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1. INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariontes que componen el reino Fungi. Dentro de este
reino se encuentran los dermatofitos, que son un grupo de hongos filamentosos,
queratinofilicos responsables de las principales infecciones cutaneas denominadas
dermatofitosis o tifia; los cuales ocasionan sintomas y lesiones en la piel de los
animales y seres humanos. Se pueden transmitir de forma directa por contacto con la
piel y/o sus anexos del hospedador, asi como de forma indirecta, por contacto de
material contaminado con propagalos o fomites.

La dermatofitosis es considerada una zoonosis con una distribucion mundial, debido a
su facil transmision entre animales y personas. Se reporta que tan solo en los Estados
Unidos se ha registrado un gasto de $400 millones de dolares al afio segln los datos
recabados por la Academia Americana de Dermatologia, por lo que, son consideradas
patologias de interés epidemioldgico a nivel mundial con un impacto econémico
importante. En México, las micosis superficiales son muy frecuentes en la salud
publica, considerandose dentro de las diez dermatosis mas frecuentes, alrededor del
80% de todas las micosis presentes en consultas dermatolégicas, son causadas por
dermatofitos.

Microsporum canis es uno de los agentes causales mas frecuentes de dermatofitosis en
todo el mundo, provocando tifia en los seres humanos. Un problema alarmante respecto
a estas patologias micéticas, es la inevitable resistencia que han desarrollado estos
microorganismos a los tratamientos convencionales, debido; a la prescripcion
excesiva, el uso inadecuado e interrupcion de los tratamientos. Ademas, se han
observado efectos secundarios y niveles altos de toxicidad en pacientes con el uso
prolongado de estos, lo que ha llevado a la busqueda de soluciones alternativas como
aquellos derivados de plantas medicinales.

Se ha considerado a los fitoquimicos como una alternativa confiable para satisfacer las
necesidades de desarrollar nuevos agentes antimicéticos eficaces, menos toxicos que
superen las desventajas de los medicamentos antimicrobianos convencionales,
incluidos los efectos secundarios, toxicidad e ineficacia, que los ha hecho menos

exitosos en las estrategias terapéuticas.
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Algunos estudios han demostrado que algunas plantas como Artemisia ludoviciana y
Cordia boissieri, las cuales son endémicas del estado de Nuevo Ledn, poseen
importante actividad antimic6tica, antimicrobiana e incluso ixodicida.

En base a lo anterior el presente trabajo tiene como objetivo; evaluar la actividad

antimicética de A. ludoviciana y C. boissieri contra el hongo M. canis.

2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de los hongos.

Los hongos son organismos eucariontes que componen el reino Fungi y que se dividen
en dos grandes categorias; filamentosos y levaduriformes. Cuentan con una pared
rigida de quitina y glucano (Graser et al., 2000). Dentro de los hongos filamentosos, se
encuentran los dermatofitos (Hayette & Sacheli, 2015), que pertenecen a la familia
Arthrodermataceae (de Hoog et al., 2017; Monod, 2008).

2.2. Dermatofitos.

Los dermatofitos son hongos queratinofilicos es decir, se alimentan de la queratina
presente en la piel y sus anexo (Chermette et al., 2008). Son patdgenos que causan
infecciones topicas (Guarro, 2012). Se aislan de manera frecuente en humanos y
animales (Murmu et al., 2015; Weitzman & Summerbell, 1995). Con el tiempo, han
evolucionado debido a las crecientes interacciones que han tenido con los animales de
compafiia, animales de vida silvestre y animales de produccion, adaptandose a un estilo
de vida parasitario infectando a las personas (Paryuni et al., 2020; Rodriguez-Cerdeira
et al., 2021; Segundo et al., 2004).

2.2.1. Taxonomia y clasificacion.
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Su taxonomia se fundamenta en criterios morfoldgicos, macro y microscopicos,
relacionados con la fase de reproduccion asexual (M. M. Sarmiento et al., 2016).
Actualmente se reconocen seis géneros, entre los cuales se encuentran; Microsporum
spp, Trichophyton, Epidermophyton, Arthroderma, Lophophyton y Nannizzia (Begum
et al., 2020; Graser et al., 2000). De acuerdo con su habitat, podemos clasificarlos en:
Zoofilicos, antropofilicos y geofilicos (Boehm & Mueller, 2019; Rodriguez-Cerdeira
etal., 2021) .

Tabla 1. Sistema de clasificacion de los dermatofitos (CSPH, 2005; de Hoog et al., 2017;).

Dermatofitos Zoofilicos Principalmente se  encuentran en

animales y son transmisibles a humanos.

Dermatofitos Antropofilicos Principalmente se  encuentran en
humanos.

Se encuentran en el suelo y se asocian

Dermatofitos Geofilicos SO Pely, PURES o PEUhEE o

descomposicion, entre otros. Infectan

tanto a humanos como a animales.

2.3. Microsporum canis.

Es un hongo filamentoso queratinofilico, el cual posee dos formas de reproduccion,
usualmente M. canis interactlia con su entorno como un hongo asexual o imperfecto
(anamorfo) (Martinez-Rossi et al., 2008), es decir que para reproducirse no necesita
una meiosis previa a la mitosis sin embargo en algunas ocasiones se le puede encontrar
con reproduccién sexual o perfecto (telemorfo), el cual supone una meiosis antes de la
division celular, sin embargo habitualmente se aislan en un estado asexual (Singh &
Srivastava, 2019; Weitzman & Summerbell, 1995).

Tabla 2. Taxonomia de M. canis (Graser et al., 2000).

12



Ascomycota
Eurotiomicetos
Onygenales
Arthrodermataceae
Microsporum

Microsporum canis

2.3.1. Morfologia e identificacion.

Macroscopicamente, las colonias tienen una coloracion blanca, con aspecto
algodonoso o velloso, plano radial y produce una coloracion amarilla intenso o naranja
al reverso de la colonia. Crecen a una temperatura que oscila entre 28 a 32°C, con un
periodo de incubacion de 7 a 14 dias (Aneke et al., 2018; Moreno-Coutifio, 2009;
Stuntebeck et al., 2018) (Koneman, 2006; Pasquetti et al., 2017).

Microscopicamente, M. canis, presenta abundantes macroconidias, estructuras
fusiformes con una medida aproximada de 35-110 x 12-25 pum, con varios septos,
conteniendo entre 6 y 12 células cada uno, caracteristico de esta especie, presenta
paredes rugosas y anchas con un didmetro aproximado de 2 um, presenta tabiques de
manera transversa creando especies de celdillas. Por lo general, presenta escasas
microconidias, estructuras piriformes dispuestas a lo largo de la hifa de forma alterna,
con un tamario de entre 1y 2 um (Sarmiento et al., 2006). Presenta abundantes hifas,
que son estructuras alargadas, delgadas, y forman ramificaciones con aspecto de arbol,
parecido a raquetas (Betancourt et al., 2009; Moreno-Coutifio, 2009; Segundo et al.,
2004).
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Figura 1. Cultivo de M. canis. A) Anverso, colonia amarillo-naranja. B) Reverso, color
amarillosa amarillo con micelio blanco, aspecto algodonoso. Medio de cultivo agar dextrosa de
Sabouraud (V., & T. C. Sarmiento, 2006).

Figura 2. Macroconidias de Microsporum canis 1000 x. (Boehm & Mueller, 2019).
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2.3.2. Epidemiologia.

El departamento de Dermatologia del Hospital Universitario, ubicado en la ciudad de
Monterrey, Nuevo Ledn, México, realizd un estudio en el que se recopild la
informacion de 2,397 casos de dermatofitosis entre los afios 1978-1990, de los cuales
se aislaron Trichophyton rubrum (45%), Trichophyton mentagrophytes (23.7%),
Thrichophyton tonsurans (21%), Microsporum canis (7.1%) y Epidermophyton
floccosum (2.5%) (Welsh et al., 2005). Por otro en el 2021, se report6 que de 140 casos
de aislados clinicos de tinea pedis, se observo a T. rubrum (45%) como la especie mas
frecuente, seguida deT. mentagrophytes sensulato (23%), Epidermophyton
floccosum (9%), T. tonsurans (7%) y Trichophyton spp., (17%) (Heya et al., 2021).

Uno de los principales dermatofitos que afecta a perros y gatos es M. canis. La alta
incidencia en la transmision hacia las personas amerita la educacion preventiva a los
propietarios de mascotas. Ademas de poder infectar una gran variedad de animales,
existen estudios que han reportado una prevalencia en perros del 46% y del 69.7% en
gatos (Seker & Dogan, 2011). Varios estudios retrospectivos, han reportado que la
incidencia de M. canis en animales de compafiia ha sido del 81.8% al 97% (Havlickova
et al., 2008.; Indarjulianto et al., 2017).

