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RESUMEN

En este trabajo se evaluaron y determinaron propiedades antifungicas y quimicas de
los aceites esenciales (AE) de Allium cepa (cebolla), Beta vulgaris (betabel) y Solanum
tuberosum (papa) contra Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans. (1) In vitro se
determindla actividad antifungica de los AE, (Il) la concentracion minima inhibitoria y
fungicida contra A. fumigatus y A. nidulans y (lll) la composicion quimica de los AE
con actividad antifungica por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas. Se identificaron dos hongos del género Aspergillus sp., encontrando con una
frecuencia del 43% a A. fumigatus y del 34% A. nidulans. El AE cebolla blanca (1.2
mg/mL) y morada (2.3 mg/mL) en 7 dias, demostraron inhibir 0.9 y 1.62 mm del
crecimiento radial de A. fumigatusy 1.13 y 0.2 mm para A. nidulans respectivamente.
Los tratamientos con menor concentracidon minima inhibitoria frente a A. fumigatus y
A. nidulans fueron el AE de cebolla morada (0.80 y 0.48 ug/mL), ketoconazol (1.00 y
1.25 ug/mL)y el AE de cebolla blanca (1.61y 2.87 ug/mL). Los tratamientos con menor
concentracion minima fungicida frente a A. fumigatusy A. nidulans fueron ketoconazol
con (1.25y 1.50 ug/mL), seguido del AE de cebolla morada (2.25y 1.68 pg/mL). Los
compuestos principales del AE de A. cepa para la variedad blanca fueron el Acido
hexanodioico, 1,6-bis(2-etilhexil) éster (13.76%), Acido palmitico (8.23%), Rodopin
(3.31%) Betulinol (2.46%) y Hexatriacontano (2.17%) y para la morada, el Acido
palmitico (6.14%), Polinastanol (4.98%), Hentriacontano (3.78%), Cicloartenol
(3.42%), B-Sitosterol (3.12%), y-Sitosterol (2.88%).

Palabras clave: onicomicosis, aceites esenciales y hongos no dermatofiticos.



ABSTRACT

In this research, there were evaluated and determined antifungal and chemical
properties of essential oils (EO) Allium cepa (onion), Beta vulgaris (beetroot) and
Solanum tuberosum (potato) against Aspergillus fumigatus and Aspergillus nidulans.
(I) In vitro, there were determined antifungal activity of EO, (II) minimum inhibitory
concentration, minimum fungicidal concentration against A. fumigatus and A. nidulans,
and (lIl) the chemical composition of the EO with antifungal activity were determined
through a gas chromatography—mass spectrometry. There were identified two fungi of
the genus Aspergillus sp., found 43% to A. fumigatus and A. nidulans with 34%. EO
white onion (1.2 mg/mL) and purple onion (2.3 mg/mL) in 7 days, demonstrated to
inhibit 0.9 and 1.62 mm of the radial growth of A. fumigatus and 1.13 and 0.2 mm for
A. nidulans respectively. The treatments with the lowest minimum inhibitory
concentration against A. fumigatus and A. nidulans were purple onion EO (0.80 and
0.48 pg/mL) and ketoconazole (1.00 and 1.25 pg/mL), white onion EO (1.61 and 2.87
ug/ mL). The treatments with the lowest minimum fungicide concentration against A.
fumigatus and A. nidulans were ketoconazole with (1.25 and 1.50 ug/mL), followed by
purple onion EO (2.25 and 1.68 pg/mL). The main compounds of A. cepa EO for the
white variety were hexanedioic acid, 1,6-bis(2-ethylhexyl) ester (13.76%), palmitic acid
(8.23%), Rodopin (3.31%), Betulinol (2.46%) and Hexatriacontane (2.17% ) and for
dwelling, palmitic acid (6.14%), Polinastanol (4.98%), Hentriacontane (3.78%),
Cycloartenol (3.42%), B-Sitosterol (3.12%), y-Sitosterol ( 2.88%).

Keywords: onychomycosis, essential oils and non-dermatophyte fungi
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. INTRODUCCION

Infeccion es la entrada, desarrollo y multiplicacion de un agente infeccioso en el
cuerpo de una persona (Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), 2012). Las
infecciones se pueden clasificar segun el agente patdgeno que las causa, como las
infecciones causadas por bacterias, hongos, parasitos o virus.

Las enfermedades infecciosas, son las causantes del 25% de la morbilidad mundial
(Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), 2010). Segun Sitarek et al. (2020) las
infecciones cutaneas fungicas pertenecen a las 10 enfermedades con mayor
prevalencia a nivel mundial, de acuerdo a lo mencionado por Arenas (2002) en México
forman parte del 70- 80% de las micosis. Las onicomicosis son infecciones en las ufias
ocasionadas por tres principales hongos: dermatofitos, mohos no dermatofitos y
levaduras, dentro de los cuales encontramos mohos no dermatofitos como
Neoscytalidium dimidiatum, Scopulariopsis spp., Fusarium spp. Aspergillus sp. y
Acremonium sp. Las especies del género Aspergillus sp. causantes de onicomicosis
van desde A. terreus, A. flavus, A. niger, A. nidulans, A. fumigatus y A. sydowii. (Hobak
et al. 2017). Las onicomicosis representan cerca de 50% del total de las lesiones en
las ufas y de igual forma presentan una prevalencia que va del 15 al 50% (Gomez
Saenz, 2020). Existe una alta tasa de fracaso en su tratamiento y la cura espontanea
es altamente improbable, por lo que es necesario instaurar un tratamiento médico (Del
Palacio et al. 2002). Sin embargo, a pesar del aumento de las infecciones fungicas,
s6lo se encuentran disponibles algunas clases de farmacos antimicoticos. De acuerdo
con Ye et al. (2013) existe un alarmante incremento de resistencia de los hongos hacia
los medicamentos, lo cual es un problema de salud publica mundial, aunado a las

reacciones adversas de farmacos antimicoticos orales como lo son la nefrotoxicidad,



hepatotoxicidad y neurotoxicidad (Uma et al. 2017). Las onicomicosis siguen siendo
dificiles de erradicar, por lo tanto, es necesario descubrir nuevos farmacos, mas
especificos y menos toxicos (Lopes et al. 2017). Los compuestos vegetales pueden
representar una alternativa, ya que mas de 50% de las especies de plantas son
utilizadas para el tratamiento de enfermedades de la piel (Sitarek et al. 2020). Los
aceites esenciales son productos naturales provenientes del metabolismo vegetal, de
gran valor debido a su bioactividad (Cano Pérez et al. 2006). Los AE contienen altas
cantidades de metabolitos secundarios inhibidores del crecimiento de hongos (Lopes

et al. 2017).



Il. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las propiedades antifungicas y quimicas de los aceites esenciales de cebolla

(Allium cepa L.), betabel (Beta vulgaris L.) y papa (Solanum tuberosum) contra

Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans in vitro.

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar el rendimiento de extraccion de los aceites esenciales obtenidos
mediante el método de destilacion por arrastre de vapor convencional.
Evaluar la actividad antifungica de los aceites esenciales contra Aspergillus
fumigatus y Aspergillus nidulans in vitro.

Determinar la concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales contra
Aspergillus fumigatus y Asperqillus nidulans in vitro.

Determinar la concentracion minima fungicida de los aceites esenciales contra
Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans in vitro.

Determinar la composicién quimica de los aceites esenciales con actividad

antifungica por cromatografia de gases-espectrometria de masas.



. HIPOTESIS

Ha. Al menos un aceite esencial tendra actividad antifungica in vitro contra Aspergillus

fumigatus y Aspergillus nidulans igual o mayor que un antifungico comercial.

Ho. Ningun aceite esencial tendra actividad antifungica in vitro contra Aspergillus

fumigatus y Aspergillus nidulans igual o mayor que un antifungico comercial.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Antecedentes

4.1.1 Uso de aceites esenciales contra microorganismos.
Los AE se obtienen en su mayoria de material vegetal fresco, los cuales estan
conformados quimicamente en su mayoria por monoterpenos, compuestos
aromaticos y algunos sesquiterpenos. Poseen diversas propiedades, una de ellas es
la antimicrobiana, esta dependera del tipo de microrganismo, asi mismo, se sabe que
actuan principalmente en la membrana externa y la estructura de la pared celular. Los
AE actuan en hongos especificamente sobre la pared celular y la membrana
destruyéndolas. Los vegetales producen metabolitos primarios y secundarios, algunos
de ellos poseen actividades bioldgicas de gran importancia, como lo son las que

poseen actividad antifungica. (Camilo Gonzalez, 2004).

4.1.2 Allium cepa L.
El género Allium incluye alrededor de 550 especies, algunas utilizadas como alimento
y medicinal, especialmente la cebolla (A. cepa) (Ebesunum, M. et al. 2007). El AE de
cebolla se caracteriza por poseer compuestos que contienen azufre. Las propiedades
antimicrobianas del AE se atribuyen a los sulfuros de alqu (en) ilo derivados de S-alk
(en) il-I-sulfoxidos de cisteina. EI numero de carbonos en el grupo alqu(en)ilo y de
atomos de azufre en las moléculas influye en la actividad antimicrobiana de los
sulfuros y la actividad antimicrobiana del aceite de cebolla parece estar determinada
por las concentraciones de los componentes individuales de los sulfuros (Alvarez et
al. 2010). Boukeria et al. (2016) nos menciona que la destilacion por arrastre de vapor

de bulbos de cebolla ofrece mayores rendimientos en la cantidad de aceite esencial



con lo reportado por la literatura, teniendo un rendimiento de 0,64% % 0,032. Con
respecto a los analisis fitoquimicos mostraron presencia de taninos, glucosidos,
esteroles, alcaloides triterpénicos y flavonoides.

(Ye et al. 2013) evaluaron la eficacia del AE de A. cepa contra el deterioro de los
alimentos y los microorganismos patogenos transmitidos por los alimentos y su
actividad antioxidante. El AE reveld un interesante efecto antimicrobiano contra los
microorganismos probados con valores de MIC (concentracion minima inhibitoria) y
MBC (concentracion minima bactericida) en los rangos de 0.18-1,80 y 0,54-3,6 ug/mL,
respectivamente, sugirido que el AE de A. cepa puede ser una nueva fuente potencial
como agentes antimicrobianos y antioxidantes naturales aplicados en los sistemas
alimentarios.

Ye et al. (2013) reportaron las concentraciones minima inhibitoria y bactericida de
aceite de cebolla obtenido por extraccién supercritica con diéxido de carbono (CO2)
contra Escherichia coli, Bacillus subtilis, y S. aureus con valores de 0,27, 0,18 y 0,18
pug/mL para MIC y 0,54 ug/mL para MBC, respectivamente demostrando que el AE de
cebolla posee propiedades antimicrobianas.

