afio
2007 (Adriaenssens 2010).

Se tolera bien, con baja incidencia de molestias gastrointestinales o cefalea. Esta
contraindicado en el embarazo. En pacientes con hiperazoemia o insuficiencia hepatica
no se recomienda. Presenta interacciones medicamentosas: Rifampina disminuye las
concentraciones plasmaticas de Terbinafina, y Cimetidina las aumenta (Brunton 2006).

El clorhidrato de Butenafina es de uso tépico. Su actividad antimicética es similar.

Esquema 6. Naftifina y Terbinafina

2.1.4. EQUINOCANDINAS

Caspofungina, Micafungina, Anidulafungina

Las equinocandinas son lipopéptidos de estructura diversa (Esquema 7) que actlan
sobre la enzima B-1,3-D-glucanosintasa inhibiendo la biosintesis de glucanos de pared
celular; la célula resulta vulnerable a lisis osmdtica. El grado de polimerizacion de
glucanos en la pared celular y la expresion de la enzima en el microorganismo definen
en gran medida el espectro de accién de estos compuestos. Tienen actividad fungicida
frente a especies del género Candida y fungistatica contra Aspergillus spp., actividad in
vitro contra la forma cistica de Pneumocystis jiroveci, actividad intermedia contra
Criptococcus neoformans probablemente debida a su alto porcentaje de glucanos
(Nosanchuk 2006), Fusarium spp. y Scedosporium spp., y contra Histoplasma capsulatum
en caso de Caspofungina (Denning 2003; Walker 2010). La resistencia es relativamente
rara pero mutaciones en “puntos calientes” en la enzima, subunidad Fksl, han sido
relacionadas con fallo terapéutico (Van Minnebruggen 2010; Walker 2010).
Caspofungina y Micafungina reducen o controlan biofilms intermedios (12 horas) y
maduros (5 dias) de Candida albicans (Espinel-Ingroff 2009).
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La agencia americana Food and Drug Administration (FDA) ha recomendado el uso de
Caspofungina frente a neutropenia, candidiasis y aspergilosis refractarias o por
intolerancia a Anfotericina B; Micafungina como profilaxis en candidiasis en
trasplantados; Anidulafungina para el tratamiento de candidemia en enfermos no
neutropénicos, abscesos intra abdominales y peritonitis candididsica, y la agencia
europea European Medicines Evaluation Agency (EMEA) aprobd su utilizacion en
candidiasis esofagica (Del Palacio 2008).

La administracion repetida es bien tolerada. Pueden presentar efectos adversos como
flebitis y fiebre (Nosanchuk 2006). La uUnica interaccién medicamentosa reportada se
relaciona con Ciclosporina (Brunton 2006).

Abafungina es una droga promisoria de amplio espectro. Su crema al 1% seria aplicable
a candidiasis intertrigo, tineas y ptiriasis versicolor (Van Minnebruggen 2010).

2.1.5. NIKOMICINAS Y POLIOXINAS

Nikomicina Z, Polioxina D

Péptidos como nikomicinas y polioxinas inhiben la enzima quitinsintasa, son andlogos a
su sustrato y se unen al sitio catalitico, impidiendo la formaciéon de quitina de pared
celular. Su accién es fungistatica. Nikomicina X y Z son activas contra hongos dimoérficos
aungue poco activas contra levaduras y hongos filamentosos. Polioxinas muy activas in
vitro contra quitinsintasa, muestran una respuesta variable a nivel celular. En particular
se ha probado que Polioxina D impide la unidn de Candida albicans a células epiteliales
bucales (De Lucca, A 2000) (Esquema 8). Los compuestos acilureicos también inhiben la
enzima pero el mecanismo aun es desconocido (Verwer 2012).

NIKOMICINA Z POLIOXINA B

Esquema 8. Nikomicina Z y Polioxina B
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Se ha postulado que la inhibicion de la sintesis de un solo componente de la pared
celular, quitina o glucano, resulta en un incremento compensatorio del otro
componente (Masuoka 2004). La administracién de Micafungina y Nikomicina Z es
sinérgica, y la muerte celular puede deberse a la inhabilidad del hongo para mantener
ambas biosintesis en manera congruente con cambios diferenciales de radio celular
(Verwer 2012). Una prueba de esta propiedad de la combinacién es el aumento de
supervivencia de ratones con aspergilosis sistémica en el experimento de Luque et al.
(Lugue 2003).

2.1.6. PIRIMIDINAS

5-Fluorocitosina

5-Fluorocitosina es transportada al interior de la célula fungica donde es desaminada. El
antimetabolito 5-Fluorouracilo inicia una serie de transformaciones para incorporarse al
ARN y para producir un inhibidor potente de la enzima sintetasa de timidilato; interfiere
mediante estos mecanismos en la sintesis proteica y del ADN. La acciéon de la 5-
Fluorocitosina es selectiva debido a que la desaminacién no es posible en células de
mamiferos por ausencia o menor concentracion de la desaminasa. Un mecanismo de
resistencia es la pérdida de la permeasa necesaria para el transporte de la citosina,
también la disminucion de actividad de otras enzimas asociadas a las rutas
mencionadas. Se ha probado resistencia en Candida albicans por sustitucién de una base
en el gen que codifica a la enzima uPRTasa que interviene en la fosforilacion del 5-
Fluorouracilo para que inicie sus rutas de transformacién (Dodgson 2004). Su accidn es
fungistatica (Quindds 2002).

La Flucitosina es activa contra especies de Candida y Aspergillus,
Criptococcus neoformans, hongos dematidceos de género
Phialophora, Cladosporium (REX 2005) y Fonsecaea (Zacchino F
2007). Criptococosis es el Unico caso en que se recomienda de |
rutina combinado con Anfotericina B (Nosanchuk 2006) o en N
infecciones por Candida spp. dificiles de tratar (peritonitis,
meningitis) por su efecto sinérgico (Antoniadoua 2003).

Esquema 9.
5-Fluorocitosina

La monoterapia de 5-fluorocitosina no se aconseja, produce resistencia rapidamente
(Nosanchuk 2006). La droga presenta algunos problemas de toxicidad hepatica y
medular (Nosanchuk 2006).
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2.1.7. BENZOFURANOS

Griseofulvina

La Griseofulvina actua desorganizando el huso mitético e impidiendo la divisién nuclear
(Brunton 2006). Su modo de accion no estd del todo establecido: inhibe la
polimerizacién de tubulinas necesaria para la formacion de microtubulos celulares
porque se une a estas proteinas; pero esta accidon es GTPasa dependiente (David-Pfeuty
1979) a diferencia de compuestos que actian en forma similar sin esa dependencia,
como los alcaloides de la Vinca. También inhibe la sintesis de acidos nucleicos (Van
Minnebruggen 2010).

La  Griseofulvina es fungistatica contra
dermatofitos, ineficaz para tratar micosis
subcutaneas (Brunton 2006).

Aplica especialmente en tinea capitis producida
por Microsporum canis y es bien tolerada por

ninos; si el agente etioldgico fuera Tricophyton
tonsurans puede utilizarse Terbinafina con

eficacia similar (Elewski 2008).

Esquema 10. Griseofulvina

Produce efectos adversos menores como cefaleas, vision borrosa o molestias
gastrointestinales, aunque hay casos de efectos hematoldgicos y hepatoxicidad (Brunton
2006). Las dosis muy altas del fadrmaco son carcindégenas y teratdgenas en animales de
laboratorio (Brunton 2006).

En cuanto a sus interacciones medicamentosas: acelera el metabolismo de la warfarina 'y
puede moderar la eficacia de anticonceptivos orales (Brunton 2006). También se ha
reportado interaccidn con fenobarbital (Develoux 2001).

2.1.8. SORDARINAS

Las sordarinas actuan inhibiendo la sintesis proteica a nivel ribosomal. Estabilizan el
complejo formado entre la subunidad ribosomal 80 S y el Factor de Elongacién 2
fungico, enzima que catalisa su translocacidén sobre el ARNm, impidiendo la elongacién
del péptido emergente (Soe 2007).
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Su espectro de accidn incluye excelentes
resultados contra levaduras: Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida
glabrata, Cryptococcus neoformans
(Liang 2008) y otros hongos patdgenos
in vitro. No son activas contra Aspergillus

spp.

2.1.9. PRADIMICINAS

Esquema 11. Sordarina

Pradimicinas forman parte de un grupo diverso de compuestos cuya bioactividad se

explica por uniéon a azucares (CBAs: Carbohydrate-binding Agents). Reconocen D-

manopirandsidos (Nakagawa 2012) de la pared celular fungica y forman un complejo

ternario que incluye al catiéon calcio y conduce a la pérdida de integridad. Su accién es

fungicida in vitro (Lackner 2007). Su espectro de actividad incluye Candida albicans,

Cryptococcus neoformans y algunas especies del género Aspergillus; también es antiviral

(HIV)(Balzarini 2007). Pradimicina A (Esquema 12) y Pradimicina S se encuentran en

estudio (Wardle 1996; Nakagawa 2012).

Esquema 12. Pradimicina A
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2.1.10. OTROS ANTIMICOTICOS

Otros antimicoticos de uso local

Los compuestos derivados de la Morfolina, como Amorolfina (Esquema 13), presentan
actividad fungistatica o fungicida dependiendo de la concentracién utilizada. Amorolfina
inhibe la biosintesis del ergosterol a nivel de Al4-reductasa y A7-A8-isomerasa,
acumulando ignosterol (Polak 2008). El efecto sinérgico natural de inhibicién de dos
enzimas de la misma via disminuye la posibilidad de resistencia.

El Tolnaftato (Esquema 13) es un tiocarbamato eficaz en el tratamiento de
dermotoficosis y malasseziosis por aplicacion local. No hay registros de reacciones
toéxicas o alérgicas (Brunton 2006). Es inhibidor de biosintesis de ergosterol a nivel de
escualeno epoxidasa.

Ciclopirox (Esquema 13) presenta gran afinidad por cationes trivalentes , se postula que
actia como quelante frente al férrico intracelular inhibiendo enzimas
metalodependientes que son responsables de degradacién de perdxidos (Subissi 2010).
Es fungicida contra Candida albicans, Epydermophyton flocossum, Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum vy fungistatico contra Malassezia
furfur. Locién y crema se utilizan en candidiosis cutdnea y tifias, su esmalte en
onicomicosis, su champu vy gel en dermatitis seborreica. Puede producir
hipersensibilidad.

v L . N

AMOROLFINA TOLNAFTATO CICLOPIROX

Esquema 13. Ejemplos de antimicéticos de uso local

El acido undecilénico es fungistatico o fungicida, dependiendo de la concentracion
alcanzada, contra algunos hongos dermatofiticos. En particular se aplica en Tinea pedis,
pero su eficacia es relativa.

La pomada de Whitfield, compuesta por acido benzoico y acido salicilico 2:1, se utiliza en
Tinea pedis. Produce irritacién.
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Algunos farmacos en desarrollo

La Tabla 7 muestra algunos farmacos en desarrollo con mecanismos de accion distintos a
los ya citados en todas las drogas antifungicas mencionadas.

Tabla 7. Ejemplos de farmacos en desarrollo y su mecanismo de accidn

Arylamidina T-2307 Diana mitocondrial, mecanismo desconocido.
Andlogo de AMBRUTICINA Osmoregulacion. Investigacidn discontinuada.
Beta aminoacido Icofungipen Diana aminoacil-ARNt-sintetasas, bloqueo de

sintesis proteica.
OXABOROL AN2690

PIRIDOBENZIMIDAZOL 75-4590 Diana B-1,6-glucan sintasa.

Anticuerpo monoclonal Diana proteina HSP90.

EFUNGUMAB*

* Casadevall considera que la terapia sérica inicia la tercera era antimicrobiana

(Casadevall 2006).
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2.2. FARMACOS INDICADOS EN LA LITERATURA CIENTIFICA INTERNACIONAL Y EN EL

URUGUAY

La Tabla 8 presenta los farmacos indicados en la literatura cientifica internacional y en el

Uruguay, ordenados por los agentes etioldgicos que combaten.

Tabla 8. Agentes etioldgicos de enfermedades micéticas y farmacos prescriptos

HONGO ENFERMEDAD FARMACOS INDICADOS EN | ¢SE CONFIRMA
PATOGENO LA LITERATURA CIENTIFICA | INDICACION DEL
INTERNACIONAL FARMACO EN
URUGUAY?
Pneumocystis Pneumocitosis Clotrimazol, Pentamidina, Trimetoprim +
jiroveci Clindamicina, Atovaquona. | Sulfametoxazol o
Trimetoprim + dapsona o
Sulfametoxazol (Farifias pentamidina en
2012). caso de
intolerancia a
sulfas (Cosme
2000).
Candida spp. Candidiasis Anfotericina B, Fluconazol, Anfotericina B,
invasora Caspofungina (Brunton Fluconazol,
o esofagica 2006) (Martinez 2006; Itraconazol,

Fortun 2011) (Porter, R
2012). En tratamiento de
rescate Anfotericina B
(Brunton 2006),
Anfotericina B complejo
lipidico o liposomal (Fortun
2011). Terapia combinada:
Anfotericina B o Fluconazol
+ 5-Fluorocitosina
(Martinez 2006).
Anfotericina B liposomal,
Fluconazol, Caspofungina,
Micafungina en pacientes
pedidtricos (Allen 2010;
Groll 2010; UNICEF/WHO
2010), Fluconazol profilaxis
en neonatos (Allen 2010).

Caspofungina
(MSP 2012),
Voriconazol.
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Candidiasis
bucofaringea

Fluconazol, ltraconazol
(Brunton 2006). Nistatina,
Clotrimazol (Brunton 2006;
Porter, R 2012).

En muguet
Bicarbonato de
sodio+Nistatina
(Conti Diaz 2006).

Candidiasis
vulvovaginal

Nistatina (Brunton
2006)/Clotrimazol ,
Butoconazol , Miconazol ,
Fluconazol, Terconazol,
Tioconazol (Brunton 2006;
Porter, R 2012).

Ovulos de
Nistatina o
imidazol +
Ketoconazol o
Itraconazol v/o
(Conti Diaz, |
2006). Ovulos y/o
cremas azolicas:
clotrimazol,
miconazol,
ketoconazol e
isoconazol ;
Nistatina en
embarazadas ;
Casos severos
Fluconazol o
ketoconazol v/o
(Mufioz 2005).

Candidiasis
cutanea

Anfotericina B, Ciclopirox
(Brunton 2006). Nistatina,
Clotrimazol, Econazol ,
Ketoconazol, Miconazol
(Brunton 2006; Porter, R
2012), Naftifina (Porter, R
2012).

Econazol,
Ketoconazol
(MSP 2012),
Borato de sodio
1-2% + azol (Conti
Diaz, | 2006).

Histoplasma
capsulatum

Histoplasmosis
Pulmonar Cronica

Itraconazol (Brunton 2006;
Martinez 2006).

Itraconazol
(Fernandez 1999;
Braselli, A. 2000)
Ketoconazol
(Braselli, A.
2000).

Histoplasmosis
Diseminada

En rdpido avance o del SNC:

Anfotericina B. Fuera del

SNC o mantenimiento en el
SIDA: Itraconazol (Brunton
2006). Itraconazol en nifios

Anfotericina B,
Itraconazol
(MSP, DGdS
2012),
Ketoconazol
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(Allen 2010).

(Braselli, A.
2000).

Criptococcus
neoformans

Criptococosis

Sin SIDA o al comienzo:
Anfotericina B, Flucitosina
(Brunton 2006) (Fortun
2011), Fluconazol (Martinez
2006). Mantenimiento en el
SIDA: Fluconazol (Brunton
2006; Fortun 2011),
itraconazol (Fortun 2011),
Anfotericina B (Martinez
2006). Terapia combinada:
Anfotericina B + 5-
Fluorocitosina o Fluconazol
+ 5-Fluorocitosina
(Martinez 2006) también en
ninos (Allen 2010).

Anfotericina B,
Fluconazol,
Itraconazol
(MSP 2012).

Aspergillus spp.

Aspergilosis

Tratamiento inicial
Voriconazol, Anfotericina B
liposomal (Fortin 2011),
Itraconazol (Martinez
2006). En ausencia de
problema inmunitario
también Itraconazol
(Brunton 2006).
Tratamiento de rescate:
incluir Anfotericina B
formulaciones lipidicas,
posaconazol, caspofungina,
micafungina (Fortun 2011).
Terapia combinada:
Anfotericina B o Fluconazol
+ 5-Fluorocitosina
(Martinez 2006).
Voriconazol, Anfotericina B
liposomal en pacientes
pediatricos (Groll 2010;
UNICEF/WHO 2010).
Itraconazol, Caspofungina
en nifos (Allen 2010).

Anfotericina B,
Fluconazol,
Itraconazol
(Braselli, A. 2000;
Dutra 2000; MSP
2012),
Voriconazol
(Catedra de
Enfermedades
Infecciosas 2012).
En cérnea
Natamicina 5%
(Conti Diaz, |
2006)
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Paracoccidioides

Paracoccidiodo

Itraconazol (Martinez 2006;

Anfotericina B,

brasiliensis micosis Porter, R 2012), Itraconazol,
Ketoconazol, Voriconazol Ketoconazol
(Martinez 2006), (MSP 2012).
Anfotericina B (Porter, R
2012).

Sporothrix Sporotricosis Cutdnea: Itraconazol. Itraconazol,

schenkii Extracutdnea: Itraconazol, Anfotericina B
Anfotericina B (Brunton (MSP 2012).
2006; Martinez 2006).

Phialophora Cromomicosis Fluocitosina (Brunton

verrucosa o 2006).

Fonsecacea

pedrosoi

Exophiala Feohifomicosis Voriconazol (Martinez Itraconazol,

dermatitidis o

2006; Farifias 2012),

Terbinafina,

Exserohilum Itraconazol+Terbinafina Anfotericina B
rostratum (Farifias 2012). Anfotericina | (MSP 2012).

B (Martinez 2006).
Zygomycetes: Mucormicosis Anfotericina B (Brunton Anfotericina B,

géneros Mucor,

2006; Martinez 2006) en

Caspofungina

Absydia, formulaciones lipidicas en (MSP 2012).
Rhizopus y forma precoz (Farifias
otros 2012), Posaconazol (Fortun

2011). En tratamiento de

rescate Anfotericina B +

Caspofungina o

Posaconazol (Farinas 2012).

Anfotericina B liposomal

para pacientes pediatricos

(Groll 2010; UNICEF/WHO

2010).
Géneros Eumicetomas Anfotericina By/o Anfotericina B
Madurella, Voriconazol o dosis altade | (MSP 2012). En
Acremonion, Anfotericina B coérnea
Fusariumy formulaciones lipidicas en Natamicina 5%
Scedosporium caso de Fusariosis invasiva (Conti Diaz, |
apiospermum- (Martinez 2006; Fortun 2006).
Pseudoallescheria 2011; Farifias 2012).
boydii'y otros Pseudallescheriasis | Voriconazol, Posaconazol

63




estudios positivos para
pacientes pediatricos (Allen
2010; Groll 2010).