Alrededor del 90% de las infecciones por dermatofitos en gatos han sido por M. canis.
Siendo este el principal hospedador, el cual puede infectar otros animales como: perros,
conejos, cerdos, cabras, roedores, tigres, conejillos de indias, simios y personas,
considerando los factores antes mencionados (Frymus et al., 2013). Es uno de los
agentes causales de dermatofitosis méas frecuentes en todo el mundo, ocasionando en
las personas principalmente tila de cabeza 'y cuerpo en nifios.
En México, se realizd un estudio retrospectivo de 20 afios (1994-2014), donde se
mostré una prevalencia del 1.8%, no se demostro preferencia por generd, 49.7% en
hombres y 49.4% en mujeres, en cuanto a las edades, se presentd en pacientes de 2
afios con un 43% y de 6 a 9 afios con un 67% (Avila-Sosa et al., 2020).

En México, M. canis es responsable del 60-80% de los casos de tifia de la cabeza (tinea
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capitis) en infantes. Alrededor de 83% de estos casos son zoonosis (Arenas, 2014;
Arrazola-Guerrero et al., 2015; Segundo et al., 2004).

2.3.3. Factores de riesgo.

Los factores asociados a la predisposicion de la enfermedad son: la higiene deficiente,
el hacinamiento, el contacto con animales domésticos como son los perros y gatos
infectados, ademas de comorbilidades y situaciones de inmunodepresion por parte del
paciente, asi como climas calidos, tropicales y subtropicales que facilitan la
proliferacion del patégeno (Arrazola-Guerrero et al., 2015). A menudo se observan
epidemias en familiares que tuvieron contacto con mascotas infectadas (Copetti et al.,
2006; Ginter-Hanselmayer et al., 2017; Hayette & Sacheli, 2015; Murmu et al., 2015).

2.4. Dermatofitosis por M. canis (Patogenia, respuesta inmunoldgica y lesiones).

La dermatofitosis es una enfermedad zoonoética de alta importancia (Paryuni et al.,
2020). Se conoce comunmente como tifia y se caracteriza macroscépicamente por
alopecia multifocal y costras en la piel, acompanada de lesiones de tipo “ringworm”
(lesiones circulares enrojecidas) (Fig. 3, 5A 'y 6) con prurito y descamacion (Fig. 4)
(Indarjulianto et al., 2017, Murmu et al., 2015).
La patogenia se divide en tres etapas y estas se clasifican desde el momento en que el
hongo entra en contacto con el hospedero, hasta que se manifiestan los signos clinicos.
Las etapas son: adhesion, invasion y respuesta inmunoldgica (Begum et al., 2020). La
adhesion de las artroconidias del hongo al tejido del hospedador, es dependiente del
tiempo. El tiempo de adherencia in vitro para M. canis, inicia a las dos horas, con un
incremento marcado a las seis horas post inoculaciéon (Uribe & Castro et al., 2013;
Stuntebeck et al., 2018). Este proceso es mediado a través de adhesinas fungicas y su

interaccion con los receptores de las células hospederas (Vermout et al., 2008).
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En M. canis se ha demostrado la funcién de proteasas (Monod, 2008). La enzima
exopeptidasa dipeptidil peptidasa participa en la activacion o inactivacion de diversos
péptidos en el extremo N — terminal (Seker & Dogan, 2011). Una vez adherido a las
células hospederas, las hifas comienzan el proceso de invasion y crecimiento (Paryuni
et al., 2020), donde se reducen los puentes disulfuro mediante una bomba de flujo de
sulfito, degradando las proteinas, permitiendo el acceso de las enzimas flngicas a la
queratina (Uribe & Castro et al., 2013; Vermout et al., 2008). Las subtilisinas y las
fungalisinas, digieren las proteinas en péptidos de cadena larga, los cuales se
convierten en aminoacidos y péptidos por la accion sinérgica de las leucinas
aminopeptidasas (Lap 2) y las dipeptidil peptidasas (DpplV) (Monod, 2008; Murmu et
al., 2015). Una vez degradadas las proteinas de la queratina, quedan aminoacidos,
dipéptidos y tripéptidos, los cuales son fuentes nutricionales para los dermatofitos
(Copetti et al.,, 2006; Frymus et al., 2013; Pin, 2017).

El dermatofito interfiere en el mecanismo de defensa del huésped y esto influye en la
respuesta inmune del paciente (Romani, 2004). Este hongo posee antigenos
inespecificos, siendo el mas conocido; la tricofitina, que estimula la produccion de
interleucina-8 (IL-8) mediante queratinocitos y promueve la acumulacion de
neutrofilos en el estrato corneo (Almeida, 2008; Monod, 2008). El glucopéptido que
estimula la respuesta inmune celular y su parte peptidica, la respuesta inmune humoral.
Las conidias suelen ser fagocitadas por macréfagos, sin embargo, este proceso puede
ser inhibido por exoantigenos o carbohidratos como el manano, que se une a receptores
de manosa o de B-glucano (Monod, 2008). Los carbohidratos de membrana del hongo,
forman parte de la fagocitosis de conidias. Los receptores tipo lectina, juegan un papel
importante en este sistema, ya que se unen a los carbohidratos (da Cunha et al., 2019;
Richmond & Harris, 2014). Citocinas como: IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15, TNF-a y
factor de crecimiento transformante [, tienen funciones inmunolégicas en las

respuestas a infecciones por este hongo (Monod, 2008b; Moriello et al., 2017).
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La interleucina IL-17, es una citocina que se encarga principalmente de crear
conexiones entre la respuesta humoral y la inmunidad celular; en las respuestas
inflamatorias a la infeccion por hongos (Almeida, 2008; Carvalho Reis et al., 2019;
Paryuni et al., 2020a; Richmond & Harris, 2014; Romani, 2004).

M. canis, se caracteriza por provocar sintomas como prurito y lesiones caracteristicas,
como: alopecia, papulas, eritemas y descamaciones (Fig. 4 y 5), pudiendo inducir a
infecciones secundarias (Aneke et al., 2018a; Havlickova et al., 2008; Hayette &
Sacheli, 2015; K. A. Moriello, 2003). Pacientes que padecen comorbilidades como:
diabetes, obesidad, hipertension, o padecimientos inmunocomprometedores, son mas

susceptibles a adquirir esta clase de infecciones (Indarjulianto et al., 2017) .
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Figura 3. A) Tifla de la cara en un neonato, lesiones por M. canis (Mayorga et al., 2016). B) Tifia
de cuerpo, paciente pediatrico, lesiones con placas eritematosas redondeadas por M. canis
(Arenas, 2014).

Figura 4. Yorkshire terrier joven con infeccidon debido a M. canis con zonas alopécicas y eritema
(Boehm & Mueller, 2019).
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Figura 5. Lesiones causadas por M. canis en pacientes humanos. A) Lesion facial en infante. B)
Lesién supurativa en tifia de la cabeza, Querion de Celso (Bonifaz, 2015).

Figura 6. Lesiones nasales en felino causadas por M. canis y contaminacidn zoonética a su
propietario (Chermette et al., 2008).

19



2.4.1. Diagnostico.

El diagndstico se lleva a cabo principalmente a travées de la observacion de los signos
clinicos y mediante observacion de las lesiones bajo luz de lampara de Woods, (Begum
et al., 2020; Hayette & Sacheli, 2015; Molina De Diego, 2011; K. A. Moriello et al.,
2017). Una vez que se sospecha de esta enfermedad, es indispensable la utilizacion de
pruebas como: diagnostico directo (KOH 10%), pruebas dermatoldgicas como
Fungassay Ringworm Kits e incluso PCR (Reaccion Cadena de la Polimerasa) para
una mayor especificidad en la identificacion del patdgeno y tener con una mejor

orientacion del tratamiento (Betancourt et al., 2009; Blasco-Morente et al., 2014).
2.4.2. Tratamientos convencionales.

La mayoria de los tratamientos antifungicos pertenecen a la familia de los azoles
(clotrimazol, miconazol, econazol, oxiconazol, fluconazol, itraconazol, fluconazol,
entre otros), otros farmacos utilizados son los compuestos de alilamina como son: la
terbinafina y la naftinina (Gupta & Cooper, 2008). Por lo regular, son tratamientos
topicos administrados en lesiones no extensivas, en ocasiones la infeccion es
persistente y no cede a los tratamientos topicos, por lo que es necesario brindar un
tratamiento sistémico, considerando que tenga actividad fungistatica (Martinez-Rossi
et al., 2008; Pfaller, 2012; Teixera De Aguiar Peres et al., 2010). En casos severos de
dermatofitosis, con lesiones expuestas que provocan infecciones secundarias por
bacterias, es necesario la administracion de antibiéticos (Castan et al., 2001; Lopes et
al., 2017).
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2.4.2.1. Efectos adversos de los tratamientos convencionales.

A continuacion, se muestra una tabla con algunos efectos adversos y toxicos de

algunos antifangicos de uso comun:

Tabla 3. Algunos efectos adversos y toxicos, en el uso de antimicéticos utilizados actualmente en

medicina veterinaria (Guia ESCCAP No2, 2011; Romero &; Gonzalez, 2020).

Farmacos
Enilconazol

Formulaciones
terbinafina +
clorhexidina

Formulaciones

ketoconazol + gluconato
de clorhexidina
Itraconazol

Ketoconazol

Fluconazol

Terbinafina
Griseofulvina

Lufenuron

Efectos adversos
Decoloracion  del  pelaje,
debilidad del tren posterior,
elevaciones en la fosfatasa
alcalina sérica.