Ye et al. (2013) informaron acerca de la sensibilidad de Rhodotorula glutinis,
Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Aspergillus niger, Monascus
purpureus, y Aspergillus terreus al AE de cebolla, obteniendo valores de CMI del en
un rango de 0,18 a 1,80 yg/mL y las concentraciones minimas de microbicidas de 1,80
a 3,6 ug/mL, respectivamente.

Mora & Ramos (2020) evalu¢ la actividad antimicrobiana del extracto alcohdlico (EA)
y acuoso (EAC), de cebolla, utilizando como la variedad la cebolla colorada, y como
solvente agua destilada y alcohol, el EAC frente a Staphylococcus aureus el cual

mostré actividad antimicrobiana a una concentracion del 40% y en Salmonella typhi el



30%, mientras que en el EA para Staphylococcus aureus presentd actividad

antimicrobiana la concentracion del 10% y para Salmonella typhi el 5%.

4.1.3. Solanum tuberosum
Silva-Beltra et al. (2015) evalu6 la actividad antibacteriana de extractos de cascara y
brote de papa, sobre E. coli Salmonella typhimurium, Listeria ivanovii vy
Staphylococcus aureus. Reportd presencia de compuestos quimicos (alcaloides,
componentes esteroides y glucidos) y actividad biolégica. Asi mismo logro demostrar
actividad microbiana ante las cepas evaluadas por parte de todos los extractos siendo
predominante el de extracto de etanol acidificado.
Mejia et al. (2018) evaluo la capacidad antioxidante y antimicrobiana de extractos
etanolicos de dos tubérculos andinos contra Escherichia coli, Lactobacillus fermentum
y Candida utilis. Determiné que los tubérculos contienen propiedades antioxidantes,
antimicrobianas (que se puede dar, posiblemente, por el efecto de los glucosinolatos
volatiles, como los isotiocianatos), bacteriostaticas y sugiere el uso y estudio de
tubérculos en la busqueda de nuevas alternativas para su uso.
Masaquiza (2018), evaluo la actividad antimicrobiana y antioxidante de antocianinas
de papa morada (Solanum tuberosum) en Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereusy Staphylococcus aureus, en la cual concluyo
que todas las especies vegetales presentaron efecto de inhibicion frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas.
Castillo (2019), evalud el efecto del Extracto de Etandlico (EE) de cascaras de papa
(Solanum tuberosum) sobre Candida albicans, y obtuvo como resultado que EE al
15% desarrollo un halo de inhibicion de 11.3 mm demostrando que el extracto de papa

posee propiedades antimicéticas frente a Candida albicans.



4.1.4 Beta vulgaris L.

Remolacha roja es utilizada por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antitromboticas y vasodilatadoras. En el transcurso de los afos se ha tratado de
aprovechar de diversas formas.

Nahla et al. (2018) evalud los extractos acuosos y etandlicos de Beta vulgaris L. como
antioxidante de origen natural, lo hizo determinando la concentracion de compuestos
de fendlicos presentes en los extractos, el contenido fendlico total representé el 16.88
y el 7.81% de los extractos etandlico y acuoso, respectivamente. Cuantitativamente,
el contenido total de flavonoides fue 10,80 y 4,77% para los extractos etandlicos y
acuosos.

Antonio et al. (2013) evalué aceites esenciales y extractos de algunas especies
vegetales incluida Beta vulgaris L. in vitro contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
y F. solani, demostrando que el AE de betabel al 0.3% tuvo efecto fungistatico con
reduccion significativa del crecimiento micelial de la cepa R2Y ( F. oxysporum f. sp.
lycopersici raza 2) en un 71.12%, en cuanto a la reduccion maxima de crecimiento
micelial (I.C.R.C.) fue de 38%, tuvo una reduccion de macroconidios (al 0.3%) de 87%

en R2Y.

4.2. Micosis
Segun lo descrito por Sanchez-Saldana et al. (2009) las micosis se pueden clasificar
para su estudio en tres grupos: superficiales, subcutaneas, profundas. Dentro de las
micosis superficiales encontramos las que se encuentran en la piel, pelo, uhas y

mucosas.



4.2.1. Onicomicosis
Ballesté et al. (2003) nos menciona que término onicomicosis (OM) se refiere a la
enfermedad de la ufia causada por hongos. Los agentes productores de onicomicosis
pueden agruparse en tres grupos: dermatofitos, levaduras y mohos filamentosos (Del
Palacio et al. 2001) . Gémez Saenz, (2020) nos menciona que representan cerca de
50% del total de lesiones en ufias, y tienen fuerte prevalencia (entre 15 y 40%), asi
como alta tasa de fracaso terapéutico debido a la mala eleccion del tratamiento. A
nivel mundial, el principal agente causal de onicomicosis es Trichophyton rubrum,
seguido de levaduras, sobre todo del género Candida spp., y finalmente por mohos
no dermatofitos como Neoscytalidium dimidiatum, Scopulariopsis spp., Fusarium spp.

Aspergillus sp. y Acremonium sp.

4.2.2 Epidemiologia
Las onicomicosis estan presentes en un 30 % de todas las infecciones fungicas
cutaneas. Siendo los hombres los mas afectados, sin embargo, se ha reportado en
estudios recientes que, la onicomicosis ocasionada por levaduras es mas comun en
mujeres. Las uias de los pies son las mas afectadas. Un dafio en la estructura de las
ufias de los pies ha sido reportado de 4 a 19 veces mas, cuando se compara con las
ufias de las manos; esto se podria explicar por el crecimiento mas lento de las uhas

de los pies, lo que daria mas tiempo al hongo para invadirlas (Cardona-castro, 2015).

4.2.3 Factores de riesgo
Para el desarrollo de onicomicosis existen diversos factores de riesgo, la edad es uno
de los mas importantes, debido a que la prevalencia aumenta con la misma. Sin

embargo, con la edad se manifiestan otros problemas de salud, como lo son



afecciones en la circulacion periférica, dafio ungular repetido, mayor exposicién a los
hongos patégenos, dificultad para recortarse las uias, sedentarismo y crecimiento
lento de las ufas. Otro grupo de personas que son mas susceptibles a padecer esta
enfermedad son personas con problemas inmunolégicos como lo son: individuos con
VIH/sida, con trasplante renal, en tratamiento inmunosupresor. Las enfermedades
cronico degenerativas como lo son la diabetes mellitus también aumenta el riesgo de
onicomicosis, la psoriasis y la enfermedad arterial periférica y finalmente, cabe anotar
que, en cuanto a los microorganismos, la infeccién por mohos no dermatofitos parece
no tener relacidon con factores sistémicos ni locales que predisponga a la infeccién, a

diferencia de la onicomicosis por dermatofitos (Cardona-castro, 2015).

4.2.4 Etiologia
Los hongos agentes productores de onicomicosis pueden agruparse en tres grandes
grupos: dermatofitos, levaduras y mohos filamentosos. Evidentemente, los del primer
grupo son sin lugar a dudas, los agentes etiolégicos principales a nivel ungueal; le
siguen en frecuencia las levaduras y por ultimo el grupo de los hongos no

dermatofiticos, siendo este en menos estudiado de los tres (Del Palacio et al. 2001).

4.2.5 Tratamiento
Para si tratamiento se pueden administrar medicamentos antifungicos orales y
topicos. Los medicamentos orales son de accién sistémica, siendo estos los que mejor
actuan para su tratamiento por encima de los topicos. La cura clinica incrementa su
efectividad cuando se combinan los tratamientos oral y topico. Sin embargo en
ocasiones es imposible llevar un tratamiento sistémico o surgen problemas de salud

durante el tratamiento, se podra recurrir a procedimientos paliativos como la
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eliminacién de porciones de la ufia parasitadas por el hongo mediante la exéresis

parcial o total (Cardona-castro, 2015).

4.2.5.1 Tépico
El tratamiento topico es la primera opcion, esto debido a que posee escasos efectos
secundarios, indicado primordialmente cuando la onicomicosis es ocasionada por
candidiasis, micosis superficiales por hongos oportunistas y de igual como
complemento en tratamientos sistémicos. Actuando en su mayoria en la sintesis del
ergosterol y encontrando principalmente a los antifungicos a base de imidazoles,

alilaminas o polienos (Cardona-castro, 2015).

4.2.5.2 Sistémico
El tratamiento sistémico de las onicomicosis se basa principalmente en medicamentos
orales, los cuales son pertenecientes a diferentes grupos de antifungicos Polienos y
Azoles (actuan en la sintesis del ergosterol) y Equinocandinas (las cuales inhiben la
B- glucano sintasa) estos dos grupos son los mas utilizados tratamiento de la tifia
ungueal, las micosis ungueales por hongos oportunistas y algunas candidiasis
agresivas con destruccion de la lamina ungueal (afectacion profunda de la ufia) o

cuando fracasan los tratamientos topicos (Cardona-castro, 2015).

4.2.5.3 No farmacolégico
Existen casos en los cuales no es posible suministrar tratamientos sistémicos como lo
son: enfermedad hepatica, embarazo, lactancia, edad avanzada y resistencia a

algunos antifungicos, en estos casos el tratamiento consiste en retirar de forma
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mecanica, quirurgica o quimica la ufa dafada, esto acompanado de tratamientos

topicos (Cardona-castro, 2015).

4.2.5.4 Efectos secundarios al tratamiento y resistencia
El consumo de medicamentos antifungicos orales en el tratamiento de micosis
superficiales ocasiona un problema de salud, el cual radica en los efectos secundarios
a su consumo, dentro de los cuales podemos encontrar hepatotoxicidad severa y
posibles interacciones medicamentosas debido al metabolismo a través del sistema
del citocromo P-450 , con el paso del tiempo y debido a un mal uso y empleo de
medicamentos, la resistencia de los hongos causantes de onicomicosis hacia los
antifungicos es uno de los principales problemas para su tratamiento, el cual dificulta
su erradicacion, por lo que es de gran importancia el descubrimientos de nuevos
compuestos y moléculas que posean actividad antifungica para que estos funjan como

agentes terapéuticos que ayuden a su tratamiento (Lopes et al. 2017).

4.2.6 Clasificacion clinica de la onicomicosis
Existe una clasificacion clinica de las onicomicosis en la que encontramos: subungular
distal y lateral, superficial, endonix, subungular proximal, mixta, distrofica total y

secundaria (Altamirano Pérez et al. 2020).