Voriconazol (Martinez
2006; Fortun 2011),
Itraconazol (Brunton 2006),
Posaconazol (Fortun 2011;
Farifias 2012). Voriconazol,
Posaconazol estudios
positivos para pacientes
pediatricos (Allen 2010;
Groll 2010).

Malassezia spp.

Malasseziosis

Ketoconazol, Clotrimazol,
Terbinafina, Bifonazol,
Sulfuro de selenio,
Fluconazol, Econazol,
Oxiconazol, Sulconazol
(Porter, R 2012).

Ketoconazol,
Terbinafina,
Fluconazol,
Econazol
(MSP 2012).
Fluconazol o
Itraconazol +
locion
imidazdlical y
acido borico
(Conti Diaz, |
2006)

Géneros
Microsporum,
Trichophyton y
Epidermophyton

Dermatofitosis

Ciclopirox, Clotrimazoal,
Butenafina, Terbinafina,
Miconazol, Econazol ,
Ketoconazol, Oxiconazol,
Sulconazol, Sertaconazol
Tolnaftato (Dermatofitosis),
Haloprogina, Naftifina,
Terbinafina, Undecilenato,
Amorolfina (Tinea
unguium), Ciclopirox
(Onicomicosis), Violeta de
Genciana (Tinea pedis) /
Griseofulvina, Itraconazol,
Terbinafina (Brunton 2006;
Porter, R 2012; WHO 2012).

Griseofulvina,
Terbinafina,
Ketoconazol,
Itraconazol,
Econazol, acido
undecilénicoy
sus sales (MSP
2012). También
Clotrimazol,
Miconazol,
Isoconazol (Conti
Diaz, | 2006).
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En principio, excepto tifias
del cuero cabelludo y
ungueales, el tratamiento
es topico; salvo tifias
extensas, agudas
inflamatorias o crénica de
pies (Ferrandiza 2006). En
todo otro caso se aconseja
administracién topica/oral.
Especial consideracion
merecen los casos de

compromiso inmune.

DISPONIBILIDAD DE ANTIMICOTICOS EN URUGUAY

En la consulta médica y en farmacias comunitarias, se estila orientarse con algunos
textos y documentos en linea. La siguiente lista de farmacos antimicoticos vy
medicamentos que las contienen -solos o en asociaciones- es la sugerida en:
Farmanuario 2013, Formulario Terapéutico Nacional (FTN), documentos del Ministerio
de Salud Publica (MSP), pagina del pais en documentos internacionales (OPS/OMS)
(Tabla 9).

Tabla 9. Principios activos y medicamentos antimicéticos disponibles en Uruguay. Revision 2013

Acido undecilénico y sus sales de sodio y PIECIDEX" (LABORATORIOS ANDROMACO)
zinc

Anfotericina B convencional y liposomal FUNGIZONE® (URUFARMA SA),
AMBIZOME® (GADOR SA)

Bifonazol EFA-MYCOL® (Antia Moll & Cia. SA)
Caspofungina CANCIDAS® (Compafiia Cibeles SA)
Ciclopirox o cliclopiroxolamina BATRAFEN® (Sanofi Aventis),

MICOPIROX® (Promotora Farmacéutica
SRL)

Clotrimazol CANESTEN" (Bayer SA),
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CLOTRIMAZOL CREMAR (Ivax Uruguay SA),
CLOTRIMAZOL PHS® (Pharmaservice),

MICOSEP DEO® (Promotora Farmacéutica
SRL),

DIMATEL® (Brandt Laboratorio del
Uruguay SA),

QUADRIDERM NF® (Schering Plough),

SADETAB FORTE® (Gramén-Bago del
Uruguay SA)

Econazol ECODERMAC®, NEO RB® y UNALITIC?
(Laboratorio Dérmico Farmacéutico),
MICOLIS® (Roemmers SA)

Fluconazol FLUCONAL® (URUFARMA SA),

FLUCONAZOL Icu® (Laboratorios Icu-Vita
SA),

FLUCONAZOL REGUEIRO" (Laboratorio
Regueiro Ltda.),

MUTUMR (Ivax Uruguay SA),

SISTEMIC® (Pharmos)

Griseofulvina

GRISOVIN FP 500" (Antia Moll & Cia. SA)

Isoconazol ICADEN" y SCHERIDERM® (Bayer SA)
Itraconazol ITRAC 100® (Promotora Farmacéutica SRL)
Ketoconazol ALVIN® (Sociedad Andnima Fides)

ETRUX® y VIOSOLR (Laboratorio Celsius SA)
FITONAL®R (Laboratorios Andrémaco)
KETOCONAZOL® (lvax Uruguay SA)
KETOCONAZOL LAZAR® (Lazar SA)

KETOLEF® (Higia SRL)
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MICORALEX® TRICOMAX®, KETOXEL®,
MICROSONAC® (Promotora Farmacéutica
SRL)

NIZORAL®, TRIATOP UD® (Johnson &
Johnson)

CLINFOL DUOR (Laboratorio Nolver SA)

EFADERM K y KG® (Antia Moll & Cia SA)

Miconazol

DAKTARIN® (Johnson & Johnson),

GINPLUS® (Brandt Laboratorio del Uruguay
SA),

MACRIL® (Laboratorios Andrémaco )

Nistatina

MICOSTATIN® (Urufarma-Bristol Myers
Squibb),

FLAGYSTATIN® (Sanofi Aventis),

KENACOMB® (Urufarma-Bristol Myers
Squibb),

TIAXAL® (Gramon-Bagé del Uruguay SA)

Terbinafina

LAMISIL® (Novartis uruguaya/Gramon-
Bago del Uruguay SA),

TERBIMAX® (Sociedad Andnima Fides),
TERFENAMR (lvax Uruguay SA),
TERFIN® (URUFARMA SA),

TERFIREN® (Farmamedis/EBROMAR),

UNEX® (Antia Moll y Cia. SA)
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CAPITULO 3
LA BUSQUEDA DE NUEVOS ANTIFUNGICOS:

ESTRATEGIAS Y OBJETIVOS
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3.1. JUSTIFICACION DE LA BUSQUEDA DE NUEVOS ANTIFUNGICOS

Las limitaciones de la quimioterapia antifungica conocida, el desarrollo de resistencia y
la predominancia de diferentes agentes etioldgicos en el panorama actual de las
infecciones fungicas, justifican la busqueda de nuevos antifungicos (Pauw 2000; Gupta
A 2003; Rai M 2003; Spainhour 2005; Kauffman 2006; Sangamwar A 2008; Carlson 2010;
Denning 2012).

Estrategias de busqueda que se argumentan a continuacion:
- Enlaeleccion de muestras
Palabras clave: Plantae, Etnobotdnica, Biodiversidad
- Enla metodologia

Palabras clave: Busqueda sistemdtica

3.2. LA BUSQUEDA EN PRODUCTOS NATURALES

Plantas, organismos terrestres y marinos y microorganismos producen metabolitos
secundarios bioactivos por razones de defensa, comunicacidén, competencia o stress; sus
variadas estructuras o sus andlogos de sintesis o semisintesis dieron lugar a antifungicos
de gran importancia terapéutica, entre ellos por ejemplo polienos y equinocandinas
(Dewick 2002; Wilson R 2006; Newman D 2007; Wetzel S 2010; Vengurlekar S 2012).

En la busqueda de nuevos antifungicos, la investigacién en productos naturales posee
dos fortalezas:

- en el caso particular de los farmacos antimicrobianos (antifungicos, antibacterianos,
antivirales, antiparasitarios) ha constituido su origen principal (Tietze L 2003; Newman D
2007). La revisiéon de Newman y Cragg correspondiente a 230 drogas antiinfecciosas
para el periodo enero 1981- junio 2006 muestra 29 antifungicos distribuidos en 22
drogas sintéticas -19 de las cuales estan relacionadas (azoles)- y el resto son productos
naturales o sus derivados o drogas miméticas de estructuras muy diversas. A este
importante aporte quimico estructural cabe agregar el conocimiento de la biologia
fungica, el relacionamiento de los distintos sistemas bioldgicos por utilizacion de
organismos genéticamente modificados y la quimica combinatoria, que constituyen
avances en otras direcciones.
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- el universo de muestras de origen natural se encuentra apenas explorado dada la gran
diversidad de organismos y compuestos (FAO 2008). En el caso particular de las especies
vegetales, se presume que menos del 20% poseen informaciéon quimica o bioldgica
registrada en bases de datos cientificas (Sati S 2011).

Esta aproximacién para la investigacion involucra metabolitos secundarios de plantas
que se aislan en cantidades muy pequefias que ademas varian con la ubicacidn
geografica, suelo, factores climdaticos, momento de colecta, sanidad vegetal y parte de
planta utilizada (Dewick 2002; Rai M 2003; WHO 2007; Alonso Paz E 2009; Barroso 2009;
Derita M 2009; Wetzel S 2010). La pérdida acelerada de biodiversidad debido a practicas
agricolas intensivas e introduccidon de especies invasivas constituye un problema, se
reduce rapidamente el drea de bosques naturales aunque existen loables esfuerzos de
conservacion como la proteccion de areas y la formacidn de consorcios y organizaciones
internacionales para la preservacién (SNAP 2012; UICN 2012). Se ha demostrado que las
plantas poseen varios grupos de compuestos con capacidad antifungica que pueden ser
utiles para el desarrollo de nuevos farmacos, por lo que la pérdida de biodiversidad es la
pérdida de oportunidades de investigacion farmacéutica. También los extractos
vegetales o aceites esenciales pueden utilizarse como materia prima en la fabricacion de
fitoterapicos, con menor costo y menor tiempo de desarrollo para su colocacién en
mercado (Bidlack W 2000; Sharapin 2000; Rai M 2003; Comisidn Social Consultiva 2004;
Mesa A 2004; FUNDAQUIM 2005; Gurib-Fakim 2006; Aladesanmi 2007; Hussain K 2009;
ANVISA 2012). Puede resultar dificil el abordaje industrial de la sintesis total de un
compuesto de origen natural en caso de estructuras complejas (Avendaiio 2001). Todos
estos argumentos hacen necesario todo esfuerzo insitucional y comunitario a favor de la
preservacion.

En la literatura cientifica hay revisiones que organizan informacidén de compuestos de
origen vegetal con actividad antiflingica, generalmente por grupos de compuestos
fitoquimicos. En particular el articulo de Boulogne y colaboradores (Boulogne 2012)
analiza resultados de investigacién en 1064 plantas de todo el mundo desde 1923 a
2010, resultando 284 compuestos antifungicos distribuidos en 11 grupos de los que
resultan citados habitualmente: compuestos fendlicos (47%), terpenoides (29%) vy
alcaloides (11%); cabe aclarar que existié cierta preferencia de la comunidad cientifica
respecto al estudio de las familias Fabaceae y Lamiaceae y por la hidrodestilacion como
método de extraccion, potenciando algunos grupos de compuestos sobre otros en el
estudio y sesgando la distribucion.

Los compuestos fendlicos o polifendlicos pueden interaccionar con sulfhidrilos o formar
enlaces de hidrégeno inactivando enzimas de varias vias, poseen otros mecanismos de
accion inespecificos -reacciones radicalarias y formacién de complejos- por ello
presentan un amplio espectro de propiedades bioactivas; se informé en gran nimero de
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articulos acerca de la actividad antifungica de acidos fendlicos, catequinas, flavonoides,
cumarinas, quinonas y taninos (Zacchino 1999; Lépez 2006; Lozhkin 2006; Kurdelas
2010). También se informod actividad antifingica de carbazoles, lignanos y neolignanos,
acidos grasos insaturados, terpenos y terpenoides, saponinas, proteinas y alcaloides (Rai
2003; sunthitikawinsakul 2003; Newman 2007; Saleem 2010; Sortino 2012; Svetaz, L.
2013).

En Facultad de Quimica (UdelaR) la linea de investigacidon de actividad antifungica en
plantas que fuera iniciada en la década del '70, con énfasis en alcaloides y glicésidos,
aun continda (Moyna 1975; Salvador 1989; Davyt 1991; Gonzalez, A 1993; Pasqual 1993;
Serafini 1994; Alonso Paz 1995; Garcia 1996; Olano 1996; Soubes 1997; Vazquez 2007;
Barneche 2010).

3.2.1. SELECCION DE ESPECIES VEGETALES

La seleccidon de especies vegetales a ser colectada para preparar una biblioteca de
extractos vegetales con mayor probabilidad de aciertos en la propiedad buscada, puede
realizarse por relaciones taxondmicas, zoofarmacognosia, informacién etnobotanica,
etnofarmacoldgica o ecoldégica o puede colectarse al azar. El criterio de seleccidon
etnobotanico ha sido el mas eficaz segin numerosos antecedentes bibliograficos
(Verpoorte 2006; Heinrich 2009; Mc Clatcheya 2009; Shelley 2009; Svetaz 2010). Existe
profusa literatura regional (Argentina, Brasil, Paraguay, Bolivia) para elaborar una base
de datos de especies utiles en la medicina popular, de aplicacién particular en casos de
infecciones, quemaduras, heridas, picaduras o mordeduras, picazén, manchas o lavados,
para hacer mas eficiente el hallazgo de antimicrobianos. La curacién por plantas forma
parte del modus vivendi de pueblos de todas las culturas, del nivel primario de salud de
los sistemas nacionales y para algunas personas o comunidades es la Unica solucion
frente al problema sanitario (WHO 2002; Gurib-Fakim 2006; La Torre-Cuadros 2006; FAO
2008); por ello es tan importante realizar una devolucion de resultados de
investigaciones cientificas que confirme o descarte su utilizacion (WHO 2000; Calixto
2005; Kartal 2007; Hussain K 2009; Chifa 2011).
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3.2.2. ELECCION DE LA ZONA DE ESTUDIO

La eleccion de la zona de estudio se relaciona con la base de datos anterior y estudios de
biodiversidad. El monte nativo posee el 4% de la cobertura vegetal de la Republica
Oriental del Uruguay (Nebel 2004). Los vinculos floristicos sudamericanos y la ubicacién
confluente del pais, tema de revisidén por reconocidos autores, proponen una gran
diversidad floristica en relacién al area territorial y en relacidn al resto de la Provincia
Pampeana (Gonzadlez M 1937; Chebataroff 1960; Lombardo 1964; Legrand 1968;

Lombardo 1969; Cabrera A 1973; Grela | 2007; Cracco, Tagliani et al. 2007). Figura 1.
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Figura 1. Provincias fitogeograficas de América del Sur meridional segin Cabrera & Willinks, 1973. Uruguay recibe
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En Uruguay, las especies arbdreas y arbustivas se distribuyen en diferentes formaciones
boscosas ligadas a la topografia: bosques asociados a cursos de agua (bosques de galeria
y bosques ralos del Litoral), bosques asociados a serranias (bosques de cerros, sierras y
asperezas, bosques de quebrada y bosques de mares de piedra), bosques asociados a
arenales y dunas costeras del Litoral Sur (bosques psamofilos y matorrales espinosos
psamofilos)(Carrere 1990; Alonso Paz 2002).

La vegetacion que acompana los cursos de agua se estructura segln el gradiente hidrico,
con estrato herbaceo conformado por gramineas, hierbas, helechos, pequefios arbustos
y plantulas, estrato alto integrado por arboles con individuos de hasta 20 m,
enredaderas y epifitas (Grela | 2007). El bosque ribereio e islefio del rio Uruguay y sus
afluentes presenta 70 especies arbdreas y 57 especies arbustivas, constituyendo el 50%
del total de estas especies en el territorio nacional, y 78 especies de enredaderas que
constituyen el 80% del total de especies de enredaderas (Grela 2004).

De acuerdo a las estrategias mencionadas, para el universo de nuestras se opta por una
biblioteca de extractos vegetales obtenidos a partir de especies nativas de bosque
galeria sobre el rio Uruguay y sus afluentes, con reportes etnobotdnicos asociados a su
posible utilizacidon contra infecciones.

3.3. METODOLOGIA PARA EL CRIBAJE DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

3.3.1. ENSAYOS A NIVEL DE MODELOS CELULARES

Acerca de la metodologia a emplear para el cribaje de los extractos vegetales por su
bioactividad, existe consenso entre los autores respecto a las caracteristicas generales
deseables para su realizacion: alto rendimiento, que requiera pequefias cantidades de
muestras, técnicamente sencillo, econdmico, sin ambigliedades en sus resultados, lo
suficientemente sensible para no perder potenciales positivos (Albuquerque 2006;
Sangamwar 2008). Independientemente de estas caracteristicas deseables, coexisten
dos aproximaciones para la busqueda de nuevas drogas a partir de plantas: el enfoque
reduccionista —un compuesto para un target- y el enfoque holistico en el que una
medicina tradicional se estudia en un sistema in vivo. En este ultimo caso puede darse,
por ejemplo, que varios compuestos de un extracto vegetal presenten efectos aditivos o
sinérgicos, que el extracto vegetal presente prodrogas, o también que se afecte la
solubilidad por interaccién entre los compuestos en el metaboloma (Verpoorte 2006),
constituyendo ventajas respecto al enfoque reduccionista.
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En particular para ensayar la capacidad antifungica en el sistema bioldgico fungico, no
existe el mismo nivel de confort respecto a ensayos antibacterianos largamente
probados, hay mayor dificultad para estandarizar métodos de investigacion en el caso
de hongos; asi lo prueban las fechas mds recientes de sus documentos internacionales:
la investigacién en hongos estd retrasada. Por ejemplo, los protocolos para hongos
levaduriformes no aplican para hongos filamentosos, incluso los ensayos para Candida
albicans pueden no ser apropiados para Cryptococcus neoformans siendo ambos
levaduras (Ernst 2005). Aln asi, es posible elegir ensayos a nivel de modelos celulares
(agentes etioldgicos) o subcelulares (enzimas, receptores, transportadores, canales
iénicos, etc.) para planificar la investigaciéon. En ciertos casos el target o diana subcelular
no se conoce; en otros se ha resuelto el mecanismo a partir del trabajo a nivel celular,
conocimiento igualmente Util pero ya en la etapa posterior de optimizacién (Terstappen
2007).

La eleccion por ensayos a nivel de modelos celulares con el propdsito de hallar
antifingicos, presenta las siguientes ventajas y desventajas (Albuguerque 2006; Scatton
2009).

Por una parte:

- La investigacion en modelos celulares sigue el sentido en que avanza el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, es decir hacia sistemas de mayor
complejidad.

- Se da la posibilidad de que exista multiplicidad y convergencia de modos de
accion.

- Las técnicas se amplian: los estudios pueden ser bioquimicos, fisioldgicos,
morfoldgicos u otros; brindando comodidad a los investigadores.

- Cuando se trata de muestras complejas como las originadas en productos
naturales, es mas dificil alcanzar el status de validacion para ensayos
subcelulares; autores descartan con este argumento la opcidon de ensayos
enzimaticos como orientadores de una bioprospeccién (Albuquerque 2006).