Manchas en el pelaje, irritacion,
poca eficacia para combatir al
dermatofito. Tratamientos
constantes y prolongados.
Manchas en el pelaje, irritacion,
poca eficacia para combatir al
dermatofito. Tratamientos
constantes y prolongados.
Embriotoxicidad y
teratogenicidad.

En perros se ha demostrado que
interfiere con la sintesis de
esteroides enddgenos,
depresion, inapetencia,
aumentos de albumina, calcioy
fosfatasa alcalina. En los gatos
el pelo se torna aspero y seco.
Voémito, diarrea y alanin
aminotransferasa elevada bajo
dosificaciones altas.

Hinchaz6n periocular,
guemosis y eritema conjuntival.
Cefalea, malestar estomacal,
vomitos, diarrea y debilidad.
Vomito, letargia o depresion,
anorexia, diarrea, disnea,
prurito y otros efectos cutaneos.
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2.5. Resistencia de M. canis.

El fendmeno de resistencia que ha presentado M. canis en los ultimos afos, se debe a
su alta capacidad de contagio y tratamientos fallidos, ya que su reincidencia ha sido
del 25% y 40% en los pacientes con dermatofitosis. Este fendmeno ocurre cuando se
administra una dosis mayor al rango indicado para las cepas salvajes (Pfaller, 2012).
El mal diagndstico y el tratamiento inadecuado por largos periodos de tratamiento,
incentivan el surgimiento de cepas resistentes (Martinez-Rossi et al., 2008). Un estudio
evalud la resesistencia de cepas dermatofiticas, exponiendo a M. canis ante el
voriconazol y el fluconazol, mediante el protocolo clinico laboratorial estandarizado
de ensayo por dilucion. Los rangos de CMI para el voriconazol fueron del 0.002 al 0.06
pg/mL y del 0.25 al 32 pg/mL para el fluconazol, sugiriendo una resistencia inata al
fluconazol por parte de estas cepas (Ghannoum et al., 2006). Por su parte Aneke et al.,
en 2018, revelaron que tratamientos como el fluconazol y la griseofulvina, dejaron de
ser opciones terapeuticas viables para el tratamiento de M. canis, esto debido al
desarrollo de resistencia, mientras que aun existe suceptibilidad ante el itraconazol y

la terbinafina.

2.6. Extractos de plantas como tratamiento alternativo.

En la actualidad existe una gran cantidad de estudios, donde se ha comprobado la
efectividad de diversos extractos de plantas en multiples aplicaciones antibacterianas
y antimicoticas (Waksman De Torres et al., 2011). En la Tabla 4, se muestran los
diversos estudios realizados con diferentes extractos de plantas en la erradicacion de

agentes patdgenos.
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Tabla 4. Estudios y reportes de la utilizacion de extractos de diversas plantas para la
erradicacion de agentes patégenos.

Cymbopogon nardus L..
140 plantas diferentes.

Armoracia rusticana.

Unguento de timol, alcanfor,

mentol o aceite de eucalipto.

Alnus  rubra, Artemisia
ludoviciana, Artemisia
triakntata, Geum
macrophyllum, Mahonia
aquifolium, 'y  Moneses
unifora.

Cordia verbenacea.
Chrysanctinia mexicana,

Colubrina greggii, Cyperus
alternifolius, Ceanothus
coeruleus, Schinus molle,

Cordia boissieri.

Litchi chinensis.

Microsporum canis.

Varias especies de dermatofitos.
Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, M. canis, Vy
Epidermophyton floccosum.
Candida

Trichophyton mentagrophytes.

parapsilosis y

Aspergillus  flavus,  Aspergilfus
fumigatus, Candida  albicans,
Fusarium tricuictum, Microsporum

cooker y Microsporum gypseum,
Saccharomyces cerevisiae,
Trichoderma viridae y Trichophyton
mentagrophytes.

Candida albicans, Candida Krusei,
Bacillus

27)

Staphylococcus  aureus,

cereus, (Escherichia coli
multiresistente Gram-negativa.
Gram-negativas (Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae
y Acinetobacter baumannii), Gram
positivas (Enterococcus faecalis),
dos cepas de (Staphylococcus
(Candida

albicans, C. krusei, C. tropicalis, C.

aureus), Yy levaduras

parapsilosis and C. glabrata)

Trichoderma virens.

(Capoci et al., 2015).
(Cock & van Vuuren, 2020).
(Choi et al., 2017).

(Derby et al., 2011).

(Mccutcheon et al., 1994).

(Rodrigues et al., 2012).

(Waksman De Torres et al.,
2011).

(Hu etal., 2019).
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2.6.1. Familia Boraginaceae

La familia Boraginaceae, borraja o nomeolvides, abarca plantas con flores, constituidas
en 148 géneros y con mas de 2,700 especies. Las boraginaceas son frecuentemente
herbaceas y peludas, anuales o perennes. Esta familia incluye una serie de plantas
ornamentales de jardin, como la: Heliotropium (heliotropo), Mertensia virginica
(Virginia bluebell), Phacelia (escorpion), Pulmonaria (lungwort) y Myosotis
(nomeolvides). Muchas especies son venenosas, pero algunas se han usado con fines
medicinales, como son: Borago officinalis (borraja), Symphytum officinale (consuelda)
y Lithospermum (puccoon o stoneseed). En los trépicos se encuentra el género Cordia,

con mas de 200 especies (Berry, 2008).

2.6.1.1. Cordia boissieri (Anacahuita)

Cordia boissieri, cominmente llamada de Anacahuita, es una planta cuyos extractos
de raiz, se utilizan como emolientes en las Antillas y en México (Waksman De Torres
et al., 2011). Las jaleas hechas de los frutos son seguros de comer, mientras que el
jarabe hecho de las frutas, se usa para tefiir telas y tratar la tos (Owis et al., 2017). Las

hojas son usadas para aliviar el reumatismo y problemas pulmonares.

Es considerada un potente antimicrobiano debido a sus metabolitos secundarios
activos, tal efecto se ha probado contra Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus Haemophilus influenzae y Mycobacterium tuberculosis (Molina-Salinas et al.,
2007). Ademas, se ha reportado actividad antimicética de C. boissieri sobre la levadura
Candida glabrata (Waksman De Torres et al., 2011) . A continuacion, se observa la

taxonomia de C. boissieri (Tabla 5.)
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Tabla 5. Taxonomia de la planta C. boissieri (Feuillet Christian, 2018).

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Familia: Boraginaceae
Orden: Lamiales
Género: Cordia

Especie: Cordia boissieri

2.6.2. Familia Asteraceae.

También llamada de Compositae, posee mas de 1,620 géneros y 23,600 especies de
hierbas, arbustos y &rboles, distribuidos en todo el mundo. Son importantes
principalmente por sus plantas ornamentales, como las incluidas en los géneros;
Ageratum, Aster, Chrysanthemum, Cosmos, Dahlia, Tagetes y Zinnia. Asi también, se
incluyen dentro de esta familia otras plantas de jardin, flores silvestres, vegetales y

semillas comestibles (Sampaolo M. & Petruzello M., 2008).

2.6.2.1. Artemisia ludoviciana (Estafiate).

Ha sido utilizada en México desde tiempos prehispanicos. El registro mas antiguo que
se tiene del uso de esta planta es en el Cdodice Badiano. Es de las especies méas antiguas
reportadas en escrito, bajo el nombre de Iztauhyatl, es de mucha utilidad para tratar
debilidad en las manos, dolores de pies, hemorroides y dolores de cabeza (Anaya-
Eugenio et al., 2014).

De acuerdo con el Codice Florentino, esta especie era considerada valiosa para tratar
dolor, fiebre y resfriados. Posteriormente se documentd, que era muy util para las
hemorroides, padecimiento de estdmago, colicos, bronquitis, indigestion, flatulencia e
inflamacion y es considerado un poderoso antihelmintico (Palacios-espinosa et al.,
2021).
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En la actualidad es utilizada para tratar; enfermedades parasitarias, malestar estomacal,
diarrea, padecimientos de la vesicula y diabetes. Se ha reportado actividad antimicética
de A. ludoviciana sobre Microsporum cookeri, Microsporum gypseum y Trichophyton
mentagrophytes (Mccutcheon et al., 1994). Esta planta se ha analizado en cuestiones
fitoquimicas, obteniendo metabolitos secundarios como; los monoterpenos,

sesquiterpenos, lactanos y flavonoides ( Bisht et al., 2021; Trendafilova et al., 2021).

Tabla 6. Taxonomia de la planta Artemisia ludoviciana (Shultz Leila M, 2018).