4.2.6.1 Onicomicosis subungular distal y lateral
La cual se caracteriza por presentar hiperqueratosis subungular, discromia y onicolisis
distal, pudiendo ser este ultimo el unico signo. La mayoria de los pacientes con
onicomicosis por dermatofitos, pueden complicarse con la formacién de

dermatofitomas, lo que lleva a fallas en el tratamiento. Los microorganismos mas
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frecuentemente asociados son dermatofitos, C. albicans, Fusarium spp., Scytalidium

spp. y Scopulariopsis brevicaulis., (Altamirano Pérez et al. 2020).

4.2.6.2 Onicomicosis superficial
La forma clasica se describe como un patron de invasion que se inicia en la parte

dorsal de la lamina ungular (Altamirano Pérez et al. 2020).

4.2.6.3 Tipo endonix
La lamina ungular es atacada directamente desde el extremo distal. Se caracteriza
clinicamente por una coloracion difusa “blanca lechosa”, en ausencia de
hiperqueratosis y onicolisis. Ademas, la superficie y el grosor de la lamina son
normales. Inicialmente se asocid a T. soudanense, pero se ha reportado también por

T. violaceum (Altamirano Pérez et al. 2020).

4.2.6.4 Onicomicosis subungular proximal
Se origina por debajo del pliegue proximal y se extiende distalmente, esta asociada a
onicomicosis superficial, en banda longitudinal y el asociado a inmunosupresion,
especialmente VIH. Puede ser causada por multiples hongos, como dermatofitos,
usualmente T. rubrum, Fusarium spp., C. albicans y Aspergillus spp. (Altamirano

Pérez et al. 2020).

4.2.6.5 Mixta
En esta forma la afectacién de la ufa o diferentes ufias en un mismo individuo, pueden

tener caracteristicas de mas de un patrén de infeccion. Las combinaciones mas
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frecuentes son subungular proximal y superficial, distal y lateral, y superficial.
Distrofica total representa la fase final de las diferentes formas de invasion por

diferentes microorganismos (Altamirano Pérez et al. 2020).

4.2.6.6 Onicomicosis secundaria
Las enfermedades como la psoriasis, la distrofia traumatica o la queratodermia,
pueden predisponer a la infeccion. Ademas, es dificil diferenciar clinicamente los

cambios originados por hongos y por otras causas (Altamirano Pérez et al. 2020).

4.2.7 Clasificacion segun el agente causal

4.2.7.1 Onicomicosis causada por dermatofitos
Se denomina tifa ungueal, la especie mas frecuentemente aislada es Trichophyton
rubrum. Los hongos penetran en la ufia a través de pequefas erosiones sin producir
paroniquia. Al comienzo se afecta superficialmente la ufa, empezando por el borde
lateral o distal. La ufia cambia de color, pudiendo partirse, engrosarse o abombarse.
En la parte inferior de la lamina ungueal van quedando restos de queratina alterada
formando un detritus blanquecino. Finalmente, la ufa puede afectarse profundamente
y en su totalidad, incluida la matriz ungueal, y desprenderse. La lesion afecta casi
siempre a las ufas de los pies y puede venir precedida y/o acompafiada por una
micosis de la piel contigua y/o por lesiones satélites a distancia. El hongo procedente
de la piel o las mucosas penetra a través de pequefas heridas y el contacto

prolongado con el agua favorece su persistencia. (Altamirano Pérez et al., 2020).
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4.2.7.2 Onicomicosis causada por levaduras

El aislamiento de otras especies es de dificil interpretacion, ya que la mayoria de las
veces son colonizantes, especialmente en pacientes con distrofias ungueales por
psoriasis o traumatismos. En algunas OM por levaduras hay también sobreinfeccion

bacteriana (Altamirano Pérez et al. 2020).

4.2.7.3 Onicomicosis causada por mohos no dermatofitos
Estan producidas por hongos saprofitos ambientales oportunistas con poca capacidad
queratinolitica, pertenecientes a géneros muy diferentes. Algunos tienen una
distribucion universal (Aspergillus spp., Scopulariopsis brevicaulis, Fusarium spp.,
Acremonium spp.), mientras que otros son propios de otras latitudes (Scytalidium
dimidiatum, etc.), por lo que se aislan solo en inmigrantes y viajeros. Las lesiones
tienen un aspecto indistinguible de las producidas por dermatofitos. No hay consenso
general en cuanto a los criterios diagnosticos a considerar, aunque generalmente solo
se acepta su papel patégeno si se visualiza el hongo en el examen directo de la
muestra y se aisla en cultivo abundante, en dos o0 mas ocasiones y en ausencia de
otros patdégenos conocidos, ya que muchas veces esta como comensal en la ufia o
debe considerarse un contaminante ambiental. Afecta tanto a ufias de las manos

como de los pies (Altamirano Pérez et al. 2020).

4.3 Aspergillus sp.
EL género Aspergillus sp. es un Ascomycete, de la familia Trichocomaceae, que en
la actualidad se clasifica en la clase Euascomycetes. Su distribucion es universal, por

ello se pueden aislar principalmente de suelo, aire, agua, plantas y materia en
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descomposicion. Estan constituidos por hongos saprofitos, filamentosos, hialinos y
septados, de crecimiento rapido. Sus colonias se caracterizan por ser algodonosas; y
el color es variado entre especies, por la coloracion de sus cabezas aspergilares.
Afectan comunmente a los pacientes inmunocomprometidos o con una enfermedad
base. Las especies causantes de onicomicosis van desde A. terreus, A. flavus, A.
niger, A. fumigatus y A. sydowii. Sin embargo, la que se encuentran mayormente

involucrada en onicomicosis es A. versicolor (Hobak et al. 2017).

4.3.1 Aspergillus fumigatus

4.3.1.1 Caracteristicas macroscopicas
Anverso: tamano ilimitado, tiende a ocupar todo el medio; color: verde, con un halo
micelial blanco y en ocasiones rosa; forma y aspecto: plana, polvosa, aterciopelada y

seca; reverso: no presenta pigmentos (Bonifaz, 2012).

Figura 1. Colonia de A. fumigatus. Fuente: (Bonifaz, 2012).

4.3.1.2 Caracteristicas microscopicas
Tipo de micelio: el nutritivo es macrosifonado (2-4 um), tabicado y hialino; el
reproductivo es macrosifonado (4-8 pm), en esencia no septado y hialino.

Reproduccion anamorfica: por microconidios redondos de 2-5 um; estructuras
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especializadas: la cabeza aspergilar mide de 30-50 pum; esta compuesta por
conidiéforos cortos (20-30 uym), vesicula semirredonda o subclavica (20-30 um), de la
que nacen, en angulo de casi 180°, una sola serie de fialides o esterigmas (Bonifaz,

2012).

Figura 2. A. fumigatus con tincion de azul de lactofenol 40x. Fuente: (Bonifaz, 2012).

4.3.2 Aspergillus nidulans

4.3.2.1 Caracteristicas macroscopicas
Colonia ilimitada, aterciopelada, seca, color amarillento o verde-amarillento, con un
halo blanco. son de crecimiento rapido, maduran en 3 dias, en el reverso se presenta

de color rojo, café o purpura. (Bonifaz, 2012; Arenas, 2002).

4.3.2.2 Caracteristicas microscopicas
Micelio macrosifonado, hialino, septado; las cabezas aspergilares miden entre 40 —
80um y estan compuestas por conidioéforos cortos (menos de 200 um), vesiculas

redondas de donde nacen una o dos series de fidlides uniseriadas y biseriadas,
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dispuestas en un angulo de 140-180°. presenta cumulos de células redondas

denominadas células de Hulle (Arenas 201 1)

\,\,,

(&)

Figura 3. Conidiéforo de A. nidulans pigmentado, con células de

Hulle en abundancia Fuente: (Arenas, 2011)

4.4 Plantas

Las plantas desde la antigiiedad se han utilizado para el tratamiento de diversos tipos
de padecimientos, dentro de los cuales encontramos las infecciones, a pesar de que
en dicha época se desconocia la existencia de los microorganismos (Lang &
Buchbauer, 2012). La OMS tiene estimado que el 80% de las personas en paises
desarrollados usan la medicina tradicional para tratar problemas de salud. Los
productos mas utilizados y con una mayor aceptaciéon son sedantes, y tratamientos
para desordenes cardiovasculares, respiratorios, digestivos y tratamientos para la
belleza (Cifuentes et al. 2010).

Las plantas han despertado interés como fuentes de productos naturales para su uso
como tratamiento en enfermedades infecciosas, incluidas las infecciones por hongos
(Uma et al. 2017), debido que resistencia a los de los medicamentos ya es un
problema de salud publica mundial (Ye et al. 2013). Los compuestos vegetales pueden
representar una alternativa a los productos farmaceéuticos tradicionales, mas del 50%

de las especies de plantas se utilizan para tratar enfermedades de la piel (Sitarek et
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al. 2020), algunos vegetales utilizados como ingredientes en la cocina y
aromatizantes, representan debido a su olor, una fuente de antimicrobianos naturales
(Decana et al. 2020). Edziri et al. (2012) menciona que ciertas hortalizas tienen
propiedades antioxidantes y antifungicas como lo son Allium cepa, Solanum

tuberosum y Beta vulgaris, relacionado con sus compuestos.

4.4.1 Allium cepa L.
Cebolla (A. cepa) de gran importancia como alimento y planta medicinal desde la
antiguedad. Se cultiva ampliamente y es un cultivo vegetal conocido por la mayoria
de las culturas y consumido en todo el mundo. Es una hortaliza reconocida por poseer
un aroma y sabor fuerte que lo caracterizan, por lo anterior mencionado se ha
convertido en un importante ingrediente alimentario. El bulbo de la cebolla varia en
forma de plano a globular a oblongo, y las cebollas suelen ser de tres colores: rojo,
blanco y amarillo; Los frutos son capsulas y contienen semillas negras, el bulbo esta
compuesto por bases foliares carnosas y agrandadas. Es comestible y puede crecer
hasta 10 cm de diametro y esta compuesto por varias capas superpuestas en un
nucleo central (Pareek et al. 2017), en cuanto a la composicion nutrimental Bello et
al., (2013) nos menciona que, el bulbo de cebolla estd compuesto aproximadamente
de proteinas (8,76%), cenizas (11,46%), carbohidratos (66,12%), grasa (15,71%),

fibra (26,84%), humedad (9.21%).