Por otra parte:
- Cuando se trabaja con modelos celulares existen barreras bioldgicas que pueden
dificultar o impedir el arribo al sitio de accién.
- No adelanta informacion de mecanismos de accién.
- Se pierden compuestos débilmente activos en el pool de compuestos del
extracto vegetal.
- Es dificil de automatizar.
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La metodologia debe atender ciertos requisitos indispensables:

- utilizar cepas fungicas perfectamente identificadas y sensibles, si es posible de
colecciones internacionales,

- utilizar un panel de hongos para investigar selectividad,

- utilizar ensayos estandarizados logrando mayor eficacia y haciendo reproducible la
adquisicion de datos,

- preparar las muestras en forma adecuada es indispensable por la misma razén
anterior,

- incluir controles positivos y negativos.

3.3.2. POSIBLES METODOS DE BUSQUEDA DE ANTIFUNGICOS A NIVEL CELULAR

La metodologia que habitualmente se utiliza en la investigacion de antimicrobianos a
nivel de modelos celulares puede agruparse en: ensayos bioautograficos, ensayos de
dilucion o microdilucién y ensayos de difusion en agar. Se trata el tema en forma
exhaustiva en textos de microbiologia, a continuacidon un breve resumen comparativo a
modo de presentacién. Existen métodos que requieren equipo especial -
espectrofotométricos y de citometria de flujo- y dispositivos comerciales de facil
utilizacién -E-test y test colorimétrico, por ejemplo- que no seran considerados por sus
costos.

Bioautografia en capa de agar

Base del método: Sobre el cromatograma de una o varias muestras se deposita medio

de cultivo inoculado, se incuba en las condiciones y tiempo requeridos por el
microorganismo y se observan halos de inhibicidn directamente o por tincidn. Figura 2.

Figura 2. Bioautografia de fracciones de extracto
vegetal de Eugenia repanda O. Berg con medio de
cultivo PDA inoculado con Candida albicans ATCC
10231; tincion con INT
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Caracteristicas: Limitado a microorganismos que pueden crecer facilmente sobre placas
cromatograficas. Es importante la remociéon de residuos de solventes que pueden
impedir el crecimiento microbiano. El material necesario es minimo. Gran sensibilidad
(Rahalison 1994). No es cuantitativo.

Microdilucion

Base del método: Gradiente de concentracién de una o varias muestras se diluye en

caldo de cultivo inoculado en placa estéril de 96 pocillos, se incuba en las condiciones y

tiempo requeridos por el microorganismo. Se detecta crecimiento e inhibicion y ambos
se relacionan con las respectivas concentraciones. Figura 3.

Figura 3. Ensayo de citotoxicidad por Microdilucion y
tincién con MTT, para fibroblastos normales de piel
FF287. Cada fila de la microplaca tiene un extracto
vegetal distinto, en gradiente de concentracidn

Caracteristicas: Problemas de solubilidad pueden interferir en la lectura. El tamaio del
inéculo debe ser medido cuidadosamente para que el método sea reproducible, una
pequefia diferencia produce lecturas muy distintas. La deteccién puede ser visual y
existen varios indicadores posibles (Hadacek 2000); si se dispone de equipo adecuado
puede relacionarse la concentracion de muestra y el porcentaje de inhibicién en cada
pocillo. La interpretacion debe ser cuidadosa considerando que en el caso de hongos se
admiten como positivos porcentajes menores al 100% de inhibiciéon (Ghannoum 2004).
Con un sencillo paso mas en la técnica puede conocerse si la actividad fue biostdtica o
biocida (Cos P 2006). Se ha limitado su utilizacién a hongos no dimorficos (Ernst 2005).
Cuantitativo. Se encuentra estandarizado para la mayoria de los hongos levaduriformes
y filamentosos (CLSI 2008; CLSI 2008; EUCAST 2008; EUCAST 2008).
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Difusion en agar

Base del método: Reservorios conteniendo muestras en concentracidon conocida se

ponen en contacto con el medio de cultivo inoculado dispuesto en una placa de Petri, se
incuba en las condiciones y tiempo requeridos por el microorganismo, se mide el
didmetro del halo de inhibicion. Figura 4.

—
Figura 4. Difusion en agar Sabouraud de
antifungicos comerciales y DMSO 1%
como control negativo, utilizando
cilindros; crecimiento de esporas de
Aspergillus niger ATCC 2601

Caracteristicas: Existen diferentes reservorios posibles: discos, cilindros o pozos en el
agar. Es critico el problema de difusién que puede presentar cada sistema. Es el método
menos conveniente en caso de muestras no polares (Hadacek 2000). Requiere pequeiias
cantidades y puede compararse varias muestras en una misma placa (Cos P 2006). El
crecimiento en agar tiene la ventaja de mantener el hongo aislado de sus propios
metabolitos, a veces téxicos, que enrarecen el caldo de cultivo en el método de dilucion
(Hadacek 2000). Cuantitativo. Se encuentra estandarizado para levaduras y hongos
filamentosos no dermatofiticos (CLSI 2009; CLSI 2010).

El rol del ensayo -pre screening, screening, monitoreo, test secundario- incide en su
eleccidn (Vlietinck 2001). Para realizar una seleccion de ensayos de actividad antifungica
de extractos vegetales que posibilite el cribaje planteado, se tiene en cuenta que: un
primer ensayo deberia descartar rapidamente aquellas muestras que no poseen
actividad antifungica, un segundo ensayo deberia confirmar la eficacia de las muestras
gue han superado la etapa anterior proveyendo resultados cuantitativos, a posteriori
otros ensayos deberian brindar informacién acerca de modos de accién y mecanismos.
La eleccion de cierta bateria de ensayos entre otras, incidira en el resultado del tamizaje
de extractos vegetales y como consecuencia en los candidatos que resulten
prometedores (Keser(i 2009).
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La actividad antifungica que presenten las muestras debe discriminarse de una actividad
citotéxica no especifica. Se aconseja la inclusién de una evaluacién de citotoxicidad en
lineas celulares del huesped, es un criterio importante para determinar selectividad. Si
no fuera posible, por lo menos debe ensayarse bioactividad en microorganismos no
relacionados -bacterias, parasitos o virus- en forma paralela (Maes 2004; Albuquerque
2006).
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3.4. OBJETIVOS

De acuerdo a las estrategias generales mencionadas, se establecen los siguientes
objetivos para el presente trabajo de investigacion:

3.4.1. OBJETIVO GENERAL DEL PRESENTE TRABAJO

Busqueda de extractos vegetales de especies del monte nativo uruguayo con actividad
antifingica contra hongos patégenos humanos que afectan a la poblacién en la
actualidad.

3.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Contribuir al conocimiento cientifico de la biodiversidad y posibilidades de

aprovechamiento farmacéutico del monte riberefio del rio Uruguay y sus afluentes.

- Colectar plantas e identificarlas.

- Acondicionarlas y preparar sus extractos vegetales para realizar un estudio
bioprospectivo.

- Aplicar un set de ensayos sencillos, rapidos y de bajo costo que permitan el cribaje de
los extractos vegetales con capacidad antifungica.

- Completar la informacion de los extractos vegetales de interés mediante la realizacién
de ensayos de citotoxicidad.

- Completar la informacion de los extractos vegetales de interés mediante la realizacién
de ensayos fitoquimicos.

79



CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS
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A continuacidon se describe Materiales y Métodos empleados para el tamizaje de
extractos vegetales de plantas colectadas en el bosque galeria sobre el rio Uruguay y sus
afluentes, los ensayos microbioldgicos, citotoxicoldgicos y fitoquimicos realizados.

4. 1. MATERIALES

4.1.1. MATERIAL VEGETAL

Areas de estudio y fechas de colectas

La colecta de plantas fue realizada en dos zonas del Departamento de Paysandu (ROU):

AREA 1 - Diferentes locaciones en areas linderas al Rio Uruguay entre la desembocadura
del arroyo Chapicuy vy el rio Guaviyu y zona de canteras aledanas. Referencia: Estancia
“Los Olivos”, Paraje Las Barrancas. Fechas: 6-8 de Abril y 1-2 de Diciembre de 2006.

AREA 2 — Entre la confluencia de los rios Queguay Grande y Queguay Chico vy la
desembocadura del rio Queguay en el rio Uruguay. Referencia: Paso de ganado “Andrés
Pérez”. Fechas: 29-30 de Marzo de 2008 y 13-15 de Febrero de 2009.

Imroury TI0ID Teradlasia, Wom ats 32013 Dasghe. IraaTezibtern SAL- Lt n Soogr U

Figura 5. Sitios de colecta en el Departamento de Paysandu (ROU)
Area 1 en el punto Ay Area 2 entre puntos By C
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Seleccion de especies vegetales

Las plantas colectadas fueron seleccionadas de acuerdo a informacidn etnoboténica que
relacionara sus especies con el tratamiento de infecciones, heridas o quemaduras
(Goyeneche 1906; Copetti 1918; Lombardo 1928; Lombardo 1937; Arrillaga de Maffei
1969; Cabrera 1978; Ratera 1980; Toursarkissian 1980; Jozami 1983; Gupta 1995;
Arrillaga de Maffei 1997; Lahitte 1998; Piastri 1998; Alonso 2005; Alonso Paz 2009; Chifa
2011).

En algunos casos se colectaron plantas de especies relacionadas taxonédmicamente entre
si 0 abundantes en el area. Con este fin, se trazaron transectas perpendiculares al cauce
principal del rio Uruguay, que abarcaron toda la profundidad del monte riberefio hasta
la zona de transicién y herbacea posterior. Se tomaron puntos cada 20 m sobre las
transectas y fueron relevados todos los individuos en un radio de 4 m. Los ejemplares
fueron identificados y su circunferencia fue medida a una altura de 1,20 m del suelo.

Todas las plantas fueron identificadas por el Lic. Federico Haretche y un voucher
specimen de cada ejemplar fue depositado en el Herbarium del Museo y Jardin Botdnico
“Prof. Atilio Lombardo” (MVIB) de la ciudad de Montevideo.

Acondicionamiento y preparacion de extractos vegetales

Hojas o partes aéreas de cada planta, en algunos casos corteza (C) o frutos (F) si se
especifica, fueron secados en oscuridad a temperatura ambiente sin ventilacion. Se
realizé una molienda gruesa del material vegetal con molino de martillos.

Cada extracto vegetal se obtuvo a partir de 10 g de material vegetal molido y 100 mL de
solvente mediante maceracidon en frio 48 horas, filtracién y reposicion del solvente,
unificaciéon de extracciones y concentracién a vacio en rotoevaporador (IKA HB 05.06
CN) a temperatura menor a 40°C. Concentracién final aproximada: 1mg/mL. Los
solventes utilizados con el fin de extraer compuestos de distinta polaridad fueron:
disolvente 1 diclorometano (HPLC, JTBaker), disolvente 2 acetona (ppa, Dorwil) y
disolvente 3 etanol/agua 70:30 a partir de etanol 95° (ANCAP) bidestilado.
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4.1.2. MATERIAL DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS

Cepas fungicas y Lineas Celulares

Los ensayos de capacidad antifungica fueron realizados con las siguientes cepas
fungicas:

Ca : Candida albicans ATCC 10231, Ct: Candida tropicalis C131, Sc: Saccharomyces
cerevisiae ATCC 9763, Cn: Cryptococcus neoformans ATCC 32264, Afu : Aspergillus
fumigatus ATCC 26934, Afl: Aspergillus flavus ATCC 9170, An: Aspergillus niger ATCC
2601 y ATCC 9029, Tr: Trichophyton rubrum C 113 y ATCC 28188, Tm: Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9972, Mg: Microsporum gypseum C 115, Nc : Neurospora crassa
ATCC 9279.

Los ensayos de citotoxicidad fueron realizados con cultivos primarios de lineas celulares
normales aisladas de tejido humano: fibroblastos de piel FF287 donados por el
Departamento de Biologia Molecular del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas
(CNIO), Madrid, Espafia, y queratinocitos KP#9 de prepucio de paciente del Hospital
Universitdrio de Sdo Paulo, Universidade de Sdo Paulo (USP), Sdo Paulo, Brasil. Ambas
lineas celulares fueron mantenidas en el Banco de Células del Laboratério de Patologia,
Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo (USP), Sdo Paulo, Brasil.

Antiflngicos

Los antifungicos utilizados en los ensayos microbioldgicos fueron: Anfotericina B,
Ketoconazol, Terbinafina (hidrocloruro) y Griseofulvina (Sigma-Aldrich), Caspofungina
(acetato) (Merck).

Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron: Potatoe Dextrose Agar (PDA) (Difco), Agar
Sabouraud (Difco), Caldo Sabouraud (Difco), Peptona (Difco), Extracto de levadura
(Merck), Sacarosa (Merck), Agar (Merck), Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
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con 50 U/mL de penicilina y 50 pug/mL de estreptomicina (Gibco), Medio de crecimiento
de queratinocitos (KGM) (Clonetics).

Colorantes, solventes, complementos

Los colorantes utilizados cuando la tincién resultd necesaria fueron: cloruro de p-
iodonitrotetrazolium (INT Violet) (Fluka), cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolium (TTZ)
(Sigma-Aldrich), bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolium (MTT)
(Sigma-Aldrich).

También fueron utilizados: Dimetilsulféxido (DMSO) (ppa, JTBaker), alcohol isopropilico
(ppa, JTBaker), Tween 80 (DIU), Tripsina 0,1% en PBS-1mM EDTA (ICN Pharmaceuticals
Inc), Buffer Fosfato Salino (PBS) (Gibco), Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco), penicilina-
estreptomicina (Gibco), carbon de 2-12 um de tamafio de particula (Sigma-Aldrich).

Otros: Placas cromatograficas de silica gel 60 (Merck). Microplacas de 96 pocillos
(Corning/Costar). Camara de Neubauer MARIENFELD 06 101. Pipetas automaticas.
Material de uso general en laboratorio microbioldgico.

Microscopios y Lector de Placas

Microscopios: OLIMPUS CX22 y CELESTRON 44340. Lector de Placas BIOTEK Synergy
HT/software Gen5.

4.1.3. MATERIAL DE ENSAYOS FITOQUIMICOS

Fueron utilizados los siguientes solventes y productos quimicos:

- acetona (ppa, Dorwil), metanol (HPLC, JTBaker), acetato de etilo (HPLC, JTBaker),
diclorometano (HPLC, JTBaker),

- 4cido acético glacial 98% (ppa, Synth), acido clorhidrico 98% (ppa, Synth), acido férmico
85% (ppa, REAGEN), acido ortofosférico 85% (ppa, Synth), acido sulfurico 98% (ppa,
Sicarelli), acido 3,5-dinitrobenzoico (Sigma-Aldrich), acido tartdrico (Sigma-Aldrich),
hidroxido de amonio (téc, BIOPACK), hidréxido de sodio (DIU),
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- cloruro de sodio (DIU), cloruro férrico (VETEC), ioduro de potasio (DIU), nitrato de
bismuto (Merck), sulfato cuprico (Drogueria Paysandu), anilina (Synth), difenilamina
(Merck), Fast Blue salt B (Fluka), gelatina (Fleischmann), vainillina (Merck).

Se prepard reactivos reveladores cromatograficos: sulfato cuprico en medio fosférico,
vainillina en medio sulfurico, Revelador Dragendorff de Munier, Revelador Fast Blue,
Revelador de Kedde, Revelador de azucares reductores (Merck 1976; Wagner 1984).

La Cromatografia en Capa Delgada (CCD) fue realizada en placas de silicagel 60 Fysq4
(Merck).
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4.2. ENSAYOS MICROBIOLOGICOS

Los ensayos microbioldgicos utilizados para estudiar actividad antifingica y citotoxicidad
de los extractos vegetales, se aplicaron sobre los extractos vegetales preparados segun
la descripcidn de la Seccién 4.1.1.

4.2.1. BIDAUTOGRAFIA EN CAPA DE AGAR (AGAR OVERLAY)

Determinaciéon de la actividad antifungica por Bioautografia en Capa de Agar de
Candida albicans

- Las muestras de extractos vegetales fueron sembradas en banda en placa de silica gel
en disposicion circular, dejando el centro para sembrar los controles: solventes de las
muestras (C-) y Ketoconazol (C+). Se dejé ventilar 24 h fuera del laboratorio para
eliminar residuos de solventes.

Al dia siguiente:

- Se preparé un indculo de Candida albicans ATCC 10231 a partir de cultivo fresco (24 h)
y tween 80 0,05%. La concentracién se ajustd al tubo N°3 de la escala McFarland,
correspondiente a 108 ufc/mL de acuerdo al tamafio promedio de la levadura (Sutton
2006).

- Se inoculdé Agar Sabouraud 1:100 v/v. En placa de Petri el agar inoculado se depositd
sobre la placa de silica gel conteniendo las muestras, de manera que formd una capa
delgada (1 mm) al solidificar. Se incubd en cdmara humeda en estufa a 28°C durante 24
h. Se tifid con INT 0,2% (Saxena 1995), se colocd en estufa 30 minutos para su revelado.

Toda la placa se coloreé en tono rosa-violeta salvo C+ y los extractos vegetales que
inhiben el crecimiento del hongo.

Interpretacidn de resultados: El ensayo se considerd positivo si se observé halo claro.
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Determinacion de la actividad antifiungica por Bioautografia en Capa de Agar de
hongos filamentosos

La Bioautografia en Capa de Agar de hongos filamentosos se realizé en forma similar a la
Bioautografia en capa de agar de Candida albicans, con las siguientes modificaciones:

- Las placas circulares para sembrar muestras fueron esterilizadas por radiacion UV 30
min para evitar contaminacion ambiental.

- Se prepard un indculo de Aspergillus niger ATCC 2601 a partir de cultivo fresco con
tween 80 0,05%. La concentracion de la suspensién fungica fue 10° esp/mL.

- Se incubd 48 h en cdmara humeda a a 28°C.
- No se realizé tincion.

Interpretacion de resultados: El ensayo se considerd positivo si se produjo halo de

inhibicién visible.

Desarrollo de un método para la determinacidon rapida de la concentracion de
suspensiones de esporas de Aspergillus niger: McFarland revisitado.

El conteo de esporas en camara de Neubauer resulta lento y tedioso. Con el propésito
de hacer rapida y sencilla la determinaciéon de la concentracién de suspensiones de
Aspergillus niger en bioautografias, se disefidé una extensidn de la escala McFarland.

Con tal fin se prepard una escala de suspensiones seriadas de carbén -tamano de
particula correspondiente al tamafio de esporas de Aspergillus niger en mdxima
actividad de agua (10 um)- en una solucidn de tensoactivo no idnico para evitar
conglomerados (Sutton 2006). La escala confeccionada con 10 tubos de rosca fue
esterilizada y utilizada por simple observacién contra luz, en forma similar a la escala de
suspensiones de sulfato de bario propuesta por Joseph McFarland en Philadelphia en
1907 para suspensiones bacterianas (McFarland 1907).