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Familia: Asteraceae
Orden: Asterales
Género: Artemisia
Especie: Artemisia ludoviciana
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3. JUSTIFICACION

Actualmente los problemas micoticos causados por dermatofitos representan un
problema alarmante en la salud humana y veterinaria, debido a su facil transmision
entre animales y personas, asi como a los costos y dificultades para su control. Las
dermatofitosis son consideradas patologias de interés epidemioldgico a nivel mundial
con un alto impacto econémico. Tan solo en los Estados Unidos, se ha registrado un
gasto de $400 millones de ddlares al afio, segun los datos recabados por la Academia
Americana de Dermatologia. M. canis es considerado uno de los agentes causales mas
frecuentes de dermatofitosis en todo el mundo, provocando la tifia en el ser humano.
Las malas aplicaciones y diagnosticos fallidos con aquellos farmacos que en algin
punto causaban la muerte de estos microorganismos, culminé con lo que en la
actualidad conocemos como resistencia. A causa de esto, las dosificaciones de dichos
farmacos tuvieron que incrementarse cada vez mas, causando efectos de toxicidad en
los usuarios, sin obtener resoluciones completas. Es por esto que se ha considerado a
los fitoquimicos como una alternativa confiable para satisfacer las necesidades de
desarrollar nuevos agentes antimicGticos eficaces y menos toxicos, que superen las
desventajas de los medicamentos antimicrobianos convencionales. Por lo que el
presente trabajo tiene como objetivo, evaluar la actividad antimicatica de los extractos
de las plantas A. ludoviciana y C. boissieri contra el hongo M. canis, ademas de
evaluar su citotoxicidad en células HaCaT para futuras consideraciones terapéuticas.
Esto con la finalidad, de obtener un nuevo tratamiento, con menor toxcicidad y al que

el hongo sea susceptible.
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4. HIPOTESIS

Los extractos de las plantas A. ludoviciana, y C. boissieri, poseen actividad

antimicética contra M. canis y presentan baja citotoxicidad en queratinocitos.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimicético de los extractos metandlicos de A. ludoviciana y C.

boissieri sobre M. canis, asi como su citotoxicidad en queratinocitos.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener los extractos metanolicos de las hojas de A. ludoviciana y C. boissieri
y caracterizarlos fitoquimicamente.

2. Activar la cepa de M. canis.

3. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria y la Minima fungicida de
cada extracto sobre M. canis.

4. Determinar la actividad citotoxica de los extractos en una linea celular HaCaT

de queratinocitos.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1. Obtencion de la materia vegetal.

Las hojas de las plantas se colectaron en dos estados de la republica mexicana. A.
ludoviciana (Estafiate) se colecté en el municipio de Jaumave, Tamps, bajo las
coordenadas: 23° 24' 22.36, -99° 22' 50.59; mientras que C. boissieri (anacahuita) se
colectd en el municipio de Guadalupe, N. L. (25°71°53.09,-100°22°52.36). Posterior a
la colecta, fueron trasladadas al Laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de
Ciencias Biologicas (FCB) de la U.A. N.L.

7.2. Obtencién de los extractos.

La obtencion de los extractos se realizé en el Laboratorio de Quimica Analitica de la
FCB de laU.AN.L.

7.2.1. Extraccion Soxhlet.

Posterior a la colecta, la materia vegetal fresca fue lavada profundamente con agua
destilada y sometida a un proceso de secado al sol durante 12 horas, cabe sefialar que
este secado se realiz6 en temporada de verano, por lo que las condiciones permitieron
el secado de la planta en este periodo de tiempo. Una vez seca se cortd con tijeras en
trozos pequefios y fue pesada en una balanza analitica. Para armar el cartucho del
equipo Soxhlet, se colocd una base de algoddn plisado en el fondo, en la parte media
se colocaron 70 g de planta seca y se cubrio dicho material con una ligera capa de
algodon. En la base del extractor Soxhlet, se colocé un matraz con 700 ml de metanol
al 70%. El equipo Soxhlet, se mantuvo en recirculacion durante 24 hrs con la mantilla

para calentar a una temperatura de 30-35°C.

7.2.2. Evaporacion a presion reducida.

En este proceso se utiliz6 un equipo rotavapor, en el cual, se sometié el extracto a una
evaporacion con Bafio Maria a una temperatura de 35°C, cabe mencionar que el

rotavapor mantiene una baja presion y extrae la mayor parte del metanol al 70%,
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dejando Unicamente componentes de la planta con una minima cantidad del solvente.
El extracto fue recolectado con ayuda de un sonicador a 25°C y almacenado en frascos
de color &mbar. Se obtuvo su peso en la balanza analitica y este dato fue registrado
para posteriormente calcular el porcentaje de rendimiento de cada uno de los extractos.

7.2.3. Evaporacion del solvente y almacenamiento.

Los frascos se rotularon y se taparon con papel aluminio, se hicieron algunos hoyos
para permitir la evaporacion del exceso de solvente. Estos permanecieron en una
incubadora a 30°C durante tres semanas, durante este periodo de tiempo se realizaron
tres pesajes para valorar la pérdida del solvente a través de las diferencias de peso. Una
vez listo, el extracto fue almacenado en refrigeracion a una temperatura de 4°C. Se
realizd una compilacion de datos de los pesajes para el calculo del porcentaje de

rendimiento de los extractos y para ello se utiliz6 la siguiente formula:

% de Rendimiento = ﬁx 100

Donde:
PE = Peso obtenido después de la extraccion.

Pl = Peso inicial del material vegetal a extraer.

7.3. Caracterizacion parcial (Tamizaje fitoquimico).

El proceso de caracterizacion parcial o tamizaje fitoquimico se realizé con la finalidad
de obtener informacién referente a los compuestos bioactivos, que contienen los
distintos extractos. En este proceso se obtuvieron resultados cualitativos en cuanto a la
presencia o ausencia de compuestos fitoquimicos a través de reacciones colorimétricas
y de precipitacion (Mendoza y Escamilla, 2018). Los resultados se registraron en
cruces, relacionando la reaccion observada con la presencia o ausencia del compuesto

vegetal: (-) = ausente y (+) = presente.
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7.3.1. Grupo carbonilo (Prueba de la 2-4 dinitrofenilhidrazina).

Una muestra de 5 mg del extracto se disolvio en 1 ml de etanol y se le afiadié 1 ml de
una solucién saturada de 2-4 dinitrofenilhidracina en HCI 6N. La formacién de un

precipitado de color amarillo o naranja indico la presencia del grupo carbonilo.
7.3.2. Oxidrilos fendlicos (taninos vegetales) (Prueba del FeClI3).
Se disolvieron 1-2 mg del extracto en 1 ml de agua o etanol y después se agregaron

gotas de FeCls al 2.5% en agua. La aparicion de un precipitado rojo, azul-violeta o

verde se considerd positivo.
7.3.3. Esteroides y terpenos (Prueba de Salkowski).
Se disolvi6 de 1-2 mg de cada extracto en 1 ml de cloroformo y posteriormente se le

agregd 1 ml de H»SO4. Se consideré un resultado positivo para esteroles y

metilesteroles, al formarse un anillo rojo-marrén en la interfase.
7.3.4. Prueba de Molish para carbohidratos.
A 1-2 mg del extracto, se le agreg6 gota a gota el reactivo de Molish (alfa-naftol al 1%

en etanol), luego, 1 ml de H2SO4 por las paredes del tubo. La prueba se considerd

positiva cuando se formo un anillo coloreado de color parpura en la interfase.
7.3.5. Prueba de las cumarinas.
Se disolvieron 1-2 mg del extracto en etanol y se le agreg6 gota a gota el reactivo

NaOH al 10%. La prueba se considerd positiva en el caso de presentar una coloracion

amarilla que desaparece al acidificar la solucién.

7.3.6. Sesquiterpenlactonas (Prueba de Baljet).

A 2-3 mg del extracto disueltos en etanol se le agregaron 3-4 gotas de la solucién
mezcla, siendo positiva si se tornd de color naranja a roja oscura. La solucion mezcla

1:1 consistio en una solucion A que contiene: CeHaN30O7 al 1% en etanol y una B de
NaOH al 10%.
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7.3.7. Flavonoides (Prueba del H2SO4).

Una pequefia cantidad del extracto se disolvio en H2SO4 y un resultado positivo indicd
coloracion amarilla para flavonoides, naranja-guinda para flavonas, rojo-azuloso para

chalconas y rojo-parpura para quinonas.
7.3.8. Alcaloides (Prueba de Dragendorff).

Se us6 la modificacion de Munier y Macheboeuf (Kikugawa, 1967) para la
determinacion de alcaloides. Para ello se prepararon dos soluciones, la solucion A con
0.85 g de Bi(NO3)3, los cuales se mezclaron con 10 ml de CHsCOOH y 40 ml de agua
y Solucién B con 8 g de Kl disuelto en 20 ml de agua. El reactivo se prepar6é mezclando
5 mlde “A”,4 ml de “B” y 100 ml de agua, la prueba se considerd positiva en caso de

presentar coloraciones rojo-naranja, persistentes por 24 hrs.

7.3.9. Prueba del NaHCQOs para saponinas.

La sal se prepard al 10% en agua. Se disolvieron de 1-2 mg del extracto en agua o
etanol y se le agregaron de 2-3 gotas de H2SO4 concentrado. Se agito ligeramente, y se
agregaron 2-3 gotas de la soluciéon de NaHCOs. La aparicion de burbujas y su

permanencia por mas de 1 min, indicaron la presencia de saponinas.

7.3.10. Prueba de Salkowski para saponinas.

Se disolvieron de 1-2 mg del extracto en 1 ml de cloroformo y se les afiadié 1 ml de
H>SO4. La prueba se considero positiva en caso de la aparicion de color rojo.