4.4.1.1 Clasificacion taxondmica
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
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Orden: Asparagales
Familia: Amaryllidaceae
Tribu: Allieae

Género: Allium

Especie: Allium cepa

4.4.1.2 Composicién natural y principales fitoquimicos
El bulbo de cebolla es una buena fuente de L-sulfoxido de cisteina y péptido y-glutamil,
que juntos representan mas del 70% del azufre total en las cebollas, hay tres
sulfoxidos principales no volatiles de alqu(en)il cisteina presentes en las cebollas.
Estos son enil cisteina sulféxido (isoalliina) precursor del aroma predominante y
representa el 80% de la cantidad de sulféxidos S-6xido de sulfuro de metilcisteina
(metiina), y S-propil cisteina sulféxido (propiin). Las cebollas son una fuente muy
comun y rica de flavonoides dietéticos y contienen tres fitoquimicos diversos y de gran
valor en perfecta proporcion: flavonoides, fructanos y compuestos organicos de
azufre, se encuentra una amplia gama de compuestos organicos de azufre, que
incluyen principalmente cuatro tipos de sulfuros de dialilo: monosulfuro de dialilo
(DMS), disulfuro de dialilo (DDS), trisulfuro de dialilo (DTS) y tetrasulfuro de dialilo
(DTTS). Las cebollas se consideran una excelente fuente de flavonoides, que son
parte de la familia de los polifenoles. Flavonol es una subclase de flavonoides, que
incluye quercetina, un flavonoide dietético principal y prominente de las cebollas. Junto
con la quercetina, también se han medido en las cebollas otros flavonoles, como el

kaempferol y la isorhamnetina (Vagen et al. 2008).
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4.4.1.3 Propiedades y funciones biolégicas

Ye et al. (2013) nos menciona diversas utilidades del cultivo de cebolla, siendo
utilizado habitualmente como alimento, medicinas, especias y condimentos, sin
embargo, se han descubierto beneficios a la salud demostrados por su uso como
antitumoral, anticanceroso, antiinflamatorio y antihipertensivo, relacionado con sus
compuestos de azufre, fitonutrientes, abundantes azucares complejos, compuestos
de azufre, proteinas, glucésidos, flavonoides, saponinas, minerales y metabolitos
secundarios (Nwonuma et al. 2021). Lo cual concuerda con lo mencionado por
Lanzotti, (2006) que ha demostrado que la cebolla y sus componentes como lo son
ciertas saponinas y sapogeninas esteroides, como la B-clorogenina, tienen un papel

en las actividades bioldgicas y farmacoldégicas.

4.4.2 Solanum tuberosum
Conocida habitualmente como papa o patata (S. tuberosum), es un cultivo de hortaliza
de importancia mundial que produce altos rendimientos de alimentos nutricionalmente
valiosos en forma de tubérculos comunmente utilizados como alimento de consumo,
rico en carbohidratos, fibra y minerales. En los ultimos afios ha sido el foco de
importantes estudios debido a su uso como cultivo alimenticio basico y como fuente
potencialmente significativa de compuestos de interés (Millam, 2014). Otras
investigaciones han documentado, que los compuestos fendlicos presentes en la
papa, ademas de mostrar capacidades antioxidantes, presentan propiedades
antimicrobianas (Lewis et al., 1998), incluso se sabe que algunas de sus propiedades
antimicrobianas relacionadas con un péptido llamado potamina-1 (PT-1), el cual se

obtiene como coproducto de la extraccion del almidon de la papa (Ohh et al. 2009),

21



asi de igual forma se ha encontrado efectos antibacteriales y propiedades

antimicrobianas relacionado con la presencia de fenoles (Edziri et al. 2012).

4.4.2.1 Clasificacion taxonémica
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Tribu: Solaneae
Género: Solanum

Especie: Solanum tuberosum

4.4.3 Beta vulgaris L.
B. vulgaris es una planta vegetal perteneciente a la familia Amaranthaceae (Nahla et
al. 2018), tiene variedades de colores de bulbo, las cuales se diferencian segun su
variedad, que van del amarillo al rojo intenso, estas ultimas son las mas populares
para el consumo humano (El-Beltagi et al. 2018), es comunmente conocida como
remolacha, un cultivo herbaceo bienal, cultivado para el consumo de sus hojas y
raices, es una hortaliza conocida por sus excelentes propiedades promotoras de la
salud. El-Beltagi et al. (2018) y Nahla et al. (2018), nos menciona que la remolacha
roja contiene altas concentraciones de metabolitos secundarios (acidos fendlicos,
flavonoides, acido ascorbico) y dentro de sus propiedades biolégicas se encuentran
las de antioxidante, antimicrobiano, antitrombotico, y propiedades vasodilatadoras, lo

cual concuerda con lo mencionado por Kumar & Brooks, (2018) el cual nos habla
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sobre los compuestos fitoquimicos que estan asociados con la actividad antioxidante
al igual que saponinas, carotenoides, glicina, folatos, polifenoles y flavonoides
(Rehman et al. 2021). la raiz tiene altas concentraciones de betacianina roja y
betaxantina, metabolitos secundarios fendlicos, relacionadas con propiedades

antimicrobianas y antioxidantes benéficas para la salud (Kumar & Brooks, 2018).

4.4.3.1 Clasificacion taxonémica
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Género: Beta

Especie: Beta vulgaris

4.5 Aceites esenciales

Son fracciones liquidas constituidas por compuestos volatiles, comunmente son
obtenidos a partir de métodos de destilacion, por ejemplo: la destilacion por arrastre
de vapor. Los AE son mezclas complejas, que pueden llegar a contener hasta mas de
100 componentes, por ejemplo: monoterpenos, compuestos aromaticos y algunos
sesquiterpenos (Martinez M. 2003). Son biosintetizados mediante diferentes rutas
metabdlicas algunas de ellas son (pirofosfatos de geraniol y farnesilo). Los AE se
obtienen en su mayoria a partir de material. (Martinez M. 2003) son productos
naturales de gran valor, debido a su bioactividad, la cual esta atribuida a diversos

metabolitos (Cano Pérez et al. 2006), son mezclas complejas de compuestos de bajo
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peso molecular con caracteristicas organolépticas unicas, estan relacionadas con los
mecanismos de supervivencia de las plantas y tienen una participacion importante en
la defensa de las plantas contra microorganismos, insectos, herbivoros vy
polinizadores, estan distribuidos y almacenados en diferentes partes anatémicas de
la planta, relacionadas con la familia vegetal: en las hojas, raices, frutos, semillas, tallo
y flores. El perfil quimico de los AE puede diferir segun el tipo de extraccion, clima,

etapa del ciclo vegetativo, composicion del suelo, 6rgano vegetal, quimiotipo y edad.

4.5.1 Clasificacion de acuerdo con su origen

e Naturales: obtenidos de la planta sin sufrir ninguna modificacién quimica y
fisica, poseen rendimientos de extraccion bajos.

¢ Atrtificiales: estos a diferencia de los anteriores pasan a través de procesos de
enriquecimiento en el cual se le adicionan algunos componentes.

e Sintéticos: los cuales son producidos mediante una sintesis quimica de sus

componentes.

4.5.2 Propiedades generales de los aceites
Volatiles, lipofilos, poseen indices de refraccion elevados, liquidos cuando se
encuentran a temperatura ambiente, incoloros o amarillentos, poseen menos
densidad que el agua, solubles en disolventes organicos y alcoholes de alta

graduacion, insolubles en agua
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4.5.3 Procesos de extraccion.
Los AE se extraen por diferentes métodos, esto por ejemplo: la destilacion mediante
arrastre de vapor de agua, por microondas, con solventes volatiles y fluidos
supercriticos, sin embargo, el método mas utilizado para la obtencién de AE es la

destilacion por arrastre de vapor (Rodriguez M. et al. 2012).

4.5.3.1 Destilacion por arrastre de vapor de agua
Es proceso para la obtencion del AE, esto mediante la utilizacion de vapor de agua, el
cual genera una presion mayor a la atmosférica, este vapor generado se inyecta en el
recipiente donde se almacena el material vegetal, y es suministrado de una manera
constante, dicho vapor entra en contacto con el lecho del material vegetal, liberando

gradualmente el AE (Rodriguez M. et al. 2012).

4.5.4 Consideraciones en el uso de aceites esenciales
El uso de los AE debe de realizarse con especial cuidado debido a que su uso de igual
forma puede ocasionar efectos secundarios indeseables, como lo son, reacciones
alérgicas en la piel. Como lo menciona Lang & Buchbauer (2012) el manejo de estas
sustancias requiere condiciones de almacenamiento precisas como lo son depdsitos
herméticos y proteccion contra la luz, esto como resultado de la volatilidad y

fotosensibilidad.

4.5.5 Fuentes de moléculas con actividad antimicética
El numero de plantas conocidas va desde 250.000 a 500.000. Es un recurso natural
gue no es aprovechado, pese a que ha sido utilizado ancestralmente en el tratamiento

de enfermedades. Esta costumbre ha ido pasando a través de las generaciones, en
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su mayoria en poblaciones rurales, gracias a esto se ha podido almacenar gran
conocimiento etnofarmacologico. Dicho conocimiento es el punto de inicio en la
investigacion y descubrimiento de productos naturales con actividad biologica. Las
plantas metabolizan metabolitos secundarios. Tomando esta informacion en cuenta,
el uso y aprovechamiento de AE y sus componentes, pueden ser de gran importancia
en el uso contra hongos causantes de infecciones en humanos (Cano Pérez et al.

2006).

4.5.6 Aceites esenciales y su uso contra microorganismos
Durante muchos afos y a través de la historia, los aceites esenciales (AE) han sido
utilizados debido a sus efectos antimicrobianos en la medicina tradicional. Lang &
Buchbauer (2012) mencionan que la popularidad de los AE es debido a que algunas
drogas sintéticas estan relacionadas con diversos efectos secundarios desagradables
como lo son ototoxicidad y nefrotoxicidad, al igual debido al incremento de la
resistencia emergente de los microorganismos contra medicamentos convencionales,
pero, esto no significa que su la actividad de los AE y sus compuestos es ilimitada, ya
que existe resistencia contra AE. El uso de AE como agentes antimicrobianos ha sido
demostrado con diversos estudios y los resultados indicaron que los aceites
esenciales tienen actividades antimicrobianas notables (Ye et al. 2013). El uso de los
AE en pruebas bilogicas incrementa el deseo de conocer sus componentes y hoy en
dia es posible, esto debido a los avances tecnoldgicos modernos, como lo son analisis
mediante Cromatografia de Gases (CG) y Espectrometria de Masas (EM) los cuales
nos ayudan a su identificacién y posterior posible aislamiento de componentes y

sintesis de los mismos (Lang & Buchbauer, 2012).
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4.5.7 Mecanismo de accidn de aceite esenciales en hongos
La forma en la cual interactuan los AE frente a los microorganismos es compleja y hoy
en dia no es del todo entendido. Su mecanismo de accion depende del tipo de
microorganismo, esto debido a sus diferencias principales en cuanto sus estructuras
morfologicas y metabolismo, en el caso de los hongos, los AE actuan principalmente
sobre la membrana externa y la estructura de su pared celular, entonces se puede
inferir que su mecanismo se basa en destruir la pared celular del hongo y su
membrana citoplasmatica resultando un rompimiento del citoplasma (Cano Pérez et

al. 2006).