1) Esporas de Aspergillus niger fueron suspendidas en tween 80 0,05%, contadas en

camara de Neubauer y su transmitancia fue medida en Espectrofotémetro 50A-
CECIL a una longitud de onda de 590 nm. De igual forma se procedié con masas
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crecientes de carbdn de 2-12 pm de diametro de particula. Los recuentos se

realizaron por triplicado. Los resultados fueron correlacionados.

2) Para la construccidon de la escala Black McFarland fueron necesarios 68 g de
carbon de 2-12 um y 100 mL de tween 80 0,05%. Se prepard 50,0 mL de una
suspension stock de concentracion 1,360 mg/mL y se practicaron las siguientes
diluciones (Tabla 10):

Tabla 10. Preparacion de la escala Black Mc Farland

ENTRADA | SUSPENSION |  Viyspension V tween Viotal ROTULO
(ML) (ML) (ML) TUBO N°
1 Stock 10,0 0 10,0 20
2 Stock 9,0 1,0 10,0 18
3 Stock 14,0 4,0 18,0 15
4 Stock 6,0 4,0 10,0 12
5 Stock 10,0 10,0 20,0 10
6 Tubo 15 5,0 5,0 10,0 8
7 Tubo 10 10,0 10,0 20,0 5
8 Tubo 5 3,0 6,0 9,0 2
9 Tubo 5 1,0 9,0 10,0 1
10 Tubo 1 1,0 9,0 10,0 0,5

3) Tubos con suspensiones problema de Aspergillus niger en tween 80 0,05% de

concentracién 3x10° esp/mL, 2x10° esp/mL vy 4x10° esp/mL, fueron comparados

con los tubos de la escala de carbén en tween 80 0,05% por 10 observadores.
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4.2.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MiNIMA (CIM) POR
MICRODILUCION

Preparacion
- El caldo Sabouraud se prepard al doble de concentracién (2xSabouraud).

- Los extractos vegetales se prepararon en soluciones stock de 50 mg/mL en DMSO 1%,
se filtraron (0,22 um) y se llevaron a 2 mg/mL con caldo 2xSabouraud para los pocillos
de primera fila de microplacas.

- De igual forma se procedié con los antifungicos utilizados como controles, Anfotericina
B y ketoconazol. Sus soluciones stock (12,5 mg/mL) en DMSO 1% (Zacchino 2007) se
diluyeron a 0,5 mg/mL con caldo 2xSabouraud para los pocillos de primera fila de
microplacas.

- A partir de cultivos frescos se prepardé una suspension de cada hongo en tween 80
0,05% :

Para levaduras:

A partir de cultivos frescos se prepard una suspension inicial de cada levadura en tween
80 0,05% de concentracion 1-5x10° ufc/mL por aproximacion a Tubo 5 de la escala
McFarland y recuento posterior en cdmara de Neubauer. Se prepard una suspensién de

5x10* ufc/mL para el trabajo en microplacas.

Para hongos filamentosos:

La solucién de tween se volcé en cada placa en que crecia la cepa a utilizar y se movid en
forma circular suavemente, de modo de desprender esporas y evitar desprendimientos
de micelio. Se prepar6 suspensiones de 1-5x10° esp/mL por turbidez equivalente al Tubo
2 de la escala Black McFarland con recuento posterior en camara de Neubauer. Se
prepard una suspensién de 5x10* esp/mL para el trabajo en microplacas.

Procedimiento

Se utilizd una microplaca para cada cepa fungica.

Se reservd la Ultima fila de la microplaca para los siguientes controles:
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Cring - control de crecimiento fungico, que consisti6 en caldo 2xSabouraud
inoculado y agua destilada estéril, para verificar crecimiento fungico en ausencia
de inhibidores.

Cext - control de cada extracto vegetal, que consistid en soluciones de los
extractos vegetales (2 mg/mL) con caldo 2xSabouraud no inoculado, en los que
no deberia observarse crecimiento por microorganismos endo y/o perifiticos.

Cest - control de esterilidad del caldo de cultivo, que consistié en caldo
2xSabouraud y agua destilada estéril, en el que no deberia observarse
crecimiento.

Todas las soluciones y suspensiones indicadas se distribuyeron en cada microplaca en
etapas, siempre en volumen de 100 uL en cada agregado, como se indica en la Figura 5.

Se procedidé a incubar todas las placas en cdmara humeda en estufa a 28°C, 24 h para
Candida spp. y Saccharomyces cerevisiae, 48 h para Aspergillus spp., 72 h para
Cryptococcus neoformans y una semana para dermatofitos.

En primer lugar se constaté crecimiento en el control Cgng Y No crecimiento en los
controles Co ¥ Cesy; €n segundo lugar, para cada serie de concentraciones de un
antifungico o un extracto problema se observé cudl fue el pocillo de menor
concentracion en el que se visualizé 100% de inhibicidn fungica.

Interpretacion de resultados: La Concentracion Inhibitoria Minima (CIMyg) de un

extracto vegetal frente a la cepa ensayada se tomd como minima concentracion del
mismo que produjo completa inhibicidn de crecimiento fungico. NOTA: En el caso de
ensayos fungicos podria trabajarse con CIMsg y CIMgo.

(CLSI 2008; CLSI 2008)
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Ket

Ket

Ext A

Ext A

Ext B

PRIMERA ETAPA: soluciones de antifungicos, extractos vegetales y agua destilada estéril.
AnfB | AnfB

Ext B

ExtC | ExtC | ExtD

Ext D

agua

agua

agua

agua

Ext A

Ext A

Ext B

Ext B

ExtC | ExtC | Ext D

AnfB

AnfB

Ket

Ket

Ext A

SEGUNDA ETAPA: caldo 2xSabouraud no inoculado

Ext D

Ext A

Ext B

Ext B

ExtC | ExtC | ExtD

Ext D

agua

agua Cest

Cest

C Ext A

CExtA

CExtB C

Ext B C

Ext C C Ext C

CExtD CExtD

TERCERA ETAPA: Caldo 2xSabouraud inoculado

en los pocillos restantes
AnfB | AnfB | Ket Ket Ext A | ExXtA | ExtB | ExtB | ExtC | ExtC | ExtD | ExtD
CfL’mg CfL’mg Cest Cest C Ext A C Ext A C Ext B C Ext B C Ext C C Ext C C Ext D C Ext D

CUARTA ETAPA: Dilucién al medio, 12 a 72 fila.

MICROPLACA FINAL Suspensién flngica 2,5x10" esp/mL. Concentracién (ug/mL):

AnfB Ket Ext A Ext B Ext C Ext D
250 | 250 | 250 | 250 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
125 | 125 | 125 | 125 | 500 500 500 500 500 500 500 500
62 62 62 62 250 250 250 250 250 250 250 250
31 31 31 31 125 125 125 125 125 125 125 125
16 16 16 16 62 62 62 62 62 62 62 62
8 8 8 8 31 31 31 31 31 31 31 31
4 4 4 4 16 16 16 16 16 16 16 16
0 0 0 0 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

Figura 6. Determinacién de la CIM por Microdiluciéon
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4.2.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Este ensayo se realiz6 inmediatamente a continuacién de la lectura de resultados de
cada microplaca de la Seccién 4.2.2.

De cada microplaca se retird 10 pL del contenido de cada pocillo sin crecimiento fungico
en los pocillos correspondientes a extractos vegetales, y se sembré esa alicuota en tubo
inclinado de agar Sabouraud. Como cada serie de diluciones se encuentra duplicada en
la placa, este ensayo tuvo también duplicado técnico. Se incubd en cdmara humeda en
estufa en las condiciones de temperatura y tiempo requeridas por cada hongo.

Interpretacion de los resultados: Se considerd “actividad fungistatica” del extracto

vegetal si se observd crecimiento fungico y “actividad fungicida” si no se observé
crecimiento fungico, en cada tubo inclinado al finalizar el tiempo de incubacion. Para
determinar la Concentracion Fungicida Minima (CFM) del extracto vegetal, se
correlaciond estos resultados con las concentraciones de los pocillos de referencia en la
microplaca. La minima concentracidon de un extracto vegetal que provocé 100% de
mortandad celular indicé su CFM para la cepa considerada.
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4.2.4. DETERMINACION DEL MODO DE ACCION DE ANTIFUNGICOS

Los ensayos de segundo orden brindan informacidon acerca del modo de accién del
antifungico. En este trabajo se han considerado dianas especificas de la célula fungica,
que permiten distinguirla de otra célula eucariota. Las principales diferencias radican en
la presencia de una pared celular fungica, el ergosterol como esterol integrante de
membrana celular en la célula fungica -por ende su ruta biosintética- y un pool de
enzimas especificas. Teniendo en cuenta ademas cuales son los mecanismos de accion
de las principales drogas antifungicas de la actualidad, que se encuentran bien
estudiados, se opta por algunos de estos blancos. Esta eleccion facilita el cribaje de
muestras, hay muchas técnicas Utiles completamente resueltas, pero deja escapar la
posibilidad de encontrar nuevas dianas fungicas.

En cada ensayo secundario se utilizd por lo menos un antifingico que ademas de afectar
la cepa considerada actuara por el mecanismo de accién considerado, como control
positivo del ensayo.

Ensayos que revelan antiflingicos que afectan la Pared Celular

Ensayo de Neurospora crassa

- Se prepard y esterilizé el siguiente medio de cultivo: 0,5% peptona, 0,5% de extracto
de levadura, 4% de sacarosa, 1,5% de agar.

- Sobre un cultivo de Neurospora crassa ATCC 9279 se agregd 25mL de agua destilada
estéril y se rastrill6 suavemente para suspender esporas. Se centrifugd 15 min a 3000
rom y se descarté el sobrenadante. Se prepard una suspensién acuosa del orden de 10’

esp/mL.

- Se incorpord 25 plL de la suspension fungica a 25 mL de su medio de cultivo fundido
(40°C) en placa de Petride ® 9 cm.

- Discos de papel de filtro estériles (® 5 mm) fueron colocados sobre el agar sélido y en

cada uno de ellos fueron vertidos aprox. 100 pg de extracto vegetal (5-10 pL de sus
soluciones de concentracién 12,5 mg/mL en DMSO 1%).
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- Se utilizdé un disco de papel impregnado con una solucidon acuosa de Ketoconazol 2%
como Control positivo, aunque este antifungico no actlia por este mecanismo de accion,
porque no se disponia del control adecuado.

- Se incubd 24 h, a temperatura ambiente, en presencia de luz.

Interpretacion de resultados: Halo moteado por esporas rosa acompanado de cambios

morfoldgicos verificados por observacion microscépica sugirio actividad antifungica por
alteracion de pared celular, en el resto de la placa el hongo presentd su tipico
crecimiento aéreo blanco para el medio de cultivo utilizado.

(Kirsch 1986)

Ensayo del sorbitol

- Se dispuso la mitad de una microplaca tal cual se describe para la determinaciéon de la
Concentracidon Inhibitoria Minima (CIM) de un extracto vegetal y de acido gdlico,
incluyendo controles. El control positivo del mecanismo de accién fue Caspofungina
(CAS). En forma similar, el resto de la microplaca se completd con caldo de cultivo
conteniendo sorbitol. Por tanto, se debidé preparar dos veces las soluciones de trabajo
indicadas en la Seccion 4.2.2.: “con” y “sin” sorbitol.

- El caldo de cultivo 2xSabouraud con sorbitol se prepard de la siguiente forma:
a) caldo de cultivo en doble concentracién segun catalogo, autoclavado,
b) 29,1 g de sorbitol fueron necesarios por cada 100 mL de caldo 2xSabouraud.
Siendo muy soluble en agua, el sorbitol se disolvié en el minimo volumen de agua
destilada estéril, se esterilizd por filtracion (0,22 pm) y se agregd al caldo
2xSabouraud homogeneizando con vortex. Se obtuvo caldo 2xSabouraud 1,6 M
en sorbitol, ambos al doble de la concentracion final en pocillos.

- En microplaca se dispuso el extracto vegetal de interés y acido galico (1 mg/mL) ya que
presenta reportes de actividad antifungica por este mecanismo de accidn contra
levaduras (Silva Junior 2010), Figura 7. Los cuatro pocillos finales fueron controles de
esterilidad de las soluciones de sorbitol y acido galico: contuvieron 200 uL de caldo de
cultivo con sorbitol y 200 uL de la solucidn de acido galico y caldo de cultivo sin sorbitol
1:1; ambos sin inocular.

- Se ensay6 una microplaca para Candida albicans ATCC 10231, incubando 24 h en
camara humeda a 37°C. Se realizé tincion con XTT.

94



- Finalizado el tiempo de incubacion y tincién, en primer lugar se revisd controles del
ensayo en la ultima fila de la microplaca: crecimiento fungico en las dos primeras
columnas, sin crecimiento en todas las restantes. En segundo lugar se obtuvo CIM del
extracto vegetal para la cepa considerada, con y sin sorbitol, y los valores fueron
comparados.

ANF B CAS Ext A ac galico Ext A/sorb ac gal/sorb

250 250 250 250 | 1000 | 1000 | 500 500 | 1000 | 1000 | 500 500

125 125 125 125 500 500 250 250 500 500 250 250

63 63 63 63 250 250 125 125 250 250 125 125

31 31 31 31 125 125 63 63 125 125 63 63

16 16 16 16 63 63 31 31 63 63 31 31

8 8 8 8 31 31 16 16 31 31 16 16
4 4 4 4 16 16 8 8 16 16 8 8
Cfl’mg Cfl’mg Cest Cest Cext A Cext A Csorb Csorb Céc gal Céc gal

Figura 7. Modificacion del ensayo de Microdilucion para comparar valores de CIM con y sin agregado de sorbitol

Interpretacion de resultados: El sorbitol 0,8 M actué como soporte osmético,

permitiendo la supervivencia de un porcentaje mayor de células fungicas. Por tanto se
considerd positivo el ensayo si CIM con sorbitol > CIM, como en el control de acido
galico. Es un ensayo descrito sélo para levaduras.

(Silva Junior 2010)

Ensayos que revelan antifingicos que afectan la Membrana Celular

Ensayo de unién a Ergosterol

Se utilizé soluciones de extractos vegetales y suspension fungica (Candida albicans ATCC
10231) preparadas como se indica en Seccion 4.2.2. para determinacién de CIM por
Microdiluciéon. Se utilizé Anfotericina B (100 pg/mL), como control positivo de este
ensayo, ya que su mecanismo de accidn consiste en la disrupcién de membrana por su
union al ergosterol. Se agregd a la microplaca: control de esterilidad, de solvente (DMSO
1%) y de soluciéon stock de ergosterol (0,5 mg/mL) en DMSO 2% que se esterilizé por
filtracion (0,22 um) y se diluyé a concentraciones de 50 pug/mL, 100 ug/mLy 200 ug/mL

(Eso, E100, E200)-
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Procedimiento

En la primera fila de una microplaca se procedié a colocar 200 pL de la solucién de
Anfotericina B en los tres primeros pocillos y solucidn del extracto vegetal de interés en
el resto; también en los tres ultimos pocillos de la microplaca. Todas las demads filas
recibieron 100 uL de agua destilada estéril. Se procedié a realizar diluciones al medio.

Se agregd 100 pL de caldo 2xSabouraud inoculado en las filas 1 a 7, y caldo 2x
Sabouraud sin inocular en la Gltima fila para formar controles. Esto sobre el gradiente de
concentraciones del antifungico y del extracto vegetal. Figura 8.

Por ultimo se agrego 40 pL de soluciones de ergosterol sobre todos los pocillos de la
primera fila a la penultima, en sus tres concentraciones Esg, E1g0, E2o0 -

Se ensayd una microplaca para Candida albicans ATCC 10231, incubando 24 h en cdmara
humeda a 37°C. Se realizo tincion con XTT.

Finalizado el tiempo de incubacién y tincién, en primer lugar se revisé controles del
ensayo en la ultima fila de la microplaca: crecimiento flngico en las dos primeras
columnas, sin crecimiento en todas las restantes. En segundo lugar se compard entre si
las tres columnas de Anfotericina B que contienen ergosterol exdgeno en distinta
concentracion. Por ultimo, se realizé la misma lectura en las columnas de extracto
vegetal.

Interpretacion de resultados: El ergosterol integra la membrana plasmatica fungica y

algunos antifungicos se unen a él formando poros por los que la célula pierde sus
componentes, es el caso de polienos como Anfotericina B. Si se suplementa ergosterol,
parte del antifungico o del extracto vegetal -si fuese el caso- se unen al ergoterol
disponible facilmente antes que al ergosterol de membrana. Como consecuencia son
necesarios mayores niveles del agente para lograr la misma actividad antifungica, por
tanto el ensayo se considerd positivo si el valor de CIM es menor que el valor de CIM en
presencia de ergosterol exdgeno.

El ensayo de ergosterol exdgeno se encuentra descrito sélo para levaduras.

(Zacchino 2007)
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PRIMERA Y SEGUNDA ETAPA - Soluciones y diluciones

Anf B Ext A Ext A Ext A
100 100 100 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
50 50 50 500 500 500 500 500 500 500 500 500
25 25 25 250 250 250 250 250 250 250 250 250
12 12 12 125 125 125 125 125 125 125 125 125
6 6 6 63 63 63 63 63 63 63 63 63
3 3 3 31 31 31 31 31 31 31 31 31
1 1 1 16 16 16 16 16 16 16 16 16
agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | 1000 | 1000
TERCERA ETAPA - Agregado de caldos
Anf B Ext A Ext A Ext A
50 50 50 500 500 500 500 500 500 500 500 500
25 25 25 250 250 250 250 250 250 250 250 250
12 12 12 125 125 125 125 125 125 125 125 125
6 6 6 63 63 63 63 63 63 63 63 63
3 3 3 31 31 31 31 31 31 31 31 31
1 1 1 16 16 16 16 16 16 16 16 16
<1 <1 <1 8 8 8 8 8 8 8 8 8
CfL’mg Cfl’mg Cest Cest Cest Cest CDMSO CDMSO Cerg Cerg Cext A Cext A

ESO

ElOO

EZOO ESO

E 100

CUARTA ETAPA - Agregado de soluciones de ergosterol

EZOO ESO

ElOO EZOO

ESO

ElOO EZOO

Cflﬁlng

Cfl.'mg

Cest

Cest Cest

Cest

CDMSO CDMSO Cerg

Cerg

Cext A

Cext A

Figura 8. Modificacion del ensayo de CIM por Microdilucién con agregado de ergosterol
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4.2.5. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

El Ensayo de viabilidad celular por reduccion de MTT es un ensayo in vitro apropiado
para estudiar citotoxicidad (Denizot 1986). El método se basa en la actividad enzimatica
de succinatodeshidrogenasa mitocondrial que transforman sales de tetrazolium
hidrosolubles -como el MTT, amarillo- en formazan azul-violeta insoluble en medio
acuoso pero soluble en DMSO o isopropanol. Esta actividad enzimatica implica vitalidad
celular (Mosmann 1983; Denizot 1986).