7.3.11. Aromaticidad (Prueba del H2SOs- CH20).

Se prepar6é una mezcla de 1 ml de H>SO4 concentrado con una gota de CH.O
(formaldehido). Se disolvieron de 1-5 mg del extracto disuelto en un disolvente no

aromatico (etanol) y se afiadieron unas gotas de la mezcla anterior y al aparecer un

color rojo-violeta, la prueba se considero positiva.
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7.4. Activacion de la cepa de Microsporum canis.

7.4.1. Preparacion del Agar bacteriologico.

Para la preparacion del agar PDA (Agar Papa Dextrosa), se colocaron 8.775 gr del
reactivo en polvo en un matraz de 500 ml previamente rotulado. Para el agar ADS
(Agar Dextrosa Sabouraud), 14.625 gr de SDA. Para ambos agares, se vacio
gradualmente 225 ml de agua destilada, se mezcld y se colocé al calor en un mechero
de Bunsen para una mayor disolucién de los componentes. En la preparacion del agar
Avena, se utilizd avena comercial marca Quaker en hojuelas y se colocd 8.775 gr de
avena en un matraz de 500 ml con 225 ml de agua destilada. La mezcla fue colocada
al calor en un mechero de Bunsen en un periodo de tiempo aproximado de 5 minutos,
esto se realizo con la finalidad de cocinar un poco las hojuelas y que sus componentes
quedaran en la disolucién. Al enfriarse un poco, se utilizé un colador para remover las
hojuelas de avena. Esta mezcla se coloco en una probeta y el volumen resulto en 220
ml, esta diferencia de volumen se completd a 225 ml agregando 5 ml de agua destilada.
Posteriormente se coloc6 en un matraz de 500 ml, donde se le agreg6 8.775 gr de Agar
bacterioldgico. El matraz fue colocado al calor en un mechero de Bunsen para una
mayor disolucion de sus componentes. En los 3 matraces, se colocé cinta testigo y un
tapdn de torunda de gasa, despues fueron colocados en la autoclave bajo condiciones
de temperatura y presion adecuadas para su esterilizacion. Una vez fuera de la
autoclave, las mezclas fueron vaciadas en cajas de Petri y se dejaron enfriar a 4°C para

Su posterior uso.

7.4.2. Siembray activacion de la cepa de M. canis.

Para la siembra de M. canis, se utilizO una cepa ATCC proporcionada por el
Laboratorio Interdisciplinario de Investigacion Dermatoldgica Hospital Universitario
José E. Gonzalez-U.A.N.L. Se tomé una pequefia muestra de la cepa ATCC con el asa
bacteriologica y se colocé en la parte central de la caja de Petri con el medio de cultivo.
La siembra fue realizada en medio PDA, SDA y agar Avena y las placas de Petri se

colocaron en la incubadora a 32°C durante 7-10 dias.
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7.4.3. ldentificacion morfoldgica de M. canis.

Una vez que el hongo crecid y generd conidias en el agar Avena, con un trozo de cinta
scotch entre los dedos, se colectaron las conidias, posterior a esto, la cinta se pegd en
una laminilla colocando la parte de las conidias sobre una gota de azul de lactofenol.
Se realizé la identificacion morfologica del hongo, a traves de la observacion de las
macroconidias segmentadas, caracteristicas del género Microsporum spp., en el
microscopio dptico bajo el lente de 40x.

7.4.4. Conservacion de las conidias para cepario.

Se colocé en la autoclave un tubo con 20ml de solucién salina fisioldgica al 0.9%. A
partir de este volumen, se colocaron 4 ml en una caja de Petri con agar avena
conteniendo las conidias. Con un palillo de madera, se realizé un raspado para colectar
las conidias del hongo, se recolectaron los 4 ml de la caja de Perti y se colocaron en el
tubo con el resto de la solucion salina. El tubo con tapa de rosca fue sellado con una

pelicula de parafilm y se conservé en refrigeracion a 4°C.

7.5. Calculo de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

7.5.1. Preparacion de la microplaca CMI.

La determinacion de la CMI de M. canis susceptible a los extractos, se realiz6 con
algunas modificaciones del método de microdilucion, descrito en el manual M38 del
CLSI con microplacas de 96 pocillos. Para la preparacion del medio de cultivo, se
utilizé caldo Mueller Hinton con rojo fenol como indicador de pH. El extracto se
trabajo en una solucién madre a 80,000 ppm de la cual, se realizd una solucion hija a
20,000 ppm. A partir de esta solucion se realizaron las diluciones correspondientes. En
cada pocillo de la microplaca, se colocaron 100 pl del medio de cultivo + 100 pl del
extracto. Los ensayos se realizaron por triplicado, en los pocillos A, By C se coloco
una solucién ajustada de conidias, en los pocillos F, G y H se coloco solo el extracto
sin el hongo. Esto se realiza con la finalidad de obtener el valor de absorbancia del

crecimiento del hongo mediante la diferencia entre ambas areas de la microplaca. Se
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realizaron las lecturas de absorbancia por medio del espectrofotometro Epoch (Biotek,
EE. UU) a 530 nm A. Como control negativo se utilizd metanol y como control positivo

Imidazol a 1,000 ppm.

La CMI se definié segun la CLSI, como aquella concentracion capaz de inhibir el

crecimiento del hongo (%H) en un 80% en comparacion con el control de crecimiento.

Control — (Tratamiento — Blanco)
%H = [ ] »100
Control

7.5.2. Célculo de la Concentracion Minima Fungicida (CMF).

Para la obtencion de la CMF, se prepard Agar PDA con rojo fenol como indicador de
pH. Para la siembra se utiliz6 un asa bacteriologica con la cual, se inoculo la solucion
de cada uno de los pocillos en el medio. La evaluacion del crecimiento micotico se
realiz6 de 4 a 5 dias posterior a la siembra segun lo sefialado en el manual M-38 de la
CLSI. El resultado de la CMI fue considerado como referencia, del cual se tomo una
concentracion mas arriba de esta y una menor para el ensayo del calculo de la CMF.
En la figura 12, se aprecia el crecimiento micético después de 4 dias para ambos

extractos en sus diferentes concentraciones.

7.6. Evaluacidn de la citotoxicidad en linea celular HaCaT-1.

7.6.1. Desinfeccion y limpieza de &reas de trabajo para los ensayos.

Para el proceso de desinfeccion se utilizé Etanol al 70%, Lysol, toallitas desinfectantes,
agua destilada esteril y sanitas. La incubadora de CO2 se desarmo y las partes fueron
colocadas sobre una mesa cubierta con papel secante, donde posteriormente se rociaron
con Lysol, Etanol al 70% y finalmente se limpiaron con las toallitas desinfectantes.
Después de este procedimiento las piezas fueron enjuagadas con agua destilada estéril,

se dejaron secar y se colocaron de nuevo dentro de la incubadora de CO2. Para la
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campana de flujo laminar se utiliz6 Lysol, Etanol al 70% y toallitas desinfectantes.
Todas las superficies y materiales dentro de la campana fueron desinfectadas. Las
pipetas fueron desarmadas y desinfectadas de adentro hacia afuera. Una vez
desinfectadas las areas de trabajo, se colocaron dos placas de Petri con SDA para
evaluar la presencia de microorganismos. Las placas se dejaron en incubacién durante
cinco dias a 32°C en el Laboratorio de Microbiologia de la FMVZ de la U ANN.L y

posteriormente se evallo el crecimiento.

7.6.2. Descongelacion y cultivo celular.

Se utilizé medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) con Suero
fetal bovino al 8%, el cual se descongelé mediante un bafio de inmersion en agua a una
temperatura de 35-36°C. Los viales que contenian el paquete celular HaCaT-1 fueron
descongelados de la misma manera. Los tubos que contienen el medio de cultivo, asi
como los viales fueron rociados con alcohol y secados para entrar a la campana de flujo
laminar. Posteriormente, se coloco 1.5 ml del vial de cultivo celular en un tubo de 15
ml de tapa de rosca esteril y se centrifugo a 1,500 rpm durante 5 minutos. Una vez
sedimentado el paquete celular, el resto del medio fue vaciado por decantacion. Dentro
del tubo de 15 ml se colocd 1 ml de medio DMEM vy se agitd hasta disolver el pellet
celular. Esta solucion se colocé en un frasco de cultivo celular CellBIND CORNING,
en donde se afiadieron 4 ml de medio DMEM vy las células se colocaron en incubacion
durante 5 dias a 37°C. Durante este periodo, se realizaron enjuagues y cambios de

medio.

7.6.3. Conteo celular.

Una vez que el cultivo celular mostro confluencia del 90-100%, se aplicaron 5 ml de
tripsina al 0.25% con la finalidad de despegar los queratinocitos. Posteriormente, se
dejo en incubacién durante 20 minutos, para después inactivar la tripsina con 5 ml de
medio DMEM. La solucidn obtenida fue centrifugada para obtener el pellet celular, el

cual se disolvié en 1 ml de medio DMEM. Se preparé una solucion de 10 pl de
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colorante azul trypan y 10 ul del medio DMEM con las células. Se tomaron 10 pl de
la solucién y se coloc6 en un hematocitometro para realizar el conteo celular y
cuantificar las células vivas. A partir de este conteo se calcularon y se realizaron las
diluciones correspondientes para obtener una solucion que tuviera alrededor de
510,000 células.