4.5.8 Metabolitos secundarios
Las plantas generan una gran cantidad de metabolitos, los cuales pueden clasificarse
en primarios y secundarios. Los primarios estan relacionados directamente en
funciones vitales de la planta, por otro lado, los secundarios son moléculas que al
parecer no tienen una funcién directa en procesos de transporte de solutos o sintesis
de proteinas fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, carbohidratos o
lipidos (productos secundarios), los cuales se derivan de sustancias sintetizadas en
el metabolismo primario, con algunas reacciones posteriores se forman las sustancias

pertenecientes al metabolismo secundario (Martin Gordo, 2018).

4.5.8.1 Monoterpenos y sesquiterpenos
Los monoterpenos y sesquiterpenos son moléculas de 10 y 15 atomos de carbonos
los cuales se derivan sintéticamente del geranilpirofosfato. Clasificados tomando en
cuenta su estructura y numero de ciclos se clasifican en aciclicos, monociclicos,

biciclicos (Martinez M. 2003).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Determinacion de rendimientos en la extraccion de los aceites esenciales

mediante el método de destilacion por arrastre de vapor convencional

5.1.1 Recoleccién del material vegetal

Para la obtencion de los AE se recolectd y trabajo con bulbos de cebolla morada y
cebolla blanca (Allium cepa), tubérculos de papa morada y blanca (Solanum
tuberosum) y betabel (Beta vulgaris), las cuales se cultivaron y obtuvieron bajo
condiciones de invernadero, estos se localizan en el estado de Oaxaca, en el
municipio de San Sebastian Etla, (17°11°02.6” N, 96°46707.8 O). Se tomaron 400 g
de los bulbos y tubérculos por vegetal, estas fueron medidas y pesadas en una
balanza analitica con una precision de 0.01 g de la marca Adam® y un vernier digital

con una precision de 0.01 mm de la marca KNOVA®.

5.1.2 Seleccion, limpieza y corte

El material vegetal colectado se lavd con agua destilada, hasta remover el suelo y
restos vegetales (capa externa y raices). Posteriormente se desinfecto por inmersion
en una solucidn de agua con hipoclorito de sodio (NaClO) al 6.5%, durante 10 min,
se enjuago con agua destilada y se seco con toallas de papel de cocina, se trabajo
con la metodologia propuesta por Decana et al. (2020). Se cort6 el material vegetal
(bulbos y tubérculos) de forma manual con un cuchillo de acero inoxidable en cuadros
de 1 cm de espesor para exponer la mayor parte de tejido vegetal y asi facilitar la

extraccion.
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5.1.3 Destilacion por arrastre de vapor convencional

La extraccion de los aceites esenciales se realizé utilizando el método de destilacion
por arrastre de vapor segun lo descrito por Cifuentes et al. (2010). Por cada destilaciéon
se colocaron 450 mL de agua destilada y 400 g de material vegetal (bulbos y
tubérculos) en un matraz de destilacion de vidrio de 500 mL de capacidad, conectado
a un refrigerante de vidrio, la destilacion se realiz6 durante 3 h, a una temperatura de
100 £ 2°C, se recolecto y cuantificd el producto del destilado (hidrolato - AE) en un
matraz Erlenmeyer de 500 mL de capacidad, el cual se colocé dentro de un recipiente

de plastico con una capacidad de 800 mL con 250 mL de hielos (Figura 4).

Figura 4: Obtencién de los aceites esenciales mediante la destilacion por arrastre de
vapor convencional
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5.1.4 Separacion y almacenamiento

El destilado (hidrolato - AE) fue recolectado en un matraz Erlenmeyer de 500 mL y
posteriormente transferido a un embudo de separacion de una capacidad de 500 mL,
en donde se realizd una extraccion liquido-liquido utilizando diclorometano (CH2Cl2)
(DCM) como solvente organico, se anadieron 20 mL de DCM en tres ocasiones
secuenciadas, en un total de 60 mL, se agitd manualmente y se retiré la tapa del
embudo de separacion para liberar presion (Figura 5), posteriormente se recolecté la
fase organica de cada una de las secuencias, a la cual se le afadi6 sulfato de sodio
anhidro (Na2SO4) como material secante, se filtré con algodén y se colocé en un
matraz de bola de 50 mL. El DCM se removié con la ayuda de un rotavapor de la
marca ® BUCHI a una temperatura de 36 *+ 2°C durante 30 min, al finalizar se transfirid
el liquido a un vial de 10 mL de vidrio color ambar donde se continué evaporando
hasta mantener un peso constante (Cifuentes et al. 2010). Al finalizar se rotul6 y
almacend a 4°C hasta su uso, siguiendo la metodologia sefialada por (Tohidpour et

al. 2010).

Figura 5: A) Extraccion liquido-liquido utilizando diclorometano B)
Eliminacion del diclorometano con rotavapor.
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5.1.5 Rendimiento de extracciéon del aceite esencial

El rendimiento del aceite esencial en porcentaje se calculé segun lo descrito por Diaz

(2017) con la siguiente formula:
P =(M1/M2) *100
Donde:
M1 - peso final del aceite esencial (g)
M2 - peso inicial de la materia vegetal (g)

100 es el factor matematico.

5.1.6 Preparacion de solucion stock

Siguiendo las recomendaciones de la (Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI), 2008), el cual es un método de referencia para la prueba de susceptibilidad

antifungica de hongos filamentosos y preparacion de antifungicos insolubles en agua.

Se preparé una solucién stock de los AE obtenidos y se le afadi6 1 mL de

Dimetilsulfoxido (CH3).SO, (DMSO) a cada uno como disolvente (Cuadro 1).

Cuadro 1: Solucion stock a base de aceites esenciales utilizando DMSO como

disolvente
AE A/E DMSO Concentracion
(n9) (mL) (mg/mL)

Betabel 2600 1 2.6

Cebolla morada 1200 1 1.2

Cebolla blanca 2300 1 2.3

Papa blanca 2300 1 2.3

Papa morada 1200 1 1.2
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5.2 Evaluacién de la actividad antifungica de los aceites esenciales contra

Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans in vitro

5.2.1 Obtencion de las cepas de Aspergillus fumigatus y Aspergillus

nidulans

Para la obtencion de las cepas de A. fumigatus y A. nidulans se utilizé la metodologia
descrita por Winn et al. (2008). Se obtuvieron 15 muestras de tejido de pacientes con
datos clinicos de onicomicosis, previo a la recoleccion de las muestras, se desinfectd
la zona con alcohol etilico (CoHsOH) al 70% de pureza, posteriormente se obtuvo el
material de lesiones ungueales recolectando residuos por debajo de la ufa y
eliminando las primeras porciones (Figura 6). Las muestras de tejido se colocaron en
cajas petri estériles de 60 x 15 mm para su transporte y mantenimiento hasta su
siembra. Las muestras se llevaron y se trabajaron en el laboratorio de control biol6gico
del Instituto Politécnico Nacional unidad CIIDIR Oaxaca, en donde se sembraron en
placas Petri de 100 x 15 mm con medio agar papa dextrosa (PDA) y cloranfenicol
(16pg/mL), bajo una campana de flujo laminar marca VECO, posteriormente se
colocaron en una estufa de incubacion a 28 +2°C durante cuatro semanas. Se utilizé
la metodologia Winn et al. (2008) para la identificacion y caracterizacion morfologica,
mediante el estudio de las caracteristicas macroscopicas (anverso y reverso del

cultivo) y microscopicas de la colonia, mediante un examen microscopico (Figura 7).

32



Figura 6: A) Obtencidn de muestras de tejido ungueal. B) Cultivo de
tejido ungueal en PDA

Figura 7: A) Caracteristicas macro y microscopicas (40x) de
Aspergillus nidulans. B) Caracteristicas macro y microscopicas (40x)

5.2.2 Determinacién de la susceptibilidad mediante el método de

inhibicion del crecimiento radial

Se utilizé el método de inhibicion del crecimiento radial siguiendo la metodologia
descrita por Rodriguez Pérez et al. (2019). Se prepararon placas Petri estériles de
100 x 15 mm con medio de cultivo PDA divididas en 4 cuadrantes, localizando el punto
medio de la caja, en el cual se colocd el inoculo de 5 mm de diametro en la parte
central de cada una de las placas, el cual se obtuvo con un sacabocados de 5 mm,
proveniente de una cepa de 7 dias de crecimiento cultivado en PDA incubadas a 28 +
2°C, posteriormente se colocd en la superficie del medio a una distancia de 2 cm,
cuatro discos de 6 mm de papel filtro Whatman nam. 1 estériles, los cuales fueron

saturados con 5 L de los tratamientos a evaluar, posteriormente se colocaron en una
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estufa de incubacion a 28 + 2°C durante 7 dias. La actividad antifungica de los AE se
determind midiendo el crecimiento radial de la colonia y posteriormente se comparo
con el crecimiento del control, las lecturas se realizaron con un vernier digital con una
precision de 0.01 mm de la marca KNOVA® durante 7 dias, para este ensayo se
trabajé con 14 tratamientos (Cuadro 2), donde se incluyé para cada cepa un
tratamiento con DMSO, el cual se utiliz6 como disolvente de los AE, y un tratamiento
como control de crecimiento en el cual no se aplico nada, para cada bioensayo se

realizaron cuatro repeticiones, en un disefio completamente aleatorizado.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianza
(ANOVA) la comparacion de las medias entre los tratamientos se realizé utilizando
una prueba de Duncan con un nivel de significancia del 95% con el programa

estadistico Statistical Analysis System (2002) (Martinez et al. 2020).

Cuadro 2: Susceptibilidad de Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans a los
aceites esenciales in vitro

Tratamientos Hongo Aceite esencial Concentracion
(mg/mL)
T4 A. fumigatus  Cebolla blanca 2.3
T A. fumigatus  Cebolla morada 1.2
Ts A. fumigatus  Papa blanca 2.3
Ta A. fumigatus  Papa morada 1.2
Ts A. fumigatus  Betabel 2.6
Te A. nidulans  Cebolla blanca 2.3
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Tz A. nidulans Cebolla morada 1.2

Ts A. nidulans  Papa blanca 2.3
To A. nidulans  Papa morada 1.2
T1o A. nidulans  Betabel 2.6
T A. nidulans  DMSO 99.9%
Ta2 A. fumigatus DMSO 99.9%
Tas A. nidulans  Control de crecimiento

T1a A. fumigatus  Control de crecimiento

5.3 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de los aceites

esenciales contra Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans in vitro

La determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los AE, se realizo
mediante el método de microdilucion descrito por CLSI M38-A para hongos
filamentosos (Peman et al. 2010). Por cada bioensayo se realizaron ocho repeticiones
bajo un disefio experimental completamente aleatorizado, utilizando los dos AE que
mostraron diferencia significativa en la inhibicién del crecimiento radial en la prueba
de susceptibilidad en medios de cultivo con PDA, con dos controles positivos, un
antifungico comercial (ketoconazol) y aceite esencial comercial de orégano (Origanum
vulgare).