Una serie de concentraciones de extractos vegetales fue presentada a cultivos celulares
de fibroblastos y queratinocitos normales de piel, por el método de microdilucion. Se
colored con MTT y se evalud viabilidad celular con Lector de Placas espectrofotométrico
(Hayon 2003; Brohem 2009).

Se consideraron de interés para realizar este ensayo aquellos extractos vegetales y sus
respectivas concentraciones con probada actividad antifungica, de acuerdo a resultados
de Secciones 4.2.2.y 4.2.3.

Preparacion

Del Banco de Células se recibié criotubos conteniendo fibroblastos FF287 vy
queratinocitos KP#9. Habian sido mantenidos en sus respectivos medios de cultivo y
crioprotectores a -190°C (N, liquido). El caldo de cultivo de fibroblastos fue DMEM
suplementado con SFB, ampicilina y estreptomicina; el caldo de cultivo de
queratinocitos fue KGM suplementado con factores de crecimiento; ambos incluian 30%
SFB y 8% DMSO.

Se trasladaron a freezer a -80°C, a -20°Cy a 4°C, antes de descongelar.

Los cultivos FF287 y de KP#9 descongelados (aprox. 4 mL) se colocaron en placas de
Petri estériles ®10 cm, se agregd 10 mL de sus respectivos medios de cultivo y fueron
colocados en estufa a 37°C y 5% CO, hasta alcanzar una confluencia minima del 70%
verificada con microscopio de luz invertida. Se retirdé el sobrenadante por aspiracion a
vacio y se realizé un lavado con 4 mL de PBSA.

Para desprender fibroblastos y queratinocitos de las placas y desagregar grupos de

células se utilizd 1 mL de tripsina, rotando suavemente, se trasvaso a tubos Falcon y se
centrifugé a 200 rpm 3 min desechando el sobrenadante.
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El pellet de fibroblastos FF287 se resuspendid en caldo DMEM-10%SFB, fue vertido en
placa de Petri e incubado en estufa a 37°Cy 5% CO, hasta confluencia entre 50-80% para
permitir crecimiento ideal y mantenimiento del perfil celular. Se realiz6 nuevamente
lavado, tripsinizacidon y homogeinizacion; se retird 10 uL de suspension celular para el
recuento de células en cdmara de Neubauer. Se repetid esta preparacion con el pellet de
gueratinocitos KP#9 con las Unicas modificaciones de utilizar medio KGM vy esperar
confluencia de 90%.

Finalmente, se preparé una suspension celular de fibroblastos de 10* cél/mL y otra de
queratinocitos de 5x10* cél/mL, por ajuste de concentracién con sus respectivos caldos
de cultivo.

También fue necesario preparar en forma previa a iniciar los procedimientos:

- Soluciones de DMSO al 2%, 10% y 20%. Se ha reportado que el DMSO no afecta el
crecimiento celular si su concentracién es menor que 2% (Da Violante 2002), por tanto
DMSO 1% en pocillo constituyd un control del solvente de preparacion de los extractos
vegetales (Ci%). En cambio, concentraciones de DMSO del 5% y 10% en pocillo
constituyeron controles positivos de inhibicidon (Cse¢ y Cio%). El control de crecimiento
celular (Cee) se formd en microplaca con medio de cultivo solamente.

- Soluciones stock de los extractos vegetales de interés de concentracion 50 mg/mL en
DMSO 1%, se filtraron (0,22 um) y se llevaron a la concentracion de 200 pg/mL

momentos antes de ser utilizados.

- Caldos de cultivo estériles DMEM y 2xDMEM con SFB 10% para fibroblastos y KGM vy
2xKGM para queratinocitos.

- Una solucién de MTT en PBSA de 5 pug/mL para tincion.

Se trabajo en serie para preparar 3 microplacas a la vez de cada extracto -para repetir el
ensayo con 24, 48 y 72 h de incubacidon- segun las siguientes descripciones y esquemas
para cada tipo celular. Los ensayos se realizaron por triplicado biolégico.
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Ensayo de citotoxicidad de extractos vegetales en fibroblastos FF287

- Se colocd 200 pL de suspension celular de 10* cél/mL en todos los pocillos de la
microplaca. Se incubd 24 h en estufa a 37°C y 5% CO2, tiempo necesario para lograr
adhesion celular en cada pocillo.

- Transcurrido el lapso de incubacidn, se aspiréd a vacio y se desechd la suspension
celular contenida en los pocillos. De inmediato se procedid a reponer 100 pL de caldo
2xDMEM-SFB 10%.

- Las dos primeras columnas de microplaca recibieron 100 uL de agua destilada estéril,
constituyendo el control de crecimiento celular (Cce).

- En cada fila se ubicd un extracto vegetal diferente. En las 112 y 122 columnas se colocé
100 pL de la solucidn de cada extracto vegetal en su mayor concentracién de ensayo,
obteniéndose asi concentracién de 100 pug/mL por duplicado.

- Una vez completas las columnas 112 y 123, se procedié a homogeneizar su contenido y
a realizar diluciones al medio de derecha a izquierda en la microplaca con pipeta
multicanal (V=100 mL) de columna 122 a 42 entre columnas pares. Idem se trabajé en las
columnas impares de 112 a 32, Figura 9.

Se procedidé a incubar en estufa a 372Cy 5% CO,. El tiempo de incubacién 24 h, 48 h, 72h
se respetd estrictamente.

NOTA: El mismo ensayo también se realizé con mayor variacidon de concentracion de los
extractos vegetales y con tiempos de incubacion de 24h, 48h y 72h.

Tincidon con MTT: Al retirar cada microplaca de la estufa, se aspird a vacio el contenido

de sus pocillos. En cada pocillo se agregé 200 pL de caldo de cultivo y 20 pL de solucion
de MTT. Se incubd en estufa a 37°C y 5% CO, por 4 h. Se aspird el contenido de los
pocillos y se agregd 200 pL de DMSO para solubilizar el formazan. Después de 10 min de
agitacion suave, con vortex o Lector de Placas con shaker incorporado, se realizé la
lectura espectrofotométrica de microplacas a una longitud de onda de 570 nm.

Interpretacién de resultados: Se calculd IC5q teniendo en cuenta la absorbancia de

controles. ICsg es la minima concentracién de extracto vegetal que produce inhibicién
del 50% de la poblacion celular.
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PRIMERA ETAPA: 200 pL de suspension celular 10* cél/mL en cada pocillo

SEGUNDA ETAPA: 100 L de caldo 2xDMEM-SFB 10%

caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo
caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo
caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo
caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo
caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo
caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo
caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo
caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo

TERCERA ETAPA: 100 pL de extractos vegetales de 200 pug/mL, DMSO 10% y agua

agua | agua ExtA | ExtA
agua | agua Ext B Ext B
agua | agua ExtC | ExtC
agua | agua ExtD | ExtD
agua | agua Ext E Ext E
agua | agua Ext F Ext F
agua | agua ExtG | ExtG
agua | agua DMSO | DMSO

CUARTA ETAPA: Diluciones al medio a) columnas 122 a 42, b) idem columnas 112 a 32

MICROPLACA FINAL: Concentracion de soluciones de extractos vegetales (ug/mL) y DMSO (%)

Ceel Ceel 6 6 12 12 25 25 50 50 100 100
Ceel Ceel 6 6 12 12 25 25 50 50 100 100
Ceel Ceel 6 6 12 12 25 25 50 50 100 100
Ceel Ceel 6 6 12 12 25 25 50 50 100 100
Ceel Ceel 6 6 12 12 25 25 50 50 100 100
Ceel Ceel 6 6 12 12 25 25 50 50 100 100
Ceel Ceel 6 6 12 12 25 25 50 50 100 100
Ceel Ceel <1% | <1% | 1% 1% 2% 2% 5% 5% 10% | 10%

Figura 9. Preparacion de microplaca para el ensayo de Citotoxicidad con MTT para fibroblastos FF287
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Ensayo de citotoxicidad de extractos vegetales en queratinocitos KP#9

- Se coloco 200 pl de agua destilada estéril en los 4 bordes de la microplaca y 200 pL de
suspension celular de 5x10% cél/mL en los restantes 6x10 pocillos. Se incubé 24 h en
estufa a 37°Cy 5% CO2, tiempo necesario para lograr adhesién celular en cada pocillo.

- Transcurrido el lapso de incubacidn, se aspiréd a vacio y se desechd la suspension
celular contenida en los pocillos centrales de la microplaca. De inmediato se procedié a
reponer en ellos 100 uL de caldo de cultivo.

- Las dos primeras columnas de los 6x10 pocillos centrales con células adheridas
recibieron 100 plL de cada control del ensayo, por triplicado.

- En la 32 columna con células adheridas en la microplaca, se colocé 100 uL de la
solucidén del extracto vegetal en su mayor concentracién de ensayo, por sextuplicado. Se
repitié con un segundo extracto vegetal.

- Con pipeta multicanal se homogeneizé el contenido de los pocillos centrales en la 32
columna. Se tomd 100 uL de su contenido (Ext A) para verter en la 42 columna, se
homogeneizé. Se procedié de igual forma en las columnas siguientes hasta finalizar en la
72 columna, retirando 100 pL que fueron descartados. Se tomd 100 pL del contenido de
los pocillos de la 82 columna (Ext B) para verter en la 92 columna, se homogeneizé. Se
procedid de igual forma en las columnas siguientes hasta finalizar en la 112 columna,
retirando 100 pL que fueron descartados. Figura 10.

Se procedid a incubar las microplacas y teiiir con MTT de la misma forma que para el
caso de fibroblastos. La lectura e interpretacion de resultados fue similar.
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PRIMERA ETAPA: 200 pL de suspension celular 5x10* cél/mL en caldo KGM y 200 plL de agua

agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua
agua | cél cél cél cél cél cél cél cél cél cél agua
agua | cél cél cél cél cél cél cél cél cél cél agua
agua | cél cél cél cél cél cél cél cél cél cél agua
agua | cél cél cél cél cél cél cél cél cél cél agua
agua | cél cél cél cél cél cél cél cél cél cél agua
agua | cél cél cél cél cél cél cél cél cél cél agua
agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua | agua

SEGUNDA ETAPA: 100 uL de 2xDMEM-SFB 10%

caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo

caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo

caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo

caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo
caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo
caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo

TERCERA ETAPA: 100 ulL de agua y soluciones DMSO 2%, 10% y 20% (Controles)
agua | 10% | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo

agua | 10% | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo

agua | 10% | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo

2% 20% | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo

2% 20% | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo

2% 20% | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo | caldo

CUARTA ETAPA: 100 pL de extracto vegetal en DMSO 1%, mayor concentracién a ensayar

Ceel Cinn Ext A | caldo | caldo | caldo | Ext B | caldo | caldo | caldo

Ceel Cinn Ext A | caldo | caldo | caldo | Ext B | caldo | caldo | caldo

Ceel Cinn Ext A | caldo | caldo | caldo | Ext B | caldo | caldo | caldo

Col Cinn Ext A | caldo | caldo | caldo | Ext B | caldo | caldo | caldo

Col Cinn Ext A | caldo | caldo | caldo | Ext B | caldo | caldo | caldo

Ceol Cinn Ext A | caldo | caldo | caldo | Ext B | caldo | caldo | caldo

QUINTA ETAPA: Diluciones al medio. i) columnas 32 a 72, ii) columnas 82 a 112
MICROPLACA FINAL: Concentracion de soluciones de extractos vegetales (pg/mL) y controles.
Columnas 4-5-6-7 extracto vegetal A, columnas 8-9-10-11 extracto vegetal B

Ceel Cinh 250 125 | 63 31 250 | 125 63 31
Ceel Cinh 250 125 | 63 31 250 | 125 63 31
Ceel Cinh 250 125 | 63 31 250 | 125 63 31
Csol Cinh 250 125 | 63 31 250 | 125 63 31
Csol Cinh 250 125 | 63 31 250 | 125 63 31
Csol Cinh 250 125 | 63 31 250 | 125 63 31

Figura 10. Preparacion de microplacas para el ensayo de Citotoxicidad con MTT para queratinocitos KP#9
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4.2.6. SINERGISMO Y ANTAGONISMO

El fraccionamiento de extractos vegetales bioactivos puede conducir a la separacién de
una o mas fracciones bioactivas que no siempre mejoran el espectro de acciéon o
potencia respecto al extracto original; interacciones entre compuestos presentes en
dichas fracciones pueden producir efectos de adicién o sinergia en el extracto vegetal
(Albuquerque 2006). En algunos casos varios compuestos de un mismo grupo
contribuyen a la actividad, otras veces compuestos diferentes poseen propiedades
similares o bien son funcionales en el mismo sentido (Nwodo 2011; Rasoanaivo 2011).

Preparacion

El extracto vegetal de interés, de acuerdo a resultados de Secciones anteriores, fue
fraccionado por Cromatografia Liquida de Media Presidon (MPLC). Se utilizé un equipo
BUCHI C-690 acoplado a colector automatico de fracciones C-660. La columna
incorporada (® =2,6 cm; | = 23,0 cm) se rellend con silica (12 um) y se coloco 1,2 g de
extracto vegetal (relacién aprox. 75:1). El método fue isocratico, fase movil
diclorometano/metanol 95:5 a 3 mL/min. Se colectaron fracciones de V = 12 mL que se
agruparon en 17 fracciones diferentes de acuerdo a cromatogramas (CCD).

Las fracciones se evaporaron a temperatura ambiente y fueron resuspendidas en 1,0 mL
de DMSO 1% vy filtradas (0,22 um). Fueron testeadas por Bioautografia en capa de agar
contra Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972. Dos fracciones activas, en adelante fa y
fs, de perfiles cromatograficos distintos (CCD), fueron ensayadas por Microdilucién
Bidimensional contra la misma cepa.

Se preparé también:

- una serie de disoluciones de las dos fracciones activas a partir de sus soluciones stock
en DMSO 1%, a saber: una diluciéon al 1/5 y diez sucesivas diluciones al medio utilizando
caldo Sabouraud. Nétese que se respetd la razon entre las dos fracciones en el extracto

vegetal aunque no se conocieron sus porcentajes en el mismo.

- una suspensién fungica de concentracidn 2x10* esp/mL de Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9972 a partir de un cultivo de una semana.

- caldo Sabouraud inoculado 100:1 v/v.
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Procedimiento

Se trabajé con pipeta multicanal, volumen 50 pL, colocando concentraciones
decrecientes de la fraccion A desde la primera columna hasta la 102 y concentraciones
decrecientes de la fraccidon B desde la 12 fila hasta el final. Se reservé las dos ultimas
columnas para los controles del ensayo. Figura 11.

Concentraciones decrecientes de f, Concentraciones decrecientes de fg

elieslielisliolislie]
elislielisliolielie]

milelielisliclielislie]
elielislicoliolislielie)

T|C
Figura 11. Preparacion de microplaca para Microdilucién Bidimensional

En la 112 columna se agregd 50 plL de solvente (DMSO 1%) en todos los pocillos menos
el ultimo y en la 122 columna se agregd 150 L de caldo Sabouraud sin inocular en todos
los pocillos; constituyeron controles de solvente y de esterilidad respectivamente (Csoy,
Cest). En el Ultimo pocillo de la 112 columna se agregé 10 uL de Terbinafina (1 mg/mL)
como control de inhibicidn (Crerp).

Se cubrié toda la placa menos la columna 12 con 100 pL de caldo Sabouraud inoculado.
Se incubd una semana en cdmara hiumeda a 37°C. La lectura se realizd a simple vista (si

se cuenta con un Lector de Placas puede realizarse a 405 nm).

Interpretacion de resultados: Para evaluar la interaccion entre fracciones activas del

extracto vegetal, la lectura de microplaca se realizé de derecha a izquierda.

Figura 12. Interpretacion de Microplaca Bidimensional

Se observd resultados de los controles del ensayo: la 122 columna sin crecimiento
fungico, la 112 columna con crecimiento fungico hasta el pocillo de la ultima fila
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(Terbinafina) completamente claro. En segundo lugar se observd la forma que tomoé el
crecimiento fungico en la microplaca, Figura 12.

La interpretacion se basé en las siguientes posibilidades de interaccion entre las
fracciones:

- dos fracciones que no interaccionan no modifican sus valores de CIM, y CIMg y el
crecimiento fungico visible genera la figura de un rectangulo (caso a),

- si las fracciones son antagonicas, crecen ambos valores de CIM y el rectangulo se
desborda (caso b),

- si las fracciones son sinérgicas, disminuyen ambos valores de CIM, el rectangulo pierde
forma, retrocede (caso c).

(Ernst 2005)
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4.3. ENSAYOS FITOQUIMICOS

Ensayos de reconocimiento de grupos de compuestos fitoquimicos

Se realizé una marcha fitoquimica utilizando Cromatografia en Capa Delgada (CCD) y dos

ensayos en tubo.

Para todos los extractos vegetales, el sistema cromatografico estuvo constituido por una

fase fija de silica gel con las fases mdviles y reveladores que se detallan a continuacién,

desarrollando a temperatura ambiente en cdmara cromatografica saturada:

a)

b)

d)

f)

fase movil diclorometano/metanol 95:5 o 90:10. Se observd con luz ultravioleta
de 254 nm y 360 nm para revelar cumarinas y flavonoides. Positivos: a 254 nm:
azul (flavonoides), a 360 nm: amarillo-verde-azul (flavonoides), azul-verde
(cumarinas).

fase movil diclorometano/metanol 95:5 o0 90:10. Se reveld utilizando reveladores
cromatograficos universales: i) sulfato clprico en medio fosférico para observar
triterpenos y esteroides, y ii) vainillina en medio sulfurico para observar
terpenoides. Positivo: i) azul-rosa ii) rojo-violeta-azul.

fase movil diclorometano/metanol 95:5 o 90:10. Los extractos hidroalcohélicos
se trataron con cloruro férrico al 2 % en acido clorhidrico 0,5 N para observar
fenoles. Positivo: azul-verde (fenoles), rojo (acidos hidroxamicos).

fase movil diclorometano/metanol/hidroxido de amonio 2% 70:30:5 (Soulé
2001). Los extractos hidroalcohdlicos se trataron con una solucién de
difenilamina, anilina y acido ortofosférico en acetona (4g: 4mL: 20mL:csp 200mL)
para observar azucares. Positivo: gris verdoso para glucosa y galactosa, purpura
para fructosa, violeta para galactosa, azul-verde para manosa, celeste para
arabinosa, marrén en general oligosacaridos (Stahl 1965).

fase movil diclorometano/metanol/hidroxido de amonio 2% 90:10:1. Se utilizé
reactivo de Dragendorff de Munier para revelar alcaloides. Positivo: color
naranja-rojo.

fase moévil diclorometano/ metanol/ hidroxido de amonio al 2% 70:30:5. Se
utilizd reactivo de Kedde para revelar glicésidos cardioténicos cardendlidos.
Positivo: color azul-violeta.
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g) fase movil diclorometano/metanol 85:15 para extractos cloroférmicos y
acetodnicos, y fase movil acetato de etilo/acido férmico/4cido acético glacial/agua
100:11:11:27 para extractos hidroalcohdlicos. Se utilizd reactivo Fast Blue para
revelar flavonoides. Positivo: azul-violeta.