7.6.4. Ensayo bromuro de 3- (4,5- di metil tiazol -2-il) -2,5-di fenil tetrazolio
(MTT).

Para la preparacion del ensayo MTT se utilizaron microplacas de 96 pocillos. En cada
uno de los pocillos se colocaron aproximadamente 10,000 células HaCaT, contenidas
en 100 pl con medio DMEM vy se dejaron en incubacion durante 24 horas a 37°C con
4% de CO,. Los tratamientos se disolvieron a partir de una solucion madre a una
concentracion de 10,000 ppm en medio DMEM, para cada tratamiento se prepararon
tres concentraciones diferentes; una con la CMI encontrada con el hongo, otra con una
concentracion menor a esta y la CMF. Posteriormente, se colocaron 100 pl de los
tratamientos y se afiadieron en los pocillos correspondientes. Las células se dejaron en
incubacion durante 24 horas con los tratamientos. Se consideraron dos controles de
crecimiento para los cuales solamente se afadieron 100 pl de medio DMEM. Se
realizaron lavados con Buffer de Fosfato Salino (PBS) para después afiadir 100 pl del
reactivo MTT a una concentracion de 0.1 mg/ml. Las microplacas se colocaron en
incubacién durante 3 horas y se afiadieron 100 pl de Dimetilsulféxido (DMSO). El
ensayo se realizo por triplicado. Finalmente se realizé la lectura de las absorbancias en
el espectrofotometro a 560 nm Z. El porcentaje de citotoxicidad se obtuvo mediante la

siguiente formula:

% de Citotoxicidad = 100 —

Absorbancia de la muestra 0]
Absorbancia de control
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7.6.5. Ensayo de Azul Tripan.

El ensayo de azul tripan tiene como finalidad evaluar el porcentaje de mortalidad de
las células. Se utiliz6 una microplaca de 96 pocillos en la cual se colocaron
aproximadamente 10,000 células HaCaT-1 por pocillo contenidas en 100 pl de medio
DMEM. La microplaca se dejo en incubacién durante 24 horas a 37°C y a 4% de CO..
Posteriormente se aplicaron los tratamientos en las concentraciones anteriormente
usadas y los resultados se evaluaron 24 hrs después, a través de la aplicacion del

reactivo azul tripan y el conteo celular en una camara de Neubauer.

7.7. Andlisis estadistico.

Para el modelo estadistico se utiliz6 un disefio de Blogues al Azar. La comparacion de
medias entre los tratamientos se realizé mediante la prueba de Tukey. Para el modelo
estadistico se utilizo el software Minitab 17. En todos los analisis, los valores de p <
0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

8. RESULTADOS.

8.1. Obtencion y caracterizacion de los extractos.

El porcentaje de rendimiento es la relacién entre el peso de la materia vegetal utilizada
para la extraccion y el peso del extracto obtenido. Para ambos extractos se utilizaron
70 gramos de materia vegetal seca, a partir de la cual se obtuvieron 26.71y 8.06 g de

extractos de A. ludoviciana y C. boissieri, respectivamente.

Tabla 7. Porcentaje de rendimiento de los extractos.

A. ludoviciana 70.58 26.71 37.85

C. boissieri 70.62 8.06 11.42

MV: material vegetal; CE cantidad de extracto; R: rendimiento
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Los resultados del tamizaje fitoquimico se expresan en la tabla 9, sefialando como
presencia (+) o ausencia (-) de algunos compuestos fitoquimicos a traves de reacciones
colorimétricas. Cabe destacar la presencia de metabolitos secundarios como: los
esteroles y terpenos, los oxidos fendlicos, compuestos aromaticos, carbohidratos,
flavonoides y saponina, los cuales estan presentes en ambos extractos.

Tabla 8. Tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de Artemisia ludoviciana y Cordia
boissieri.

+ +
+ =
+ -
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

8.2. Activacion e identificacion de la cepa de Microsporum canis.

La cepa ATCC de M. canis fue proporcionada por el Laboratorio Interdisciplinario de
Investigacion Dermatologica Hospital Universitario, José E. Gonzélez-U.A.N.L. Esta
fue cultivada en Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar Dextrosa Saboraud (SDA) y Agar
Avena.
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Tabla 9. Tiempo de crecimiento de M. canis en distintos agares.

AGAR Periodo de crecimiento

AVENA 7-10 dias.
PDA (Agar Papa Dextrosa) > 15 dias.
SDA (Agar Dextrosa Saboraud) > 15 dias.

Figura 8. Crecimiento de M canis en Agar SDA (A) y Agar PDA (B).
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Posterior a la siembra se realizé la identificacion morfoldgica del hongo a través de su
observacion microscopica. Durante este proceso se logré apreciar e identificar la
presencia de macroconidias en forma de raqueta segmentadas caracteristicas de M.

canis.

Figura 9. Observacién microscépica de macroconidias de Microsporum canis 40x.

8.3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Fungicida (CMF).

En la figura 10 y 11 se observan los pocillos correspondientes a la CMI y CMF en la
microplaca con el tratamiento comparando la coloracion del C.R. (control de
crecimiento), con la obtenida en distintas concentraciones en ppm de los extractos
metandlicos de A. ludoviciana y C. boissieri respectivamente. El extracto de A.
ludoviciana presentd una coloracion ligeramente amarillenta, una CMI de 2,500 ppm
y una CMF de 5,000 ppm. En el caso de C. boissieri, se mostr6 una coloracion verde
oscura, una CMI de 1,250 ppm y una CMF de 2,500 ppm. En los tratamientos se
visualizo el cambio de coloracion a rojizo, caracteristico del cambio del pH ocasionado
por el crecimiento de M. canis en estas concentraciones. Para la CMF se reportd un
ligero crecimiento del hongo en presencia del extracto de A. ludoviciana a una

concentracion de 625 ppm, como se observa en la figura 12.
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C.R.
(MF (MI

C.E 10,000 5,000 2,500 1,250 625 3125

Figura 10. Pocillos donde se ubican la CMI y la CMF para el extracto de hojas de A. ludoviciana
y su comparacion con el C.R. (Control de crecimiento).

C.R.
(MF (Ml

C.E 10,000 5,000 2,500 1,250 625 3125

Figura 11. Pocillos donde se ubican la CMI y la CMF para el extracto de hojas de
C. boissieri y su comparacion con el C.R. (Control de crecimiento).

42



2500 ppm. 1250 ppm.

625 ppm. 625 ppm.

Figura 12. Determinacion de la Concentracion Minima Fungicida (CMF) para Es80
(A. ludoviciana) y An80 (C. boissieri) en diferentes concentraciones del extracto (ppm).

8.4. Evaluacidn del porcentaje de inhibicidon de crecimiento de M. canis en
presencia de los extractos de A. ludoviciana y C. boissieri.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento de M. canis en presencia de los extractos
metandlicos de las hojas de A. ludoviciana y C. boissieri, fue calculado mediante la

formula:

Control — (Tratamiento — Blanco)
%H=| ] 100
Control

En el caso de los tratamientos de A. ludoviciana en sus tres concentraciones y el
control, no existen diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.
Para C. boissieri se encontré una diferencia significativa por parte de An 3 (625 ppm),
en comparacion con los otros tratamientos. En las figuras 13 y 14 se aprecian los
porcentajes de inhibicidn del crecimiento del hongo para ambos extractos en diferentes

concentraciones.
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Figura 13. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de M. canis en presencia de distintas
concentraciones de los extractos de (Es) A. ludoviciana P=0.168 (P< 0.05) y (An) C. boissieri
P=0.063 (P<0.05). * Diferencia estadisticamente significativa entre el porcentaje de inhibicion de
estas concentraciones mediante prueba de Tukey.

8.5. Evaluacion de la citotoxicidad de los extractos en linea celular de
gueratinocitos (HaCaT-1), en presencia de los extractos de Artemisia ludoviciana
y Cordia boissieri mediante el ensayo MTT.

Los extractos fueron sometidos a una prueba de citotoxicidad (Ensayo MTT), con la
finalidad de evaluar posibles afecciones o evidencia de estrés celular en la linea celular
HaCaT. Para ambos extractos, no se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos y el control, el cual es medio de cultivo DMEM con células. Se obtuvo el
porcentaje de viabilidad de las células en presencia de los extractos metanolicos de A.
ludoviciana y C. boissieri. Los porcentajes de viabilidad de las células en presencia de

los extractos se observan en las figuras 15y 16.
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Figura 14. Porcentaje de Viabilidad de células HaCaT en presencia del extracto de A.
ludoviciana P=0.034 (P<0.05) y C. boissieri P=0.268 (P=>0.05) (ENSAYO MTT).

8.6. Evaluacion de la mortalidad de los extractos en linea celular de
gueratinocitos (HaCaT), en presencia de los extractos de Artemisia ludovicianay
Cordia boissieri. mediante el ensayo Azul Tripan.