Se utilizé el medio de cultivo sintético RPMI 1640, suplementado con L-Glutamina,
HEPES como amortiguador de pH de la marca Gibco®, se utilizaron microplacas de
96 pozos de fondo plano, transparentes con un volumen final de 400 yL, a partir de

las concentraciones descritas en el (Cuadro 1), se prepararon diluciones dobles
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seriadas utilizando como diluyente DMSO, posteriormente se realiz6 una dilucion 1/50
tomando 100 uL de cada tubo que se transfirieron a otro tubo que contenia 4.9 mL de
cultivo RPMI 1640, con lo que la concentracién de antifungico fue dos veces mayor
que la concentracion final deseada utilizando concentraciones para cebolla blanca de
(23 - 0.04 pg/mL), cebolla morada (12 - 0.02 pg/mL), orégano (16 - 0.03 pg/mL) y
ketoconazol (16 - 0.03 yg/mL) (Cuadro 3) y la del DMSO, 2% RPMI 1640 (Figura 9).
Del contenido de cada tubo se tomaron 100 pyL de cada uno y se llenaron los pocillos
con cada uno de los tratamientos y sus diferentes concentraciones de la columna 1-
12, utilizando la columna 1 como control de esterilidad y la columna 12 como control
de crecimiento (Figura 9). Para la preparacion del inoculo se utilizaron colonias de 7
dias de crecimiento a 35 + 2°C cultivados PDA, a las cuales se le agrego 3 mL de
solucion salina al 0.85 % y suavemente fueron removidas con un asa estéril con
Tween 20 al 0.1% para liberar los conidios en la solucidén. Se realizo el conteo en la
camara de Neubauer y se ajusto la concentracion final a un rango de 1x10% UFC/mL
para A. fumigatus y A. nidulans correspondientemente. Se inoculé cada uno de los
pocillos de la placa con 100 pL del inéculo estandarizado. Las placas se incubaron a
35 £ 2°C por 48 h, la lectura se realizé visualmente a las 48 h de incubacion para todas
las cepas, verificando los resultados obtenidos con los controles, comparando la
cantidad de crecimiento de cada uno con el crecimiento del control, y determinando si

hubo o no reduccién de crecimiento o en su caso, ausencia de este.
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Figura 8: Esquema de dilucion de antifungicos insolubles en agua,
diluyente DMSO, Fuente: CLSI M38-A (2008).
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Figura 9. Llenado de las placas. Fuente: CLSI M38-A (2008).

Cuadro 3: Concentraciones evaluadas de los aceites esenciales para la
determinacién de la concentracién minima inhibitoria por el método de

microdilucién
Tratamientos AE Concentraciones (ug/mL)

T4 Cebolla 23 115 575 287 143 0.71 0.35 0.17 0.08 0.04
blanca

T2 Cebolla 12 6 3 1.5 0.75 0.37 0.18 0.09 0.04 0.02
morada

Ts Orégano 16 8 4 2 1 0.5 025 0.12 0.06 0.03

Ta Ketoconazol 16 8 4 2 1 05 025 012 0.06 0.03
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5.4 Determinacion de la concentracion minima fungicida de los aceites

esenciales contra Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans in vitro

Para la determinacion de la concentracion minima fungicida (CMF) se utilizo la
metodologia descrita por Londofio-Orozco et al. (2013). La CMF se efectu6 una vez
conocida la CMI de cada hongo de los tratamientos a evaluar, se tomaron 10 pL del
pozo que fue la CMI en la microplaca y de los dos pozos siguientes que mostraron
visualmente una inhibicion del crecimiento completa, se cultivaron en medio PDA e
incubaron durante 48 h a 35 + 2°C. Posterior a la incubacion se revisaron las placas
buscando crecimiento visible de los hongos. La concentracion minima fungicida se
registr6 como aquella en la cual no hubo crecimiento fungico visible en las placas de

agar.

5.5 Determinacidn de la composicion quimica de los aceites esenciales con

actividad antifangica por cromatografia de gases-espectrometria de masas

Una vez que se determind mediante los bioensayos, los AE con actividad antifungica,
se procedié a la identificacion de los componentes quimicos de los AE de A. cepa
(morada y blanca), mediante un analisis de compuestos por cromatografia de gases
acoplada a un espectrémetro de masas, el cual se realiz6 en el Centro de Innovacién
y Desarrollo Agroalimentario de Michoacan, A.C. (CIDAM).

Se utilizé un Cromatografo de gases acoplado a Masas GC-MS/triple cuadrupolo
marca Agilent ®. Modelo 7890B, una columna de HP5, con una dimensién de 30 m,
se inyecto un volumen de 1uL de cada muestra, con el inyector a una temperatura de

250 °C, a un flujo de gas de 63.77 mL/min (Total Flow), utilizando splitless como
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meétodo de inyeccion, con una energia de ionizacion de 70 ev y un rango de masas
del 40-900. El perfil de los compuestos quimicos presentes en los AE fue identificado
al determinar los indices de retencioén lineal, en condiciones no polares y con rampa
de temperatura isotérmica, posteriormente fueron comparados los patrones de
fragmentacién representados en los espectros de masas con los patrones existentes

en la base de datos NITS.

5.6 Analisis estadistico

Se realiz6é un analisis de varianza (ANOVA) con el fin de comparar los rendimientos
de extraccion de los AE, la actividad antifungica de los diferentes aceites esenciales
a diferentes concentraciones, y los valores de las concentraciones minimas
inhibitorias y minima fungicida entre cada uno de los tratamientos, junto con un
analisis de Tukey segun lo descrito por Martinez et al. (2020) utilizando el software

Statistical Analysis System (SAS) en su version 2008.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Rendimiento de extraccion de los aceites esenciales

Los rendimientos de extraccion de cada AE obtenidos de material vegetal tuvo poca
variacion, la cual fue de 0.0012 a 0.0003 %, ademas no mostraron diferencia
significativa entre de ellos (Figura 10), siendo el tratamiento con cebolla morada el
que presento mayor cantidad de AE con un rendimiento de 0.0012 % seguido de la
cebolla blanca con 0.0006 %, los tratamientos que presentaron los menores
rendimientos fueron puestos con papa morada con 0.0003 %, y papa blanca con
0.0004 % los cuales comparados con lo reportado por Boukeria et al., (2016) son
rendimientos bajos, con los obtenidos en su estudio mediante destilacion por arrastre
de vapor utilizando 1000 g de material vegetal con rendimientos medios de 0.64, 0.032
y 0.015% para las variedades de cebolla roja, amarilla y roja amposta
respectivamente. Cano Pérez et al. (2006) menciona que existen diferentes factores
que influyen directamente en el rendimiento de los AE, los cuales son: la utilizacion de
diferentes variedades vegetales, método de destilacion, volumen de material vegetal,
el sitio de recoleccion, parte de la planta de donde se obtiene y el clima. En este trabajo
se extrajo AE de dos variedades locales de S. tuberosum variedades blanca y morada
respectivamente, sin embargo, no se tiene bibliografia en donde anteriormente se
haya extraido AE, unicamente se habian utilizado extractos etandlicos, metandlicos y
acuosos del tubérculo completo, asi como solamente de la cascara. Por ultimo, se
obtuvo AE de B. vulgaris, el cual se ha reportado su uso en investigaciones anteriores,
sin embargo, no se posee informacion acerca de sus rendimientos extraccion del AE,

pese a ser conocida y ampliamente utilizada por las personas a través del tiempo,
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debido a sus propiedades curativas, en las ultimas décadas su actividad biologica ha
sido demostrada, resaltando sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas,

antitrombodticas y vasodilatadoras Nahla et al. (2018).

0.0014 0.0012 a

0.0012
0.001

0.0008

0.0006 a 0.0005 a

0.0006 0.0004a  0.0003 a

0.0004

Rendimiento de extraccion (%)

0.0002

Cebolla Cebolla Papa Papa Betabel
blanca morada blanca morada

Figura 10: Rendimiento de extraccion de los aceites esenciales

Letras distintas indican diferencia significativa de columnas para la prueba de Tukey (P <0.05).
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6.2 Actividad antifungica de los aceites esenciales contra Aspergillus fumigatus

y Aspergillus nidulans in vitro

6.2.1 Cultivo de tejido e identificacidon de A. fumigatus y A. nidulans

En este trabajo se identificaron dos tipos de hongos del género Aspergillus sp.,
encontrado con una frecuencia del 43% a A. fumigatus seguido de A. nidulans con un
34%, de acuerdo con lo mencionado por Del Palacio et al. (2001) este grupo de
hongos no suele ser muy homogéneo, ya que se pueden encontrar hongos de
diferentes familias muy numerosos y distintas, sin embargo, en este estudio se obtuvo
que el agente etiologico mas frecuente fué Aspergillus sp. (Hobak et al. 2017) lo cual
concuerda con lo mencionado por Del Palacio et al. (2001) que reporta la diversa
distribucion de estos mohos en México, las especies mas frecuentes descritas son
Aspergillus sp. y Fusarium sp. Sin embargo, factores como el clima y la ubicacion
pueden cambiar la epidemiologia (Cardona-castro, 2015). El porcentaje encontrado
fue del 60%, siendo mas frecuente en personas del sexo femenino con un 40% y en
hombres el 20% como se observa (Figura 11). Ademas, se encontré que el grupo de
hongos aislado con mayor frecuencia fue el de los hongos filamentosos no
dermatofiticos con un 77% seguido del grupo de las levaduras con un 23%, Del
Palacio et al. (2001) menciona que los hongos filamentosos no dermatofiticos son
reconocidos como saprofitos, los cuales pueden vivir en el ambiente, piel sana y ser
contaminantes en laboratorios, pero, en muchos casos suelen desarrollarse en uhas
previamente dafadas por traumatismos o desvitalizadas por enfermedades

circulatorias o subyacentes (Figura 11).
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Figura 11: Cultivo e identificacion de muestras de uitas con onicomicosis

6.2.2 Susceptibilidad de Aspergillus nidulans y Aspergillus fumigatus a

los aceites esenciales

En el cuadro 4 se observa el efecto de los AE en el crecimiento radial de A. nidulans
alas 72 h se encontr6 que el T- 1 (Cebolla blanca) presento el menor crecimiento con
9.62 mm, el T- 6 y 7 (testigos) fueron los que presentaron el mayor crecimiento radial
con 10.52 mm, mas de 0.89 mm de diferencia de crecimiento. A las 96 h sobresalen
dos tratamientos T- 1 y 2 (cebolla blanca y cebolla morada) su crecimiento radial fue
de 12.22 y 12.90 mm respectivamente, encontrando diferencia estadistica al resto de
los tratamientos, a este mismo tiempo los T- 3 y 4 papa (blanca y morada) mostraron

menor crecimiento radial que los testigos T - 6, 7. (DMSO, control de crecimeinto).
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A las 168 h se sigui6 con el mismo comportamiento de los tratamientos, encontrando
el menor crecimiento radial con T-1, 2 y mayor crecimiento radial T- 4, 5, 7. El
crecimiento radial encontrado para el hongo A. fumigatus fue menor en todos los
tratamientos ya que a las 168 h alcanzo un crecimiento entre T-2 de 10.85mm, T-6y
T-7 de 12.40 mm, el mejor tratamiento fue el puesto con el T-2 alas 96 h empezo a
mostrar el efecto de inhibicion y las 168 h mostré el mismo comportamiento contra el
resto de los demas tratamientos (Cuadro 5).