(Merck 1976; Wagner 1984; Wagner 1996)

Se realizaron dos ensayos en tubo a partir del residuo seco del extracto hidroalcohdlico y
agua:

a) agitacion vigorosa para observar saponinas. Positivo: espuma.
b) la solucién se traté con cloruro de sodio y gelatina disueltos en agua (10:1 en csp
100 mL) para observar taninos, se utilizé tubo testigo. Positivo: precipitacion.

Ensayos analiticos

Se desarrolld6 un método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) para
diferenciar entre si extractos vegetales diclorometanicos de cuatro especies del género
Eugenia, a fin de avanzar en su diferenciacién quimiotaxonémica.

Se utilizd un equipo Hewlett Packard HP 1100 con detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD).

El método en fase reversa fue isocratico e isotermo (23,0°C): columna LiChroCART

(Merck) 125 mm x 4 mm, RP-18 5u; fase moévil metanol/agua 55:45, flujo 0,8 mL/min;
A=254nm-280nm-360nm.
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CAPITULO 5

RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSIONES
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5.1. RELEVAMIENTO DE ESPECIES VEGETALES

El relevamiento fue efectuado en la costa del rio Uruguay alrededor del punto
(31°43’30.00”S, 58°01'43.31”0), Estancia Los Olivos, Paraje Las Barrancas, Paysandu
(ROU), los dias 6 y 7 de abril de 2006. El area de relevamiento a través de transectas
(Secciéon 4.1.1.) comprendié 50 m de costa por 200 m de profundidad hasta la zona de

transicién y herbdcea posterior. Las plantas fueron identificadas por el Lic. Federico

Haretche y fue depositado su voucher specimen en el Museo y Jardin Botdnico “Atilio

Lombardo” (MVJB) de Montevideo. Tabla 11.

Tabla 11. Resultados del relevamiento de especies vegetales sobre la costa del rio Uruguay frente al extremo norte de

la isla Guaviyu, Departamento de Paysandu, abril 2006.

Nombre cientifico Nombre vulgar Familia
botanica
Acacia bonariensis Gillies ex Hook. & Arn. Espinillo, ufia de gato Fabaceae

Acalypha multicaulis Mull.Arg.

Euphorbiaceae

Allophylus edulis (A. St.-Hil., Cambess. &

Chal-chal, picazu,

Sapindaceae

A.Juss.) Radlk. rembiu
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg Arrayan Myrtaceae
Calyptocarpus biaristatus (DC.) H. Rob. --- Asteraceae
Cephalanthus glabratus (Spreng.) K. Schum. Sarandi colorado Rubiaceae
Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz Flor de cepillos Combretaceae

Croton tenuissimus Baill.

Euphorbiaceae

Eugenia mansoni O. Berg Pitanga amarga Myrtaceae

Eugenia uniflora L. Pitanga, Nangapiri Myrtaceae

Eugenia uruguayensis Cambess. Guayabo blanco Myrtaceae

Galianthe brasiliensis (Spreng.) E. L.Cabral & Poaia do campo®™® Rubiaceae
Bacigalupo

Guettarda uruguensis Cham. & Schlitdl. Jazmin del Uruguay, Rubiaceae

Palo cruz

Heliotropium elongatum Hoffm. ex Roem. &

Hierba del gallo, Borraja

Boraginaceae

Schult. de campo
Heliotropium procumbens Mill. --- Boraginaceae
Hexachlamys edulis (O Berg) Kausel & Ubajay Myrtaceae
D.Legrand
Inga vera Willd. Subsp. affinis (DC.) T.D.Penn Inga Fabaceae
Lippia alba (Mill.) N.E. Br. Hierba buena Verbenaceae
Lonchocarpus nitidus (Vogel) Benth. Lapachillo Fabaceae
Luehea divaricata Mart. Francisco Alvarez, azota Tiliaceae

caballos, caa obeti

Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reiss.

Congorosa

Celastraceae
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Melanthera latifolia (Gardner) Cabrera -- Asteraceae
Mitracarpus megapotamicus (Spreng.) Kuntze Peladilla Rubiaceae
Morus sp. --- Moraceae
Myrcianthes cisplatensis (Cambess.) O. Berg Guayabo colorado Myrtaceae
Myrsine laetevirens (Mez) Arechav. Caneldn Myrsinaceae
Nectandra angustifolia (Schrad.) Nees & Mart. Laurel mini Lauraceae
Paullinia elegans Cambess Cip6-timbo Sapindaceae
Pavonia sepium A. St.-Hil. Malva del bosque Malvaceae
Petunia sp Petunia Solanaceae
Phyllanthus sellowianus (Klotzsch) Miill. Arg. Sarandi Blanco Phyllantaceae
Poecilanthe parviflora Benth. Lapachillo Fabaceae
Pouteria gardneriana (A. DC.) Radlk. Mata Ojo colorado, Sapotaceae
Aguay
Pouteria salicifolia (Spreng.) Radlk. Mata Ojo Sapotaceae
Psychotria carthagenensis Jacq. Naranjillo, chal-chal de | Rubiaceae
gallina
Ruprechtia laxiflora Meisn. Virard crespo Polygonaceae
Ruprechtia salicifolia (Cham. & Schlitdl.) C.A. Viraré Polygonaceae
Mey
Salix humboldtiana Willd. Sauce criollo Salicaceae
Sapium haematospermum Mill. Arg. Curupi, Lecherdn Euphorbiaceae
Scutia buxifolia Reissek Coronilla Rhamnaceae
Sebastiania commersoniana (Baill.) L.B. Sm. & Blanquillo Euphorbiaceae
Downs
Smilax campestris Griseb. Zarzaparrilla blanca Smilacaceae
Solanum boerhaviifolium Sendtn Jazmin Solanaceae
Terminalia australis Cambess. Palo amarillo Combretaceae
Teucrium vesicarium Mill. - Lamiaceae
Xylosma sp. N.E. Br. - Flacourtiaceae

El listado incluye 43 especies de 22 familias botanicas, un conjunto vegetal de pocos
individuos de un gran numero de especies si se toma como referencia el total de
géneros y especies de la zona (Seccion 3.2.2). Con excepcién de Morus sp. todas las
especies son nativas, es decir naturales del territorio; se conocen dos especies
americanas del género Morus pero fueron descartadas en el proceso de identificacidn
(comunicacién personal del Lic. F. Haretche). No hubo representacion de géneros
considerados endémicos, aquellos cuya area de distribucidn se encuentra enteramente
en Uruguay o por lo menos en el distrito fitogeografico uruguayense.

De las especies estudiadas, hay algunas de distribucion amplia en el Uruguay: Acacia
bonariensis Gillies ex Hook. & Arn., Allophylus edulis (A. St.-Hil., Cambess. & A.Juss.)
Radlk., Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, Eugenia uruguayensis Cambess.,
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Guettarda uruguensis Cham. & Schltdl., Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reiss., Myrcianthes
cisplatensis (Cambess.) O. Berg, Myrsine laetevirens (Mez) Arechav., Phyllanthus
sellowianus (Klotzsch) Miill. Arg., Pouteria salicifolia (Spreng.) Radlk., Salix humboldtiana
Willd., Scutia buxifolia Reissek, Sebastiania commersoniana (Baill.) L.B. Sm. & Downs;
incluso una especie de amplia distribucién en América del Sur, Pouteria gardneriana (A.
DC.) Radlk., registrada desde la Caatinga brasileia al Piedemonte andino argentino.

Se relevé especies indicadas en las floras occidental
y oriental del pais, probablemente originarias de la
flora oriental y trasladadas por rios como el Negro
y el Arapey (Figura 13): Eugenia uniflora |., Luehea
divaricata Mart. & Zucc., Psychotria carthagenensis
Jacq.,  Ruprechtia  laxiflora  Meisn.,  Salix
humboldtiana Willd., Scutia buxifolia Reissek,

Sebastiania commersoniana (Baill.) L.B. Sm. &

Downs.

Figura 13. Chebataroff (1942) ya se Un pequefio grupo de especies no pertenecen a las
refirio a las diferencias Este/Oeste de
la vegetacidn uruguaya; Grela (2004)
planteé nlcleos disjuntos de flora través de la cuenca del rio Cuareim; entre ellas
occidental y oriental basado en
estudios taxondmico-genéticos.

floras occidental u oriental, conecta ambas floras a

Gleditsia amorphoides (Griseb.) Taub. fue colectada
a posteriori del presente relevamiento (Grela
2004). Figuras 14.
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Entre las restantes, se relevd cinco especies denominadas exclusivas de la flora
occidental: Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz, Hexachlamys edulis (O. Berg) Kausel &
D.Legrand, Lonchocarpus nitidus (Vogel) Benth., Inga vera Willd. Subsp. affinis (DC.) T.D.
Penn, Poecilanthe parviflora Benth. Por otro lado, la especie Phyllanthus sellowianus
(Klotzsch) Miill. Arg. estd presente en este relevamiento y es considerada rara o poco
representada en las colecciones.

El nicleo nortefio de la flora occidental comprende los Departamentos de Artigas, Salto
y parte de Paysandu, precisamente hasta el rio Guaviyu que ha sido el limite norte del
area de trabajo de la presente investigacion. Especies caracteristicas del nucleo norte no
fueron relevadas en esta oportunidad (en las colectas posteriores se obtuvo sélo
Eugenia repanda O. Berg.), tampoco especies caracteristicas del nucleo sur delimitado
por el rio Negro hasta la playa La Agraciada.
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5.2. PLANTAS COLECTADAS Y TAMIZAJE POR BIOAUTOGRAFIA EN CAPA DE AGAR

Cuatro colectas de plantas del bosque ribereno del rio Uruguay y sus afluentes fueron
realizadas en el Departamento de Paysandu (ROU). Las dos primeras colectas coinciden
con el area de relevamiento anterior, costa del rio Uruguay en la Estancia Los Olivos

frente al extremo norte de la isla Guaviyu (Area 1). Tercera y cuarta colectas fueron
realizadas en el drea comprendida entre los rios Queguay Grande y Queguay Chico -Paso
Andrés Pérez- y la desembocadura del Queguay en el rio Uruguay (Area 2). Figura 15.

Figura 15. Bosque riberefio del rio Queguay (Juan Bertucci)

De las plantas colectadas, sélo una parte poseia informacion de su posible uso popular,
Tabla 12 (Goyeneche 1906; Copetti 1918; Lombardo 1928; Lombardo 1937; Arrillaga de
Maffei 1969; Cabrera 1978; Ratera 1980; Toursarkissian 1980; Jozami 1983; De Lucca, D
1992; Gupta 1995; Arrillaga de Maffei 1997; Alonso 1998; Lahitte 1998; Chifa 2001;
Alonso 2005; Alonso Paz 2009; Chifa 2011).
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Tabla 12. Listado de especies cuyas plantas fueron colectadas y su informacion etnobotanica y etnofarmacolégica

NOMBRE FAMILIA NOMBRE INFORMACION AREAY
CIENTIFICO BOTANICA VULGAR ETNOBOTANICA O FECHA DE
ETNOFARMACOLOGICA |COLECTA
Acacia bonariensis| Fabaceae |Espinillo, ufia| Infusidon de hojas como Area 2
Gillies ex Hook. & de gato astringente y vulnerario. |Mar 2008
Arn. Infusién de corteza como
cicatrizante.
Acalypha gracilis |Euphorbiaceae|Flor de espiga No se encontré en Area 2
Spreng. chica las fuentes citadas. Mar 2008

Allophylus edulis | Sapindaceae Chal-chal, |Decoccién de raiz o corteza| Area 2

(A. St.-Hil., picazu, como febrifugo y Mar 2008

Cambess. & rembiu diaforético. Infusién de
AJuss.) Radlk. hojas como amargo y
astringente. Fermentado de
frutos como laxante y
depurativo.

Arrabidaea selloi | Bignoniaceae Cipo- Ornamental. Decoccién de | Area 2
(Spreng.) camardo™ |hojas como antiinflamatorio| Mar 2008
Sandwith y antiséptico.

Blainvillea Asteraceae Picao No se encontré en Area 2
biaristata DC. las fuentes citadas. Mar 2008
Chiropetalum |Euphorbiaceae Ventosilla™ |Infusién como carminativo. | Area 2

tricoccum (Vell.) Feb 2009

Combretum Combretaceae Flor de Ornamental. Area 1
fruticosum (Loefl.) cepillos Dic 2006
Stuntz
Croton Euphorbiaceae --- El latex de otras especies | Areal
tenuissimus Baill. del género se emplea como | Dic 2006
cicatrizante, alivio de
picaduras de insectos y en
casos de aftas y llagas
bucales.
Cuphea fruticosa | Lythraceae |Siete sangrias| Se emplea como diurético, | Area 2
Spreng. purgante, hipotensor. Feb 2009
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Dolichandra Bignoniaceae | Ufia de gato | Antiemético, antidiarreico. | Area 2
cynanchoides Mar 2008
Cham.
Doryopteris Pteridaceae No se encontrd en Area 2
concolor las fuentes citadas. Mar 2008
(Langsd. & Fisch.)
Kuhn
Erythrina crista- Fabaceae Ceibo Decoccién de corteza como| Area 2
galli L. cicatrizante, infusion de | Feb 2009
hojas como astringente,
brotes y flores como
narcotico y calmante.
Eugenia mansoni | Myrtaceae Pitanga Idem E. uniflora L. Area 1
O. Berg amarga Abril 2006
Eugenia repanda | Myrtaceae Nangapiri Idem E. uniflora L. Area 1
O. Berg negro Abril 2006
Eugenia uniflora L.| Myrtaceae Pitanga, La infusidn de hojas es Area 1
Nangapiri empleada como Abril 2006
carminativo, antidiarreico,
diurético, antifebril,
astringente, ténico-
estimulante y
antirreumatico. El licor de
cafia con frutos es
estomacal. El cocimiento de
frutos es tonico y digestivo.
Eugenia Myrtaceae Guayabo Idem E. uniflora. Area 2
uruguayensis blanco Feb 2009
Cambess.
Galianthe Rubiaceae Poaia do Emético. Area 1
brasiliensis campo™® Dic 2006
(Spreng.) E.
L.Cabral &
Bacigalupo
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Gleditsia Fabaceae |Espina corona Detergente vegetal. Area 2
amorphoides Mar 2008
(Griseb.) Taub.
Gouania ulmifolia| Rhamnaceae No se encontrd en Area 2
Hook. & Arn. las fuentes citadas. Feb 2009
Guettarda Rubiaceae Jazmin del Madera, ornamental. Area 1l
uruguensis Cham. Uruguay Abril 2006
& Schitdl.
Heliotropium Boraginaceae | Hierba del La infusién de hojas de Area 2
elongatum gallo, Borraja | otras plantas del género se | Feb 2009
Hoffm. ex Roem. de campo utiliza como sudorifico,

& Schult. diurético y antigotoso.
Hexachlamys Myrtaceae Ubajay Se cocina dulce de frutos. | Areal
edulis (O Berg) Abril 2006

Kausel &
D.Legrand
Inga vera Willd. Fabaceae Inga El cocimiento de cortezase| Area 1
Subsp. dffinis emplea como colorante [Abril 2006
(DC.) T.D.Penn oscuro, también como
hemostatico. La resina del
fruto se aplica como
antiodontalgica.
Luehea divaricata Tiliaceae Francisco | Lainfusién de las floresal | Area 1
Mart. Alvarez, azota|1% se utiliza como sedante, |Abril 2006
caballo, Ka’a | la infusion de hojas como
oveti antiinflamatorio. La
decoccion de la corteza se
utiliza como antidiarreica y
digestiva, y en forma de
bafios vaginales y
hemostatico en heridas de
piel.
Macfadyena Bignoniaceae | Uiia de gato Melifera. Area 2
dentata K.Schum Feb 2009
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Manettia Rubiaceae Manetia, Antidiarreica. Las raices Area 2
cordifolia Mart. guiraquiyo como emético. Feb 2009
Maytenus ilicifolia| Celastraceae | Congorosa | La infusién o decoccién de | Area 2
Mart. Ex Reiss. hojas y tallos se utiliza Feb 2009
como antiespasmadico,
antiasmatico,
anticonceptivo; diurético,
antiséptico y vulnerario de
uso tépico. La planta se
considera remedio indigena
para tratamiento de
tumores (de ahi su nombre
en algunas regiones:
cancerosa).
Mimosa Fabaceae Mimosa No se encontré en Area 2
uruguensis Hook. las fuentes citadas. Feb 2009
& Arn.

Mitracarpus Rubiaceae Peladilla Antimalarico. Area 1
megapotamicus Dic 2006
(Spreng.) Kuntze

Myrcianthes Myrtaceae Guayabo Antiséptico, vulnerario, Area 1

cisplatensis colorado | enjuague bucal en caso de | Dic 2006

(Cambess.) O. llagas. Madera.

Berg

Myrrhinium Myrtaceae |Palo de fierro, No se encontrd en Area 2
atropurpureum Socard las fuentes citadas. Feb 2009
Schott in Spreng.
var. octandrum

Bentham
Myrsine Myrsinaceae Caneldn No se encontré en Area 2
laetevirens (Mez) las fuentes citadas. Feb 2009
Arechav.
Myrsine venosa | Myrsinaceae Caneldn No se encontrd en Area 2
A.DC. las fuentes citadas. Feb 2009

118



Nectandra Lauraceae Laurel mini [Tratamiento de reumatismo| Area1
angustifolia y artritis, antiinflamatorio. |Abril 2006
(Schrad.) Nees &
Mart.
Nectandra Lauraceae No se encontré en Area 2
megapotdmica las fuentes citadas. Mar 2008
(Spreng.) Mez
Ocimum selloi Lamiaceae | Albahaca de |Infusién como carminativo.| Area2
Benth campo Emplasto como antiséptico [Mar 2008
Ocotea acutifolia Lauraceae --- No se encontrd en Area 2
(Nees) Mez las fuentes citadas. Mar 2008
Paullinia elegans | Sapindaceae | Cipd-timbd No se encontré en Area 1
Cambess las fuentes citadas. Abril 2006
Pavonia sepium A.| Malvaceae Malva del Emoliente, expectorante. | Area 1
St.-Hil. bosque Abril 2006
Petunia sp Solanaceae Petunia No se encontré en Area 1
las fuentes citadas. Dic 2006
Phyllanthus Phyllantaceae Sarandi Infusién o decoccion de Area 1
sellowianus Blanco partes aéreas como Abril 2006
(Klotzsch) Mll. hipoglicemiante, purgante,
Arg. diurético, antiasmatico. Uso
externo como antiséptico.
Poikilacanthus | Acanthaceae --- No se encontré en Area 2
glandulosus las fuentes citadas. Feb 2009
(Nees) Ariza
Polygonum Polygonaceae | Yerba del Antiséptico, antiartritico. Area 2
punctatum Elliott bicho Mar 2008
Pouteria salicifolia| Sapotaceae Mataojo Madera. Extracto de hojas | Areal
(Spreng.) Radlk. se utiliza como vulnerario. | Dic 2006
Psychotria Rubiaceae Naranijillo, Alucinégeno. Area 1
carthagenensis chal-chal de la Abril 2006
Jacq. gallina
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Ruprechtia Polygonaceae |Virard crespo Carpinteria. Area 1
laxiflora Meisn. Abril 2006
Ruprechtia Polygonaceae Viraré Madera. Area 1
salicifolia (Cham. Abril 2006
& Schltdl.) C.A.
Mey
Scutia buxifolia | Rhamnaceae Coronilla Diaforético, diurético, util | Area 1
Reissek en el tratamiento del acné. [Abril 2006
Emenagogo y analgésico.