El ensayo Azul Tripan se realizé con la finalidad de evaluar la mortalidad celular en la
linea celular HaCaT, en presencia de los extractos metandlicos de A. ludoviciana y C.
boissieri. Para ambos extractos, no se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos y el control, el cual es medio de cultivo DMEM con células. Se obtuvo el

porcentaje de viabilidad de las células en presencia de ambos extractos.
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Figura 15. Porcentaje de Viabilidad de células HaCaT en presencia del extracto de A.
ludoviciana P=0.695 (P>0.05) y de C. boissieri P=0.253 (P>0.05) (ENSAYO AZUL TRIPAN).

8.7. Resultados del modelo estadistico.

Para p < 0.05 se consideraron diferencias significativas entre los tratamientos. Por lo

que estadisticamente no existe variedad entre los tratamientos, a excepcion de lo

obtenido mediante la comparacion de medias Tukey en el porcentaje de inhibicion del

crecimiento de M. canis causado por C. boissieri, el cual esta sefialado con * en la tabla

figura 13 y representa una diferencia estadisticamente significativa entre la CMI de

1250 ppmy la de 625 ppm. Asi como en lo sefialado en la figura 14 mediante el valor

P=0.034 (P<0.05) el cual sefiala que hay diferencia significativa entre la viabilidad

celular ocasionada por la concentracion de A. ludoviciana (Es) a 5000 ppm.
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9. DISCUSION

Los extractos metandlicos de las hojas de las plantas de A. ludoviciana y C. boissieri,
presentaron un porcentaje de rendimiento del 37.8542% vy del 11.4202%
respectivamente, como se muestra en la Tabla 8. Garcia-Ponce et al. (2020), reportd
rendimientos del 1.9434% para A. ludoviciana y del 1.7891% para C. boissieri
utilizando el mismo solvente. Para este estudio, las hojas de Estafiate, se colectaron en
el municipio de Jaumave, localizado en la zona arida de Tamaulipas, mientras que en
el estudio de Garcia-Ponce et. (2020) se colectaron en el municipio de Guadalupe, en
una zona semidrida. Las hojas de anacahuita se colectaron del municipio de Guadalupe,
mientras que, en el estudio anteriormente mencionado se colectaron del municipio de
Higueras, considerada una zona arida de N.L. Cabe sefialar que las diferencias
encontradas en el porcentaje de rendimiento de las plantas, se deben a multiples
factores, siendo uno de ellos el area de la colecta, ademas de sus condiciones
medioambientales (Lee et al., 2022; Toumi et al., 2022). Por otro lado, Benitez-Benitez
et al. (2020), obtuvo un % de rendimiento del 37.600% para Alegria (Scutellaria
incarnata) y del 37% para Amansatoros (Justicia pectoralisis), a partir de una
extraccion mediante maceracion sin agitacion durante 48 horas de 250 g. de materia
vegetal, a diferencia del presente estudio, donde la extraccion se realizé a través del
método Soxhlet, utilizando 70 g de materia vegetal. El porcentaje de rendimiento varia
de acuerdo a la planta y al método de extraccidn utilizado, ademas de la cantidad de la
planta y la especie con la que se esta trabajando (Heya et al., 2022; Benitez-Benitez et
al., 2020). Tanto Garcia-Ponce et al. (2020) utilizando A. ludoviciana, C. boissieriy L.
chinensis, como Heya et al. (2022), utilizando Euphorbia tirucalli L, realizaron
extracciones mediante Soxhlet con diferentes solventes (hexano, cloroformo y
metanol) obteniendo ambos mayores porcentajes de rendimiento en el extracto
metandlico, concluyendo que el tipo de solvente utilizado influye en el porcentaje de
rendimiento adquirido. Al igual que nuestro trabajo, Imanirampa & Alele, (2016)
obtuvo el extracto de Cleome gynandra L. mediante extraccién Soxhlet con solvente

metanol y ademas mediante maceracion en frio con solucion acuosa, obteniendo en
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ambos extractos buena actividad antimicotica sobre dermatofitos, sin embargo, el autor

encontré menor CMF en el extracto acuoso, considerandolo asi la mejor opcion.

Parameswari et al. (2019), realiz6 una extraccion metandlica de hojas de Artemisia
nilgarica, en la que encontro; taninos, flavonoides, alcaloides, saponinas, coumarinas,
esteroles y 6xidos fenolicos, similar a lo encontrado en el tamizaje fitoquimico del
extracto de A. ludoviciana en el presente estudio, con la Unica diferencia de no
presentar alcaloides en este Ultimo. Garcia-Ponce. (2020), reportd la presencia de
esteroles y terpenos, sesquiterpenlactonas, coumarinas, flavonoides y carbohidratos en
el extracto de A. ludoviciana. Para el de C. boissieri, reporté la presencia de esteroles,
terpenos, flavonoides y carbohidratos. Sin embargo, ademas, de obtener los mismos
metabolitos secundarios en el presente estudio, en este se obtuvieron saponinas,
aromaticos y oxidos fenolicos. Estas diferencias significativas entre los resultados
obtenidos en el tamizaje fitoquimico con otros autores, son consecuencia de las
diferentes areas de colecta de las plantas, debido a que, la presencia o ausencia de los
diferentes metabolitos esta intimamente relacionado con; el estrés y sus condiciones
medioambientales, la época del afio, la edad de la planta, su etapa productiva, el tipo
de suelo, su ubicacién, la parte de la planta de donde se elaboro el extracto, ya sean
hojas, semillas, flores o tallos y todos aquellos factores que influyen en el desarrollo
de la misma (Lee et al., 2022; Toumi et al., 2022).

En cuanto a la activacion de la cepa de M. canis, cabe sefialar que el hongo tuvo mayor
crecimiento y generacion de conidias en menor tiempo en el Agar Avena que en el
Agar PDA y SDA, a diferencia de lo sefialado por otros autores, donde mencionan la
utilizacion del Agar Micobiotic, Agar Papa Dextrosa (PDA) y Agar Dextrosa
Sabouraud (SDA) suplementado con cloranfenicol y acitiodina para la activacion y el
aislamiento de dermatofitos (Arrazola-Guerrero et al., 2015; Begum et al., 2020;
Copetti et al., 2006; Molina De Diego, 2011).

En los resultados encontrados en este trabajo, ambos extractos mostraron actividad
antifingica contra M. canis. El extracto de A. ludoviciana con una CMI de 2,500 ppm
y con una CMF de 5,000 ppm, mientras que el de C. boissieri, mostré una menor CMI
y una CMF, siendo de 1,250 ppm y de 2,500 ppm respectivamente. En un estudio
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realizado por Soares et al., (2012), se evaluo el aceite esencial de Coriandrum sativum
(L.) contra M. canis, obteniendo una CMI entre 78 y 620 pg/mL y una CMF entre 150
y 1,250 pg/mL. Capoci et al., (2015) evalu6 el aceite esencial de Cymbopogon nardus
(L) (Citronella), con una CMI entre 9.75y 625 pg/ml y una CMF de 78 pg/ml. Cano
et al., (2008) reporto la utilizacion de aceite escencial de hojas de Minthosthachys
mollis (Mufia) sobre Candida albicans, Thrichophyton tonsurans, Trichophyton
mentagrophytes y Microsporum canis, donde no se observé crecimiento fungico en
todo el diametro de las placas con aceite esencial de mufia al 50 y 100%. Estos valores
de CMI y CMF son bajos en comparacidn con el presente trabajo, ya que el aceite se
obtiene mediante diferentes técnicas y solventes, dando como resultado distintas
cantidades de metabolitos secundarios, asi como la presencia o ausencia de ellos.
Ademas que al utilizar plantas diferentes, se obtienen otras propiedades (Duarte et al.,
2005; Ruiz Benitez, 2020; Lee et al., 2022; Toumi et al., 2022).

Por su parte, Heya et al. (2022), demostraron que las particiones del extracto
metandlico y etandlico de E. tirucalli L. poseen actividad antimicética sobre los
dermatofitos T. rubrum (CMI de 125 pug/mL para etanol y CMI de 125 pg/mL para
metanol), Trichophyton (CMI de 500 pg/mL para etanol y 125 pug/mL para metanol) y
ademas sobre otros microorganismos. En este estudio se encontraron CMI y CMF més
bajas que en nuestro trabajo y posiblemente se debe a que los géneros Trichophyton
spp. y Epidermophyton spp. poseen macroconidias con paredes mas delgadas y lisas,
mientras que aquellas pertenecientes al género Microsporum spp. son gruesas Yy
rugosas, dificultando de esta forma quizas, el acceso de los metabolitos secundarios en

ciertas concentraciones (Cortez Alvario et al., 2022).

Por otro lado Mccutcheon et al., (1994) utilizo el extracto metanolico de A. ludoviciana
y evalu0 sus propiedades antimicrobianas mediante el ensayo de difusion de discos en
diferentes microorganismos, donde reportd buen efecto antimicético sobre dos
especies diferentes del género Microsporum: (Microsporum cookeri y Microsporum

gypseum) por parte de este extracto, generando halos de inhibicion de 10-15 mm. .