Los AE poseen diversas propiedades biologicas, una de ellas es la antimicrobiana, en
el caso de los hongos, los AE actuan especificamente sobre la pared celular y la
membrana citoplasmatica destruyéndolas (Camilo Gonzalez, 2004). La actividad
antifungica de los AE contra hongos no dermatofiticos del género Aspergillus sp. no
esta ampliamente documentada, sin embargo, algunos autores como Leon (2017)
quien evaluo la actividad del AE de romero (Rosmarinus officinalis) frente a Aspergillus
sp. obteniendo diametros de crecimiento de 5.8, 5.3, 5.8 y 6.0 cm a los 12 dias
incubacion, en concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7 y 1% respectivamente, de igual forma
evaluo el AE de pimienta negra (Piper nigrum) obteniendo 5.8, 5.6, 6.4 y 6.9 cm de
crecimiento micelial en concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7 y 1% respectivamente. De
igual forma Moussaid et al. (2019) evalu¢ la actividad antifungica de los AE de Comino
(Cuminum cyminum) y canela (Cinnamomum verum), sobre el crecimiento micelial de
A. fumigatus, el cual mostro ser susceptible a ambos aceites, acentuando en la
importancia en la utilizacién de AE como bioantifungicos. Kro et al. (2017) quien utilizo
el AE de citronela (Cymbopogon nardus) frente a algunos hongos del género
Aspergillus sp. (A. niger, A. flavus, A. fumigatus) quien encontr6 que a una
concentracion de 12.5 %, A. niger se muestra mas susceptible con una zona de

inhibicién de (41 mm), seguido de A. flavus (21 mm) y A. fumigatus (17 mm).
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Lo mencionado anteriormente comparado con lo encontrado en este estudio

demuestra que los AE provenientes de plantas aromaticas poseen mayor actividad

antifungica por el método de inhibicion del crecimiento radial. Sin embargo, factores

como diferentes concentraciones y el numero de dias de evaluacion influyen

directamente en obtener un crecimiento micelial mayor o menor, por otro lado, los AE

de A. cepa (blanca y morada) fueron los que menor crecimiento radial obtuvieron,

dicha actividad concuerda con los estudios anteriores, los cuales han demostrado que

el AE de cebolla posee propiedades atribuidas a los sulfuros, compuestos de azufre

(Alvarez et al. 2010).

Cuadro 4: Efecto de los aceites esenciales en el crecimiento radial de
Aspergillus nidulans

Crecimiento radial (mm) / horas

Tratamientos AE

24 48 72 96 120 144 168
T4 Cebolla blanca 3.10a 7.37a 9.62a 12.22a 16.00a 19.02a 21.87b
T2 Cebolla morada 3.40a 7.15a 10.55a 12.90b 16.90ab 19.77ab 22.80b
T3 Papa Blanca 3.02a 7.05a 10.20a 13.65b 17.37bc 19.92ab 22.82bc
Ta Papamodada 3.52a 7.45a 10.45a 13.97b 18.15¢c 21.15¢c 23.55c
Ts Betabel 3.10a 6.92a 10.27a 14.02b 17.10b 20.47bc 23.15c
Te DMSO 3.42a 7.62a 10.80a 14.60c 17.72bc 20.72bc 22.90bc
T/ Sontrold®  337a 7.82a 1052a 14.62c 17.87bc 20.40bc  23.00c

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos para

la prueba de Duncan (P<0.05).
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Cuadro 5: Efecto de los aceites esenciales en el crecimiento radial de
Aspergillus fumigatus

Crecimiento radial (mm) / horas

Tratamientos AE
24 48 72 96 120 144 168
T4 Cebolla blanca 4.56a 5.00a 6.62ab 7.77a 9.17a 10.40ab 11.57ab
T2 Cebolla morada 4.00a 497a 6.07b 7.50a 8.67a 9.80b 10.85b
T3 Papa blanca 4.35a 5.17a 6.27ab 7.82a 9.45a 10.75ab 11.80ab
Ta Papa modada 4.20a 5.07a 6.55ab 8.02a 9.27a 10.77ab 12.20ab
Ts Betabel 3.90a 5.42a 6.02ab 8.02a 9.70a 11.00ab 12.12ab
Ts DMSO 427a 5.85a 6.90ab 8.42a 9.92a 11.32a 12.40a
T Control de 467a 6.05a 7.30a 8.50a 9.87a 11.02ab 12.47a
crecimiento

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos
para la prueba de Duncan (P<0.05).

6.3 Concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales contra

Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans in vitro

El AE de cebolla morada fue el tratamiento que presento mayor inhibicién ante
Aspergillus sp., frente a la cepa de A. fumigatus obtuvo una CMI de 0.80 pg/mL, y para
A. nidulans de 0.48 pg/mL, siendo este tratamiento estadisticamente igual que el
tratamiento con ketoconazol, encontrando inhibicién alta en Aspergillus sp., con una
CMI 1.25 pg/mL y 1.00 yg/mL para A. nidulans y A. fumigatus respectivamente.

Posteriormente, el AE de cebolla blanca fue el tercer mejor tratamiento mostrando una
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CMI de 1.61 y 2.87 pg/mL contra A. fumigatus y A. nidulans respectivamente. El
tratamiento con AE de orégano no mostro inhibicion del crecimiento para ambos
hongos a ninguna de las concentraciones evaluadas (Figura 12), esto ultimo
concuerda con lo mencionado por Ariesanti (2015), quien evaluo el contacto de vapor
de ciertos compuestos como carvacrol, cinamaldehido, eugenol y timol, adicionados
a peliculas comestibles de almidon, frente a A. niger, Fusarium sp., y Rhizopus sp.,
mostrando CMI >5000 mg/mL, siendo el carvacrol, eugenol y timol algunos de los
principales compuestos quimicos del AE de O. vulgare. Sin embargo, Arturo et al.
(2006) evalud el AE de orégano (O. vulgare), el cual mostro actividad antifungica alta
contra A. flavus con una inhibicion total del crecimiento a una concentracion de
1ug/mL. Por otro lado, con el aumento de la popularidad de los AE y sus beneficios
en la salud, ha incrementado su comercializacion, sin embargo, la calidad y pureza de
dichos AE comerciales esta en duda. Arnaldo et al. (2009) menciona que resulta casi
imposible lograr que dos AE sean completamente idénticos, uno de los problemas es
que no se realizan con la misma sensibilidad analitica, de igual forma, otros factores
como lo son la época de cosecha, método de extraccion, época del afo, variacidon
natural del material vegetal y las condiciones en la que se almacenan, influyen
directamente en la composicion del AE, asi como en su bioactividad.

La actividad antifungica del AE de cebolla concuerda con lo encontrado por Kocevski
et al. (2013) quienes evaluaron la actividad antifungica de una especie del género
Allium, el cebollino chino (Allium tuberosum) y canela china (Cinnamomum cassia)
contra Aspergillus oryzae obteniendo una CMI de 0.25 pL/mL, de igual forma el AE de
zacate de limon (Cymbopogon citratus), que, de acuerdo con los datos de Sonker et
al. (2014), logro inhibir el 100% el crecimiento micelial de A. flavus, A. niger y A.

ochraceus con una CMI de 0.33 pL/mL, obteniendo CMI menores para Aspergillus sp.
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que en este estudio. (Montiel et al. 2007) evaluo la actividad antifungica in vitro de 10
AE provenientes de especies del género Piper, contra A. flavus y A. fumigatus,
demostrando que el AE del cordoncito (P. bogotense) fue el unico que mostro
actividad contra A. fumigatus, el resto de los AE obtuvieron una CMI >500 yL/mL. De
igual forma los antifungicos de origen comercial han sido evaluados contra Aspergillus
sp. por ejemplo la caspofungina, el cual es una equinocardona de origen semisintético,
obtuvo una CMI de 0.5 yL/mL contra A. nidulans y A. fumigatus, demostrando tener
una eficacia equivalente a la anfotericina B (Solé, 2017). Por otro lado, AE de cebolla
ha sido evaluado pocas veces contra diferentes hongos, un ejemplo de esto es lo
realizado por Aldui (2021), quien demostré que el AE posee actividad antifungica
sobre Candida albicans, encontrandose el mayor efecto a una concentracion de 75 %,
pese a no ser el mismo género de hongos, comparten estructuras similares, y tomando
en cuenta lo mencionado por Camilo Gonzalez., (2004), quien nos menciona la forma
en que los AE actuan en los hongos, especificamente sobre la pared celular y la
membrana citoplasmatica destruyéndolas. Lo anteriormente mencionado concuerda
con lo encontrado en este estudio, sin embargo, el método para la determinacion de
las concentraciones minimas inhibitorias, es una dificultad, esto debido a que este
procedimiento no esta completamente estandarizado, algunos organismos e
instituciones como lo son la CLSI, han elaborado protocolos por ejemplo: CLSI M38-
A especifico para determinar la CMI en hongos filamentosos, sin embargo, no todos
utilizan dichos estandares, por ende, resulta una tarea dificil la comparacion de

resultados sin utilizar los mismos procedimientos.
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Figura 12: Concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales contra
Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans

CB (cebolla blanca), CM (cebolla morada), KTL (Ketoconazol), ORG (orégano). Letras

distintas indican diferencia significativa de columnas para la prueba de Tukey (P
<0.05).