Sebastiania Euphorbiaceae| Blanquillo | Ellatex de otras especies Area 1
commersoniana del género se emplea para [Abril 2006
(Baill.) L.B. Sm. & eliminar verrugasy la

Downs decoccion de la corteza
como antiséptico.
Smilax campestris| Smilacaceae | Zarzaparrilla |La infusién de raiz se utiliza | Area 2
Griseb. blanca como antirreumatico, Mar 2008
diurético, antisifilitico,
antipruriginoso.

Solanum Solanaceae Jazmin No se encontré en Area 2

boerhaviifolium las fuentes citadas. Mar 2008
Sendtn
Terminalia Combretaceae | Palo amarillo | Madera. La corteza posee | Areal
australis Cambess. propiedades astringentes y |Abril 2006
las hojas poseen
propiedades digestivas y
hepaticas.

Teucrium Lamiaceae --- No se encontrd en Area 1
vesicarium Mill. las fuentes citadas. Dic 2006
Trixis praestans Asteraceae --- No se encontrd en Area 2
(Vell.) Cabrera las fuentes citadas. Feb 2009
Urvillea uniloba | Sapindaceae Cipo- Las ramas en infusiéon como| Area 2

Radlk. camardo®™ | calmantes en gastralgiasy |Mar 2008
en afecciones hepaticas y
del bazo.
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Vernonia
scorpioides (Lam.)
Pers. var. sororia
(DC.) Baker

Asteraceae

Vernonia,
Hierba de San
Simoén

No se encontrd en
las fuentes citadas.

Area 2
Feb 2009

Resultados de actividad antifuingica de los extractos vegetales

Se ensayaron 144 extractos vegetales por Bioautografia en capa de agar contra Candida
albicans ATCC 10231 y Aspergillus niger ATCC 2601, Figuras 16 y 17. No se produjo
inhibicion de las cepas mencionadas utilizando extractos vegetales (1 mg/mL) de las

siguientes especies:

- Arrabidaea selloi (Spreng.) Sandwith

- Chiropetalum tricoccum (Vell.)

- Cuphea fruticosa Spreng.

- Dolichandra cynanchoides Cham.

- Doryopteris concolor (Langsd. & Fisch.) Kuhn

- Galianthe brasiliensis (Spreng.) E. L.Cabral & Bacigalupo

- Gleditsia amorphoides (Griseb.) Taub. (femenino y masculino por separado)

- Heliotropium elongatum Hoffm. ex Roem. & Schult.

- Macfadyena dentata K.Schum

- Manettia cordifolia Mart.

- Mitracarpus megapotamicus (Spreng.) Kuntze

- Petunia sp.

- Poikilacanthus glandulosus (Nees) Ariza

- Ruprechtia laxiflora Meisn.

- Sebastiania commersoniana (Baill.) L.B. Sm. & Downs

- Solanum boerhaviifolium Sendtn

- Teucrium vesicarium Mill.

- Trixis praestans (Vell.) Cabrera

- Vernonia scorpioides (Lam.) Pers. var. sororia (DC.) Baker

Las especies cuyos extractos vegetales produjeron inhibicidon de las cepas de Candida

albicans ATCC 10231 y/o Aspergillus niger ATCC 2601 por Bioautografia en capa de agar

se detallan en Tabla 13.
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Figura 16. Bioautografia en capa de agar de Aspergillus niger ATCC 2601. Durante la
colecta y en las placas de Petri, se codificd las plantas con numeros. Especie 10
corresponde a Eugenia mansoni O. Berg

Figura 17. Bioautografia en capa de agar de Candida albicans ATCC 10231, tincion con INT.
Las especies cuya numeracion aparece en la fotografia corresponden a: Paullinia elegans
Cambess (1), Luehea divaricata Mart. (2), Sebastiania commersoniana (Baill.) L.B. Sm. &
Downs (3), Hexachlamys edulis (O Berg) Kausel & D.Legrand (4), Psychotria carthagenensis
Jacqg. (6), Terminalia australis Cambess. (9), Eugenia mansoni O. Berg (10), Phyllanthus
sellowianus (Klotzsch) Mull. Arg. (14), Scutia buxifolia Reissek (17), Combretum fruticosum
(Loefl.) Stuntz (21), Petunia sp. (23), Myrcianthes cisplatensis (Cambess.) O. Berg (25)
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Tabla 13. Lista de especies cuyos extractos vegetales produjeron inhibicion de Candida albicans ATCC 10231 y
Aspergillus niger ATCC 2601 por Bioautografia en capa de agar. Parte de planta utilizada: H hojas, PA partes aéreas, F
frutos, C corteza. Solventes de extraccion: 1) CH;CH,OH -H,0 70:30, 2) CH;COCHj3, 3) CH,Cl,

Nombre cientifico Parte |Inhibicion de Inhibicion de
de Candida Aspergillus niger
Planta | albicans ATCC 2601
ATCC 10231
Acacia bonariensis PA Extracto 2 -—-
Gillies ex Hook. & Arn.
Acalypha gracilis Spreng. H Extracto 2 -
Allophylus edulis (A. St.-Hil., Cambess. & H,C | Extractos 1y | Extractos 1y 2 (C)
A.Juss.) Radlk. 3 (H)
Blainvillea biaristata DC. PA Extracto 2 Extracto 2
Combretum fruticosum H --- Extractos 1y 2
(Loefl.) Stuntz
Croton tenuissimus Baill. H Extracto 2

(femenino y masculino) (fem)

Erythrina crista-galli L. C - Extracto 3
Eugenia mansoni O. Berg H Extracto 3 Extractos 2y 3
Eugenia repanda O. Berg H Extracto 3 Extracto 3

Eugenia uniflora L. H Extractos 1y 2
Eugenia uruguayensis Cambess. H Extracto 2 Extractos 1,2y 3
Gouania ulmifolia Hook. & Arn. PA |Extractoly3 -
Guettarda uruguensis H --- Extracto 3
Cham. & Schltdl.
Hexachlamys edulis H Extracto 3 --
(O Berg) Kausel & D.Legrand
Inga vera Willd. Subsp. affinis (DC.) T.D.Penn| H Extracto 1 ---
Luehea divaricata Mart. --- Extracto 1
Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reiss. Extractos 1,2 -
y3
Mimosa uruguensis Hook. & Arn. H, F |Extractos1ly -
2 (H)
Myrcianthes cisplatensis H Extractos 1,2 Extractos 1y 2
(Cambess.) O. Berg y3
Myrrhinium atropurpureum Schott in H Extractos 1y -
Spreng. var. octandrum Bentham 2
Moyrsine laetevirens (Mez) Arechav. H Extracto 1 Extracto 1
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Myrsine venosa A.DC. H, F |Extracto 2 (H) ---
Nectandra angustifolia H |Extractoly3
(Schrad.) Nees & Mart.

Nectandra megapotdmica H Extracto 1 Extracto 3
(Spreng.) Mez
Ocimum selloi Benth PA Extracto 2 Extracto 2
Ocotea acutifolia (Nees) Mez H Extracto 2
Paullinia elegans Cambess H, F Extracto 3 (H)
Pavonia sepium A. St.-Hil. PA Extracto 2 -—-
Phyllanthus sellowianus H - Extracto 1
(Klotzsch) Mill. Arg.
Polygonum punctatum Elliott PA Extracto 3
Pouteria salicifolia (Spreng.) Radlk. H |Extracto2vy3 Extracto 1
Psychotria carthagenensis Jacq. H Extracto 2
Ruprechtia salicifolia H |Extractoly?2 -
(Cham. & Schltdl.) C.A. Mey
Scutia buxifolia Reissek H Extracto 3 -
Smilax campestris Griseb. H Extracto 3
Terminalia australis Cambess. H Extracto 3
Urvillea uniloba Radlk. PA Extracto 1 ---

Se estudio la actividad antifungica de 144 extractos vegetales pertenecientes a 56
especies nativas de 18 familias botdanicas, de las que 37 especies resultaron bioactivas
por lo menos en uno de sus extractos. Respecto a la informacién etnobotdnica de esas
especies y sus resultados, se obtuvo el siguiente relacionamiento:

- Se confirmé el conocimiento popular de su posible utilidad como antiséptico en
11 especies, constituyendo el 79% de los casos de correcto uso especifico.

- Se confirmé actividad antifungica en 14 especies (54%) utilizadas por la poblacion
con otros fines que no incluyen propiedades antiinfecciosas o relacionadas.

- Se probd actividad antifungica en 10 especies no informadas en la biblioteca
tradicional revisada (59%). En sélo 3 casos se encontré reportes en bases
cientificas, no relacionados a esta bioactividad: Blainvillea biaristata DC. (Spring
1999), Myrrhinium atropurpureum Schott in Spreng. var. octandrum Bentham
(Rotman 2003), Nectandra megapotdmica (Spreng.) Mez (Da Silva Filho 2004;
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Garcéz 2009). Para las 7 especies restantes se publicé por primera vez informacién

relativa a su utilidad:
Acalypha gracilis Spreng.
Gouania ulmifolia Hook. & Arn.
Mimosa uruguensis Hook. & Arn.
Myrsine laetevirens (Mez) Arechav.
Myrsine venosa A.DC.
Ocotea acutifolia (Nees) Mez

Paullinia elegans Cambess

En relacién a resultados negativos del ensayo bioautografico:

- No se confirmé actividad antifungica en las cepas estudiadas en extractos de 3

especies (21%), a pesar de ser citadas por conocedores tradicionales como

apropiadas para tratamientos relacionados a procesos infecciosos, y se valora

como el mayor desacierto del saber popular.
Arrabidaea selloi (Spreng.) Sandwith,
Mitracarpus megapotamicus (Spreng.) Kuntze,

Sebastiania commersoniana (Baill.) L.B. Sm. & Downs

Resultados bioautograficos

100%
80%
Resultados
60% negativos
40% W Resultados
positivos
20%
0%
(] a b

Figura 18. El numero de aciertos en la busqueda de extractos vegetales
antifungicos fue 20% mayor cuando se tuvo en cuenta informacién
etnobotanica para la colecta de plantas (b) que en el caso de no poseer
dicha informacion (a).
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Numerosos reportes, como ya se indicé en antecedentes, avalan el criterio etnobotanico
o etnofarmacoldgico para hacer mas eficaz la colecta de plantas. En particular, un
estudio de siete paises latinoamericanos con un universo de 144 plantas colectadas con
informacién de utilidad antiinfecciosa por parte de distintas comunidades y 183 plantas
colectadas al azar, cuyos extractos etandlicos fueron ensayados por Microdilucién
contra 11 cepas fungicas, demostré que existe una diferencia estadisticamente
significativa del orden de 20% a favor del empleo de dicho criterio (Svetaz, L 2010). La
tendencia en la presente investigacion coincidid con los resultados de dicho estudio
(Figura 18).
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5.3. DESARROLLO DE UN METODO PARA LA DETERMINACION RAPIDA DE LA
CONCENTRACION DE SUSPENSIONES DE ESPORAS DE Aspergillus niger

Para facilitar el conteo de esporas de Aspergillus niger, paso ineludible para la
evaluaciéon de la actividad antifungica pero que demanda tiempo y puede resultar
tedioso, se propuso preparar suspensiones seriadas de carbdon con tamano de particula
similar al de sus esporas en mdaxima actividad de agua, en una solucién de tensoactivo
no iénico que evite conglomerados. Se elabord con ellas una escala de 20 tubos de
concentracion creciente, que por simple agitacién y comparacién permitié preparar
suspensiones adecuadas de esporas del hongo, de forma similar a la escala Mc Farland.
El nUmero de tubo de la escala Black Mc Farland (Tabla 10, Seccién 4.2.1.) correspondio
al coeficiente que, multiplicado por 10°, permitid obtener la concentracién de la
suspension en esp/mL.

La correspondencia entre concentracién de suspensiones de carbén y de esporas de
Aspergillus niger se establecié por Transmitancia (T) a 550 nm. Para las suspensiones de
carbon, la gréfica de Concentracion (mg/mL) vs Transmitancia (%) mostrd una relacion
lineal con R?=0,996. Para las suspensiones de esporas, es posible separar la curva de
Concentracion (mg/mL) vs Transmitancia (%) en dos relaciones lineales independientes,
ambas con R%=0,998. Figura 19. Estableciendo relaciones a partir de valores de
Transmitancia, las curvas de carbdn y esporas son concordantes y el rango de utilizacién
de la escala es éptimo entre 20 y 70% de Transmitancia, correspondiente a 10°-10’
esp/mL que es el rango de uso habitual.

18 -
16 1
14 4

12 4

10 1 vy =-0,4093x + 20,1
R2 = 0,9998

y = -0,0861x + 8,4023
R2 = 0,9998

Esp. exp6/mL

T%

Figura 19. Grafica de Concentracidn de suspension de esporas de Aspergillus niger vs Transmitancia a 550 nm

127



La escala confeccionada fue utilizada por diferentes personas y por triplicado para ubicar
el N° de tubo de la escala cuya densidad dptica fuera similar a cada uno de tres tubos
con suspensiones problema de Aspergillus niger, de esa forma determinar en forma
aproximada su concentracién. Su ubicacidn correcta coincidié en el 100% de los casos de
suspensiones fungicas problema de alta concentraciéon, decayendo a 93% en
concentraciones bajas; en los casos de error los observadores siempre optaron por el
siguiente tubo de la escala. Estos resultados comprobaron que el método es rapido y
sencillo y de utilidad para Bioautografia, el fin propuesto.

En Microdilucién, determinar la concentracion de la suspension fungica es critico y debe
realizarse por conteo en cdmara o espectrofotometria (Espinel-Ingroff 1991); pero
utilizada previamente, la escala Black Mc Farland agiliza este paso. Por ejemplo,
suspensiones fungicas preparadas por similitud con el tubo N°10 -del orden de 10’
esp/mL- presentaron por conteo una diferencia de 5% en su concentracion.
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5.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS VEGETALES DE LAS
PLANTAS COLECTADAS

Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) contra un panel ampliado de cepas

Se determind la Concentracién Minima Inhibitoria (CIM) por Microdiluciéon (Seccidn
4.2.2) de extractos vegetales que, habiendo superado el cribaje realizado por
Bioautografia en capa de agar, produjeron inhibicion de ambas cepas fungicas, o bien no
se poseia informacidn anterior de su actividad antimicrobiana, o resultaba de interés
realizar un estudio comparativo por tratarse de varias especies del mismo género (ej.
Eugenia spp.). Se amplio el panel de cepas de hongos patégenos humanos para estudiar
su selectividad.

Los resultados del ensayo para las cepas de Ca: Candida albicans ATCC 10231, Ct:
Candida tropicalis C131, Sc: Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Cn: Cryptococcus
neoformans ATCC 32264, Afu: Aspergillus fumigatus ATCC 26934, Afl: Aspergillus flavus
ATCC 9170, An: Aspergillus niger ATCC 9029, Tr: Trichophyton rubrum C 113, Tm:
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972, Mg: Microsporum gypseum C 115, se detallan
en Tabla 14 y Tabla 15. La parte de planta utilizada para preparar el extracto vegetal en
la mayoria de los casos fue hojas o partes aéreas; por tanto se especifica sdlo si se utilizd
corteza (C) o frutos (F). Los solventes de maceracién de los extractos vegetales se
indican: (1) CH;CH,OH-H,0 70:30, (2) CH3COCHs, (3) CH,Cl,.

Concentracion Fungicida Minima (CFM)

La Concentracidn Fungicida Minima (CFM) de los extractos de hojas de Eugenia mansoni
O. Berg fue la siguiente:

- el Extracto acetdnico presenté CFM > 1000 pg/mL para Candida albicans ATCC 10231 y
CFM = 62,5 pg/mL para Microsporum gypseum C 115 y Trichophyton mentagrophytes
ATCC9972.

- el Extracto diclorometanico presenté CFM = 250 ug/mL para Microsporum gypseum C
115y CFM = 62,5 pug/mL para Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972.

- Se realizd pero no fue posible establecer la CFM para Trichophyton rubrum C 113 por
contaminacién. Las colonias de este hongo presentan una pigmentacién caracteristica
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Tabla 14. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de extractos vegetales frente a cepas de hongos patégenos

Especie vegetal Extracto CIM (ug/mL)
ensayado
Acacia bonariensis Gillies ex 2 > 1000 para todas las cepas ensayadas
Hook. & Arn.
Acalypha gracilis Spreng. 2 > 1000 para todas las cepas ensayadas
Allophylus edulis (A. St.-Hil., 1,2,3y1-C > 1000 para todas las cepas ensayadas
Cambess. & A.Juss.) Radlk.
Blainvillea biaristata DC. 2 > 1000 para todas las cepas ensayadas
Combretum fruticosum 2 > 1000 para todas las cepas ensayadas
(Loefl.) Stuntz
Eugenia mansoni O. Berg 2 < 1000 para algunas cepas
3 < 1000 para algunas cepas
Eugenia repanda O. Berg 3 > 1000 para todas las cepas ensayadas
Eugenia uniflora L. 2 > 1000 para todas las cepas ensayadas
Eugenia uruguayensis 2 > 1000 para todas las cepas ensayadas
Cambess.
Luehea divaricata Mart. 1 > 1000 para todas las cepas ensayadas
Myrcianthes cisplatensis 1,2,3 > 1000 para todas las cepas ensayadas
(Cambess.) O. Berg
Nectandra megapotdmica 1,3 > 1000 para todas las cepas ensayadas
(Spreng.) Mez
Ocotea acutifolia (Nees) Mez 1 > 1000 para todas las cepas ensayadas
Paullinia elegans Cambess 3 > 1000 para todas las cepas ensayadas
Pouteria salicifolia (Spreng.) 1,2,3 > 1000 para todas las cepas ensayadas
Radlk.
Smilax campestris Griseb. 2 > 1000 para todas las cepas ensayadas
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Tabla 15. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de extractos de hojas de Eugenia mansoni O. Berg

Conc. del Hongos levaduriformes Hongos filamentosos
Extracto
(ng/mL) Ca ct Sc Cn Afl Afu An Dermatofitos

Mg Tr Tm

Eugenia | 21000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | 62,5 | >1000 | 62,5
mansoni
0. Berg

(2)

Eugenia | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | 250 | >1000 | 62,5
mansoni
O. Berg

(3)

en la cara anversa del agar Sabouraud -rojiza- que no presentd el tubo con su subcultivo,
sin embargo se descartd su lectura.