Choi et al., (2017) trabajo con el extracto en polvo de la raiz de Amoracia rusticana
sobre T. rubrum, T. mentagrophytes, M. canis, y E. floccosum, donde encontr6 que la
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CMI fue de 200, 200, 100, y 100 pg/mL, respectivamente. Al igual que en nuestro
estudio, la CMI in vitro fue calculada mediante el método descrito en el Manual M-38
de CLSI. Se realizé ademés una prueba de difusion en Agar con disco, la cual revel6
que estos dermatofitos son perfectamente inhibidos entre concentraciones de 5,000
pHg/mLy 10,000 pg/mL. En este caso el autor propone como responsable de la actividad
antimicrobiana a los isotiocianatos, mientras que otros autores consideran que las
cualidades antimicrobianas de los extractos de plantas, provienen especificamente de
otros metabolitos secundarios, tal es el caso de Qasim et al., (1989) y Rasool et al.,
(1989) quienes mencionan que los dermatofitos T. rubrum, T. mentagrophytes,
Microspurum gypseum y M. canis, presentan sensibilidad ante la presencia de los
terpenos y monoterpenos del extracto de E. tirucalli. L. Mientras que Duong et al.,
(2019) menciona que la actividad antimicrobiana sobre T. interdigitalis es
proporcionada por las sesquiterpenlactonas en el extracto de la misma planta. Asi
mismo, Cano et al., (2008) asocia la actividad antimicotica de Minthosthachys mollis
a la presencia de monoterpenos. Cabe destacar que tanto esteroles y terpenos, asi como
sesquiterpenlactonas aparecen en el tamizaje fitoquimico de ambos extractos en
nuestro estudio, por lo que bien, estos metabolitos podrian ser responsables de la
actividad antimicotica de estos extractos. Sin embargo, algunos autores asocian el
potencial antimicotico y antimicrobiano a un grupo funcional en especifico, otros
autores han reportado el fendmeno de sinergia e interaccion de los diferentes
compuestos para proporcionar el potencial antifungico y antimicrobiano a las plantas
(Al-Ani et al., 2015; Mahlo et al., 2016).

Respecto a los resultados obtenidos en la citotoxicidad, en el ensayo MTT (Fig. 15y
16), se observan porcentajes de viabilidad celular del 97.50% para el control (medio
de cultivo + células), es importante mencionar que el control en el ensayo tiene un
margen de 10 % de mortalidad, esto debido a que hay mdltiples factores que pueden
llegar a afectar, como un pH elevado o la exposicion prolongada de los reactivos a la
luz, que pueden provocar una reduccion espontanea y acelerada de las sales de

tetrazolio y aumentar los valores de absorbancia de fondo (Riss et al., 2016).

50



En cuanto a la evaluacién de la viabilidad celular en presencia de los diferentes
extractos, se encontro que para el extracto de A. ludoviciana en las concentraciones de
5,000 ppm, 2,500 ppm y 1,250 ppm, se obtuvieron porcentajes de viabilidad del
87.85%, 94.63% y 98.16% respectivamente. En el caso del extracto de C. boissieri, la
concentracion de 2,500 ppm mostré una viabilidad del 89.83%, la de 1,250 ppm de
81.55% y la de 625 ppm de 83.55%.

Autores como, Avalos-Soto et al., (2014), evaluaron la concentracion inhibitoria
méaxima (I1Cso) de extractos etandlicos de la semilla sin cascara, con céscara, cascara y
hoja de Azadirachta indica (Neem), asi como de las particiones hexanicas y
cloroférmicas del extracto de la hoja y semilla, en una linea celular HaCaT, mediante
ensayo MTT vy observaron que los extractos etanolicos, presentaron menor
citotoxicidad que las particiones hexanicas y cloroférmicas, obteniendo las 1C50 en
concentraciones mas altas para los extractos etanolicos, lo que significa que en los
extractos con base de alcohol, al igual que los utilizados en el presente estudio, se
causan alteraciones en las células en dosis mayores que lo mostrado por los otros
solventes. Esto puede deberse a lo mostrado por Cuatecontzi Romero et al., en 2021,
donde evalud la actividad citotoxica mediante el ensayo MTT de los extractos
metanolicos y hexanicos de las hojas de Struthanthus deppeanus en las lineas celulares;
MDA MB 231 (Cancer de mama), MCF7, T47-D (Tumor mamario), SiHa (Carcinoma
cervical con papiloma virus 16), HeLa (Cancer cervicouterino), C33A (Cancer de
cérvix) y HaCaT, como conclusiones de ese estudio, los extractos metanolicos
presentaron una mayor actividad antioxidante y una mayor cantidad de fenoles totales,
polifenoles, azlcares y taninos, cabe destacar que el extracto metandlico no presento
citotoxicidad en la concentracion de 100 pug/mL para ninguna de las diferentes lineas
celulares. El extracto hexanico presentd mayor concentracion de esteroles, ademas de
alta citotoxicidad en las diferentes lineas celulares. En la cromatografia de la particion
hexanica, se aislaron principalmente compuestos con esqueleto titerpénico, asociados

a una via de activacion de las caspasas, induciendo la muerte celular por apoptosis.

Por otro lado, en el ensayo de Azul Tripan (Fig. 17 y 18), el control mostré una

viabilidad del 89.44%. En el extracto de A. ludoviciana en las concentraciones de 5,000
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ppm, 2,500 ppm, 1,250 ppm, se obtuvieron porcentajes de viabilidad del 93.89%,
93.89% Yy 96.11% respectivamente. Para el extracto de C. boissieri, la concentracion
de 2,500 ppm mostrd una viabilidad del 96.66%, la de 1,250 ppm de 99.44% y 625
ppm de 95%.

Mediante el ensayo de Azul Tripan, Ali et al., (2021) report6 que el mayor efecto de
citotoxicidad del extracto de Artemisia aucheri sobre las lineas celulares HT29 y
HEK239, se observé en la concentracion de 1,000 pg/ml, evaluando la supervivencia
de las células cancerosas donde se encontré6 HT29 (IC50 = 57,88 ug/ml) y HEK (IC50
= 295 pg/ml), comprobando que la viabilidad disminuy6 con el aumento de la
concentracion de A. aucheri, a diferencia del presente estudio, ya que no existe
diferencia estadisticamente significativa del porcentaje de viabilidad en presencia del
extracto en las diferentes concentraciones para ninguno de los dos ensayos. Rajput et
al., (2018), evalu¢ la citotoxicidad del arsénico en queratinocitos de piel humana
células HaCaT, utilizando ensayos de azul tripan, obteniendo que las concentraciones
més bajas (0.1-0.5 uM) de arsénico no fueron toxicas e incluso mejoraron la
proliferacion celular, similar a lo encontrado en el presente trabajo, donde los extractos
mediante sus componentes otorgan actividad antioxidante y citoprotectora al cultivo

celular mediante sus compuestos presentes.

Autores como Devmurari et al., (2010); Khezrilu & Heidari (2014); Pal & Gosh.,
(2018) Skowrya et al., (2014), asocian la actividad citoprotectora antioxidante de
algunas especies del género Artemisia con la presencia de taninos, fenoles, flavonoides
y terpenos. Por otro lado, utilizando el extracto de hojas de C. boissieri, Owis et al.
(2017), encontr6 algunas moléculas de importancia terapéutica, similares al presente
estudio, las cuales fueron glucésidos de flavonoides, dos agliconas de flavonoides, un
acido fendlico y un glucosido de esterol. Estos metabolitos se asocian con posibles
aplicaciones en funciones metabolicas del ser humano, como; resistencia a la insulina,
tolerancia a la glucosa, funcién renal, perfiles de lipidos, reduccion del estrés oxidativo
e inflamaciéon. Mientras que, Venegas Casanova, (2019), realiz6 la evaluacion
fitoquimica preliminar del extracto metandlico y etandlico de las flores de Cordia lutea

Lam. (Boraginaceae) y su capacidad antioxidante, las cuales fueron obtenidas en
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distrito y provincia de Otuzco, Per(, encontrando compuestos fendlicos,
leucoantocianidinas y flavonoides, principalmente. Nuestros resultados de viabilidad
celular en ambos ensayos muy posiblemente, se deben a la presencia de éxidos
fendlicos y flavonoides en los extractos, ya que, estos metabolitos secundarios otorgan

actividad antioxidante a las células evitando asi el estrés oxidativo y la muerte celular.

10.CONCLUSIONES

M. canis presenta un mayor desarrollo de conidias en menor tiempo en Agar Avena
comparado con los otros Agares. C. boissieri y A. ludoviciana presentan actividad
antimicdtica contra M. canis. Ambos extractos presentan alta viabilidad en células
HaCaT en las CMI y CMF del extracto, tanto su efecto antimicético como
citoprotector, puede deberse a la presencia de los metabolitos secundarios encontrados
en el tamizaje fitoquimico y sus respectivos efectos. Los extractos de plantas C.
boissieri y A. ludoviciana pueden considerarse como alternativas terapéuticas para el
tratamiento de la dermatofitosis causada por este dermatofito. Sin embargo, se sugieren
estudios a mayor profundidad para la evaluacion mas especifica de sus componentes y

método de aplicacion in vivo.
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