El caso de Candida albicans ATCC 10231, en que el extracto aceténico de Eugenia
mansoni O. Berg presenté CFM > CIM, sugiere que el antifingico varidé su actividad -
stasis a -cida por aumento de concentracién del extracto vegetal. Para el caso de los
dermatofitos ensayados los valores de CFM coincidieron con los valores de CIM, por
tanto el efecto de los extractos acetdnico y diclorometdnico de hojas de Eugenia
mansoni O. Berg fue fungicida para estas cepas.

Resultados de ensayos que revelan el modo de accién

De acuerdo a los mejores resultados anteriores, los ensayos que revelan el modo de
accién de los extractos con actividad antifungica se realizaron sobre extractos de
Eugenia mansoni O. Berg.

De los ensayo de Neurospora crassa y sorbitol se obtuvo resultados negativos para sus
extractos en diclorometano y acetona. Ambos ensayos revelan modos de accidén en que
la diana fungica es la pared celular.

Existen otros ensayos en este sentido, para descartar totalmente este modo de accién.
Algunos ensayos requieren entrenamiento en microscopia porque se refieren a cambios
morfoldgicos celulares, en general mediante tincion habitual (KOH 10%, azul de
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metileno, azul de algodén) o blanco de calcofluor (Arellano 1996). Otros ensayos son de
facil realizacién: la sonicacién y el efecto del agregado de un detergente como dodecil
sulfato sédico (SDS), por ejemplo, permiten detectar defectos de pared (Zacchino 2007).

Respecto al ensayo por Microdiluciéon que revela un modo de accién que afecta a la
membrana celular por unién a ergosterol, el resultado mostrd una dilucién de diferencia
en el crecimiento fungico con y sin ergosterol exégeno : la CIM = 1000 pg/mL modificé a
CIMegrg > 1000 pg/mL contra Candida albicans ATCC 10231. No seria un resultado
alentador considerando que estd dentro del error del método, sin embargo la
observacion microscopica (KOH 10% y azul de metileno) de una alicuota de cada pocillo -
con y sin ergosterol- mostré mayor numero de hifas en el primer caso.

Es posible avanzar en este sentido extrayendo lipidos de membrana y analizando la
composicion de esteroles por GC-MS (Tian 2012). Un ensayo que requiere minimo
equipo consiste en medir la absorbancia del sobrenadante de una suspensién celular
fungica tratada con antifungico y la de una suspensidn no tratada: componentes
celulares perdidos por la membrana celular defectuosa -acidos nucleicos, aminoacidos
aromaticos- presentan cromoéforos y espectros con maximos cercanos a 260 nm,
longitud de onda sugerida para realizar este ensayo comparativo (Lunde 2000).

Sinergismo y antagonismo

Se obtuvo 17 fracciones por separacién cromatografica del extracto acetdnico de
Eugenia mansoni O Berg, sobre las cuales se realizé nuevamente Bioautografia en capa
de agar para seleccionar las fracciones activas contra Trichophyton mentagrophytes
ATCC 9972, cepa para la que se obtuvo los mejores valores de CIM y CFM contra
dermatofitos, Figura 20. La inhibicién se produjo sobre las fracciones 4-6-8-9-10, Figura
21.

Se realizd el ensayo de Microdilucién Bidimensional con dos fracciones bioactivas muy
distintas de acuerdo a sus cromatogramas (Fracciones 4 y 9) y se observd
comportamiento sinérgico. NOTA: El método no permite diferenciar sinergia de
aditividad, se tomé el concepto en sentido amplio.
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LA

Figura 20. Cromatograma visible con indicaciones de revelado UV-360
nm de 17 fracciones del extracto aceténico de Eugenia mansoni O
Berg. Placa de silica gel, fase movil CH,Cl,-CH;0H 95:5.

Figura 21. Bioautografia en capa de agar de 10 fracciones del extracto
aceténico de Eugenia mansoni O Berg con Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9972 en agar Sabouraud. Se observa inhibicion
en Fracciones 4-6-8-9-10
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5.5. ENSAYOS FITOQUIMICOS SOBRE EXTRACTOS VEGETALES DE Eugenia spp.

Se utilizé reveladores fitoquimicos sobre cromatogramas de los extractos vegetales de
Eugenia spp., obteniéndose resultados positivos en los siguientes grupos de
compuestos: triterpenos y/o esteroides, terpenos, taninos, saponinas, alcaloides,
flavonoides y glicdsidos. En todos los casos resulté negativo el ensayo de cardendlidos.
Tabla 16.

En particular, el extracto diclorometdnico de Eugenia mansoni O. Berg did resultado
positivo en los ensayos de triterpenos/esteroides, terpenos y alcaloides; idem su
extracto acetdnico también positivo en flavonoides. En blusquedas realizadas en la base
de datos NAPRALERT no se encontré reportes de bioactividad o constituyentes de
extractos fijos de Eugenia mansoni O. Berg hasta la fecha. Algunos articulos se refieren a
su descripcion botdnica y a su aceite esencial (Apel 2004).

Tabla 16. Screening fitoquimico sobre extractos vegetales de hojas de Eugenia spp. de la coleccion

Especies Extracto | Tri/Est | Terp Tan Sap Alc Fla Gli Card
Eugenia 1 - + - + - - + -
mansoni

2 + + - - + + - -
O. Berg

3 + + - - + - - -
Eugenia 1 = = + + - + + -
repanda

2 + + - - + + - -
O. Berg

3 + + - - + + - -
Eugenia 1 - - + + - + + -
uniflora L.

2 + + - - - + - -

3 + + - - + + - -
Eugenia 1 + + - - + + + -
uruguayensis
Cambess. 2 + + - - + + - -

3 + + - - + - - -
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

La Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) permitié diferenciar los perfiles
cromatograficos de los extractos vegetales del género Eugenia de la coleccién,
metodologia de practica para determinar la calidad quimiotaxondmica de extractos
vegetales. La afirmacién proviene de los siguientes resultados:

- Para el extracto diclorometdnico de Eugenia mansoni O. Berg. con deteccion a
254 nm y 280 nm: se observé un pico caracteristico con un tiempo de retencién 7
min, area 85%, espectro UV con maximo a 265-266 nm, Figura 18.

- En una secuencia se reiterd el andlisis del extracto y se incluyd sus fracciones: las
fracciones consideradas bioactivas no presentaron el compuesto que eluye a ese
tiempo ni su espectro ultravioleta. Por tanto no resultd un marcador de
bioactividad.

- Se analizaron los extractos diclorometdnicos de Eugenia spp. en una secuencia, y
el perfil cromatografico de las tres especies restantes fue siempre de mayor
complejidad y no presentd el compuesto principal de Eugenia mansoni O. Berg.

Para que un compuesto pueda ser considerado candidato a marcador
quimiotaxondmico debe estar ampliamente distribuido y ser consistente con las rutas
biosintéticas, no pertenecer a los grupos de compuestos mayoritarios (ej. acidos
nucleicos) por el contrario ser especifico por ej. de una especie o género o familia, ser
estable y de estructura no demasiado compleja, facilmente identificable y valorable, no
acumulable por factores abidticos. Existen numerosos ejemplos de utilizacién de
compuestos fendlicos en quimiotaxonomia, en estudios cldsicos y recientes (Harborne
1984; Maridass 2010); en particular polihidroxialcaloides y chalconas y flavanoles -
glicosidados o agliconas- en el género Eugenia (Porter, E 2000). Si el compuesto de
Eugenia mansoni O. Berg que se destaca en su perfil cromatografico se encontrase en
uno de estos grupos fitoquimicos, una vez elucidada su estructura podria utilizarse como
marcador quimiotaxondmico ya que cumpliria en general las condiciones mencionadas.

Como parte de futuros trabajos debera colectarse otras especies del género Eugenia
reportadas en las regiones vecinas Mesopotamia argentina y extremo sur de Brasil -0
por lo menos las especies del territorio nacional*- para ser incluidas en la diferenciacion
taxondmica botanica y quimica: Eugenia hiemalis* Camb., Eugenia pyriformis* Camb.,
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Figura 22. Perfil cromatografico del extracto diclorometédnico de hojas de Eugenia mansoni O Berg que muestra un
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Eugenia speciosa* Camb., Eugenia involucrata* DC., Eugenia glaucescens Camb.,
Eugenia emarginata Glaziou, Eugenia schuchiana Berg, Eugenia brasiliensis Lam.,
Eugenia jambos L., Eugenia aurata O. Berg, Eugenia bimarginata DC., Eugenia springiana
O. Berg y Eugenia umbelliflora Berg (Leites 1987; Romagnolo 2006; Alves 2007;
Gonzalez, C 2011).
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5.6. EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD DE EXTRACTOS VEGETALES DE Eugenia
mansoni O. Berg EN LINEAS CELULARES DE PIEL

El ensayo cuantitativo in vitro de reduccién de MTT para estimar proliferacién y
supervivencia celular es considerado en la literatura como apropiado para evaluar la
citotoxicidad de una muestra problema (Schweikl 1996). Si bien algunos autores
sugieren realizar una bateria de ensayos (Melo e Silva 2009), es razonable utilizar un
ensayo basado en un marcador metabdlico como la actividad deshidrogenasa
mitocondrial para evaluar viabilidad celular frente a agentes quimicos a nivel de
screening. El decaimiento de viabilidad celular -métodos del Rojo Neutro y del Azul de
Tripan- o la inhibicién de proliferacion celular por contenido de DNA o proteico, por
ejemplo, no serian necesarios a este nivel aunque la muerte celular es un evento
complejo y toda informacién aportada en relacién a necrosis/apoptosis, cinética de
muerte o mecanismo de accién, adelanta informacion relevante y necesaria para el
posterior analisis de toxicidad (Eisenbrand 2002).

Los fibroblastos son probablemente las células mas utilizadas en estudios de
citotoxicidad pero ademas -en este caso particular de extractos con capacidad
antifungica contra dermatofitos- su utilizacién en este trabajo constituye un acierto por
cuanto se encuentran en el tejido afectado y en un estrato mas profundo en Ila piel. Los
fibroblastos son las células en mayor numero en la Dermis, asi como los queratinocitos
en Epidermis.

Se incluyd extractos vegetales de las cuatro especies del género Eugenia de la coleccidon
en el ensayo de citoxicidad por MTT. La citotoxicidad de los extractos vegetales de las
distintas especies del género Eugenia contra fibroblastos FF287 se muestra en graficas
comparativas de viabilidad celular en funcién de la concentraciéon de extracto vegetal,
Figura 19. El comportamiento de extractos aceténicos de Eugenia mansoni O Berg
implica inocuidad hasta por lo menos 100 pg/mL de concentracién; en ensayos
posteriores se trabajé a mayor concentracion de sus extractos para conocer
ampliamente su desempefio.
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Figura 23. Fibroblastos FF287 viables luego de 24 h de incubacién con distintas
concentraciones de extractos vegetales de Eugenia spp.
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A las 24 h de incubacidn, los extractos vegetales de Eugenia spp. presentaron los
siguientes valores de Concentracién Inhibitoria (IC) para fibroblastos FF287:

- Eugenia mansoni O Berg, extracto aceténico ICso> 100 ug/mL, extracto diclorometénico
|C50 =80 ug/mL

- Eugenia uniflora L., extracto aceténico ICsg > 100 ug/mL
- Eugenia repanda O Berg, extracto diclorometdnico ICso = 6 ug/mL

- Eugenia uruguayensis Cambess., extractos hidroalcohdlico y acetdnico ICso > 100
ug/mL. Para el extracto diclorometdnico ICsp = 100 pug/mL; indujo proliferacidn celular en
forma muy marcada a concentraciones subinhibitorias, explicable por el fendmeno de
hormesis. Este fendmeno es frecuente y explica la proliferacion celular como respuesta
adaptativa a un factor moderado de stress -quimico en este caso- previa a la
manifestacion de efectos citotéxicos (Mattson 2008; Zhang 2008).
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Citotoxicidad de extractos de Eugenia mansoni O Berg frente a fibroblastos y
queratinocitos normales de piel en distintos periodos

La citotoxicidad de extractos vegetales de Eugenia mansoni O. Berg frente a lineas
celulares normales fibroblastos FF287 y queratinocitos KP#9 luego de 24, 48 y 72 h de
incubacidn, se observa en las Figuras 20y 21.

Para ambas lineas celulares se observé leve pero consistente induccién de proliferaciéon
celular por extractos vegetales acetdnico y diclorometanico de Eugenia mansoni O Berg
de concentracién menor a 100 ug/mL para los tres periodos de incubacion.

Fibroblastos FF287: Para el extracto acetonico I1Cg = 250 ug/mL en 24 h, porcentaje que
descendid y se estabilizd en 60% de supervivencia celular para esa concentracion al
segundo y tercer dia de incubacion. El extracto diclorometanico presentd un

comportamiento similar, considerando minimas desviaciones del método.
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Figura 24. Citotoxicidad de extractos vegetales de Eugenia mansoni O Berg frente a fibroblastos FF287 luego de 24,
48y 72 h de incubacion.
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Queratinocitos KP#9: El extracto aceténico presentd ICsp = 250 pug/mL mientras que la
supervivencia de queratinocitos en el extracto diclorometdnico es menor en un 5%

aproximadamente en los tres periodos.
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Figura 25. Citotoxicidad de extractos vegetales de Eugenia mansoni O Bergh frente a queratinocitos KP#9 luego de
24,48y 72 h de incubacion.

La observacion de fibroblastos FF287 al microscopio durante el proceso al que se
someten las células en el ensayo reveld células de aspecto fusiforme con algunas
prolongaciones citoplasmaticas o formas estrelladas; la morfologia se modificé a
concentraciones altas de extractos vegetales y por efecto del DMSO, siendo la forma
predominante redondeada o picnética correspondiente a fibroblastos muertos o
inviables, Figura 23. Los queratinocitos KP#9 son células de lento crecimiento y no se
observé cambios morfoldgicos sutiles a medida que transcurria el tiempo maximo de
incubacién (72 h), aunque se observé el cambio muy pronunciado entre células viables
tipicas -redondeadas o poligonales- y células no viables no adheridas.
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c)

Figura 26. Observacion microscopica de fibroblastos FF287 (x40): a)
fibroblastos en ausencia de extracto vegetal, b) fibroblastos con extracto
diclorometanico de hojas de Eugenia mansoni O. Berg en concentracién 250
pg/mL 48 h de incubacion, se observa el caracteristico abalonamiento celular,
c) fibroblastos con DMSO 10%
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5.7. CONCLUSIONES

La presente investigacion contribuyd al conocimiento de la biodiversidad de la flora
nativa uruguaya en la zona norte del rio Uruguay y rio Queguay, Departamento de
Paysandu, a través de los siguientes trabajos:

Relevamiento de especies en el bosque galeria sobre el rio Uruguay.

Colecta de plantas de 56 especies pertenecientes a 18 familias botanicas,
identificadas por el Botanico F. Haretche y un voucher specimen depositado en el
Herbarium del Museo y Jardin Botdnico “Atilio Lombardo” (MVJB) de Montevideo.

Las plantas fueron acondicionadas y se prepararon extractos vegetales
representativos con el fin de realizar un estudio bioprospectivo por su actividad
antifdngica.

Se selecciond una bateria de ensayos cuali-cuantitativos, sencillos, rapidos y de bajo
costo para el tamizaje de los extractos vegetales.

Las técnicas fueron puestas a punto para extractos vegetales y compuestos puros,
y comprendieron aspectos relativos a la selectividad de su capacidad antifungica,
caracterizacidn de su bioactividad y su modo de accion.

La coleccién de cepas fungicas expresa la preocupacién particular de los
investigadores acerca de los agentes etiolégicos presentes en la poblacién
uruguaya. El panel de cepas de coleccién internacional y aislados clinicos de
hongos patdégenos humanos utilizados en los ensayos fue representativo,
incluyendo hongos levaduriformes, filamentosos y dermatofitos de gran
importancia médica por su mortalidad o morbilidad.

Se desarrollé un método de ajuste de suspensiones de esporas de Aspergillus niger
para facilitar los ensayos, construyendo una escala de suspensiones de particulas
de carbdn en tween, a 100 afios de la construccion de la escala McFarland de uso
habitual en los laboratorios del mundo.

Como resultado de la bioprospeccién:

Se obtuvo informacidn relativa a la metodologia de colecta ya que las especies
cuyas plantas fueron colectadas poseian en general informacién etnobotanica o
etnofarmacoldgica que ameritaba comprobar su status medicinal. En ese sentido
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se descartd en tres casos el conocimiento popular de su utilizacion y a la vez
aumentd en un 20% la eficacia en la busqueda de plantas con actividad
antifungica. Sin duda la presente informacion contribuye a dar razones
farmacéuticas para el aprovechamiento sustentable del monte nativo.

La seleccion natural de los extractos vegetales de acuerdo a resultados de los
ensayos condujo al estudio particular de cuatro especies del género Eugenia. Los
extractos aceténico y diclorometanico de Eugenia mansoni O. Berg resultaron
activos contra cepas de Candida albicans y dermatofitos, con valores de
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) por debajo del limite considerado de
practica por la comunidad cientifica (Zacchino 2007); sumado a su accién fungicida
hacen muy interesante la continuacion del trabajo.

En relacion a Eugenia mansoni O. Berg, el fraccionamiento de sus extractos y la
verificacidon de efecto sinérgico de sus fracciones sugiere la posibilidad de optimizar el
extracto en vez de realizar un trabajo de Farmacognosia cldsico, por lo menos en este
punto de la investigacion. Fue necesario conocer su desempefio frente a células ad hoc
del tejido afectado (piel), y se procedié a realizar ensayos de citotoxicidad variando
células, concentracidon de los extractos vegetales y tiempo de incubacién; resultando
extractos vegetales muy adecuados por cuanto inocuos, por lo menos a la méxima
concentracion ensayada. Si se considera actividad antifungica y citotoxicidad, ya permite
apreciar una ventana terapéutica.

Las Mirtaceas sudamericanas ofrecen ciertas dificultades de reconocimiento e
identificacion. Un problema resuelto en parte, es la ubicacion de un marcador
quimiotaxondmico mediante un ensayo (HPLC) recomendado por farmacopeas.

La especie Eugenia mansoni O. Berg no es dudosa pero es poco frecuente en el Uruguay.

La produccion de extracto vegetal que permita continuar los estudios plantea un nuevo
desafio.
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Nota adhesiva
FE DE ERRATAS

En Fig. 17 debió decir "Bacillus subtilis"