6.4 Concentracion minima fungicida de los aceites esenciales contra

Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans in vitro

Se encontro que el tratamiento con ketoconazol obtuvo una CMF de 1.50y 1.25 pg/mL
para A. nidulans y A. fumigatus respectivamente, siendo estadisticamente similar a
los tratamientos con AE de cebolla morada con una CMF de 2.25 pg/mL para A.
fumigatus y 1.68 ug/mL para A. nidulans, sin embargo, el AE de cebolla blanca obtuvo

una variacion, mostrando capacidad fungicida a concentraciones mas elevadas con
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una CMF de 3.31 pg/mL para A. nidulansy 8.62 uyg/mL para A. fumigatus, siendo este
ultimo el que mostro diferencia significativa con respecto a los demas tratamientos
(Figura 13). Marca M. (2013) evalu6 la actividad antifungica del AE de canela
(C.zeylanicum Breyn), obteniendo una CMF de 2000 ug/mL para C. albicans, de igual
forma (Wicaksana, 2016) evalué la actividad fungicida de AE de salvia del Brasil
(Lippia alba) contra C. albicans el cual obtuvo una CMF 1000 ug/mL. Fernandez et al.,
(2021) evaluaron la actividad fungicida del AE clavo (Syzigium aromaticum),
obteniendo una CMF a una concentracion del 50%, por otro lado Londofo-Orozco et
al. (2013) evalu¢ la actividad antifungica del extracto de propdleo sobre el crecimiento
de A. fumigatus obteniendo una CMF de 256 yg/mL. Las concentraciones minimas
inhibitorias y fungicidas usualmente estan relacionadas, sin embargo, no siempre
suelen tener los mismos valores, lo encontrado en este estudio concuerda con lo
mencionado por diferentes autores, debido a que el valor de la CMF tiende a ser mayor
que la CMI. El antifungico comercial mostro tener mayor efectividad a concentraciones
menores que los AE evaluados, mostrando que las dos cepas de Aspergillus sp. son
susceptibles, sin embargo, de igual forma los tratamientos con AE evaluados,
comparado con lo mencionado en estudios anteriores contra diversos hongos
filamentosos y levaduriformes, demuestra que el AE de A. cepa posee actividad

fungicida.

50



EA. fumigatus ®EA. nidulans

5 8.62 b
-l e
E
2 8
3 7
5]
[o)]
S 6
L.
E 5
=
s 4
5 22523
g 3 168 a 150 a
g 2
[
[e]
o 1
0

CM CB KTL

Figura 13: Concentracion minima fungicida de los aceites esenciales contra
Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans

CB (cebolla blanca), CM (cebolla morada), KTL (Ketoconazol). Letras distintas indican
diferencia significativa de columnas para la prueba de Tukey (P <0.05).

6.5 Composicién quimica de los aceites esenciales con actividad antifingica por

cromatografia de gases-espectrometria de masas

Dentro de los componentes quimicos del AE de A. cepa (blanca) se identificaron 64
compuestos los cuales representan el 53.54% de la composicion total del aceite, con
cinco compuestos principales: Acido hexanodioico, 1,6-bis(2-etilhexil) éster (13.76%),
Acido palmitico (8.23%), Rodopin (3.31%), Betulinol y (2.46%) Hexatriacontano
(2.17%). Para AE de A. cepa (morada) se identificaron 81 compuestos los cuales

representan el 58.64% del aceite, la presencia de seis compuestos principales: Acido
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palmitico (6.14%), Polinastanol (4.98%), Hentriacontano (3.78%), Cicloartenol
(3.42%), B-Sitosterol (3.12%), y-Sitosterol (2.88%) (Cuadro 6).

Trabajos como el de El-wakil et al. (2015) quienes determinaron los componentes del
AE de A. cepa (Cebolla blanca egipcia) mediante un analisis CG-EM, identificando un
total de 40 compuestos, encontrando como componente mayoritario al Dodecano con
un (28.69%) y los demas constituyentes predominantes con un (65.20%); Por otro
lado, Abdel-Lateef et al. (2018) analizaron de la misma forma el AE de A. cepa (cebolla
morada egipcia), en esta ocasion, encontrando 50 compuestos, de los cuales los 4
componentes mayoritarios fueron: 3, 5-dietil-1, 2, 4-tritiolano (10.17%), 1, 3, 5-
tritiolano (7.80%) y 3-(2H-furanona, 2-hexil-5-metilo) (7.74%), sin embargo, segun nos
menciona Cano Pérez et al. (2006) los perfiles quimicos de los AE pueden diferir
incluso entre la misma especie vegetal, esto va a depender directa o indirectamente
de diferentes factores como lo son: el tipo de extraccion, composicion del suelo, clima,
la fraccion vegetal de la cual se obtuvo, edad incluso la etapa fenologica.

Cuando se realizan bioensayos con productos vegetales, como los son los AE, es
imperativo el estudio de sus componentes mediante analisis, esto, para lograr
determinar sus compuestos quimicos, debido a que la actividad biologica de estos
puede ser atribuida a sus componentes mayoritarios, minoritarios o la sumatoria de
todos ellos. Usualmente, los compuestos principales son a los cuales se les atribuye
la actividad biolégica, en este caso la antifungica, lo encontrado en este estudio
concuerda con lo mencionado por diferentes autores por ejemplo, Hernandez-Ceja et
al. (2021), nos mencionan que el Acido hexanodioico, 1,6-bis(2-etilhexil) éster es un
compuesto quimico, el cual forma parte de los componentes mayoritarios de los
extractos de L. hirta, A. ochroleuca y A. porophyllum, los cuales lograron inhibir el

100% del crecimiento micelar de tres hongos (Pestalotiopsis clavispora,
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Colletotrichum gloeosporioides y Lasiodiplodia pseudotheobromae), demostrando el
potencial de dicho compuesto gracias a su actividad antifungica. De igual forma Hrichi
et al. (2022) determinaron que el principal compuesto volatil de las raices de
Convolvulus althaeoides L. fue el acido palmitico (29,77 %), los cuales demostraron
tener actividad antifungica contra Candida albicansy C. tropicalis. El AE de semillas
de rucula y tomillo, evaluados contra A. flavus lograron inhibir el crecimiento fungico y
la produccién de aflatoxinas, siendo el rodopin el décimo (1.51%) y quinto (4.02%)
componente mas predominante (Ramzy, 2018). El AE de Cichorium intybus mostro
actividad antifungica contra A. niger, determinando sus componentes mediante
analisis CG-EM se demostro, que el hentriacontano estuvo presente en una
concentracion de (10,19 %) siendo el tercer componente principal (Afzal et al., 2014).
Budniak et al. (2021) evaluaron la actividad antimicrobiana del AE de Tropaeolum
majus, demostraron que posee actividad antibacteriana y antifungica contra C.
albicans, posterior a su analisis se determiné que el principal componente fue y-

Sitosterol (7,84 %), y el cuarto mayor componente B-Sitosterol (2,07 %).

Cuadro 6: Composicion quimica del aceite esencial de Allium cepa (blanca y
morada) mediante analisis CG/EM.

N.° Compuesto Formula :F Ill: TR (min) AR (%)

i CB CM CB CM
1 Cis-2,4-Dimetiltiano C/H14S - - -~ 5782 - 0.13
2 Disulfuro, bis(1-metiletilo)  CeHiSz  -—-- 1016 6.602 6.593 0.43 0.44
3 4-metil-1,2,3-tritiolano CsHeSs - 1185 -— 7569 - 0.44
4 getiotio P Cubz 944 - 10249 10239 018 0.08
5 1,8-Nonadieno-3-ol CoHisO 983 -— 11529 -—  0.03 -
6 Acido nonanoico CoH1s02 942 1280 --—-—- 11473 --— 0.18
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metil-

2,4-dimetil-,

Humuleno
Tetradecano, 5-metil-
Dodecano, 2,6,10-trimetil-

1-Hexadecanol, 2-metil-

Tetradecano, 2,6,10-

trimetil-
Isovalerato de geranilo

Pentadecano, 2,6,10,14-
tetrametil-
Pirrolizidina-3-ona-5-ol,
éter etilico

2,4-Di-terc-butilfenol

1-Dodecanal, 3,7,11-

trimetil-
1-Decanol, 2-hexilo-

terc-Hexadecanotiol
7-Hexadecenal, (2)-

Tetrasulfuro, dipropilo

C13H2s0
CsH/NOS
C12H260
CeH12S3
C13Has
C3HsS4
C1oH1804
C1oH1804
C1eH32
CoH200
C1sH24
C11H1802
C1sH24
C1sH32
C1sH32
C17H360
C17H3s6
C15H2602
C19Hao
CoH1sNO2
C14H220
C1sH320

C1eH340

CagHooAuS3

C1eH300
CeH14S4

1412
1417
1421
1428
1435
1454
1459
1491
1454
1499
1512
1540
1548
1562
1570
1580
1580
1589
1594
1552
1613
1622
1632
1640
1650
1659

1848

1318

1421
1413
1460
1454
1381
1557
1597
1703
1513

12.44

12.717

17.911
18.132
18.353
18.518
18.749

12.578

12.91

17.607
17.92
18.122
18.528
18.758
18.942

0.07

0.09

0.03

0.08
0.03
0.04
0.05
0.01
0.02
0.47
0.07
0.06
0.13
0.07

1.7

0.72
0.1
0.06
0.05

0.02

0.49
0.13

0.19
0.01

0.12
0.01
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33
34
35
36
37
38
39

40

41

42

43
44
45
46
47
48
49

50

51

52

53

54
95

1-Metil-2-(1-
(propiltio)propil)disulfuro

Acido dodecanoico

Acido oleico

Disulfuro, 1-(1-
propeniltio)propilpropilo
Acetato de E-8-metil-9-
tetradecen-1-ol
5-Tiol-D-glucosa

3(2H)-furanona,
2-octilo-

5-metil-

Z-7-Pentadecenol
N-(2-metilbutil)undeca-
(2E,4E)-dieno-8,10-
diinamida

Ester etilico del
hexadeca-2,4,15-
trienoico

9-Tetradecenal, (2)-

Azuleno, 1,4-dimetil-7-(1-
metiletilo)-

acido

Larixol

Octadecano, 1-cloro-
4,8,13-duvatrieno-1,3-diol
Retinal

Neocurdiona

2,4,7,14-tetrametil-4-vinil-
triciclo[5.4.3.0(1,8)]tetrad
ecan-6-ol
Ester etilico de &cido
linoleico

Androstan-17-ol-
7,9-Di-tert-butyl-1-
oxaspiro(4,5)deca-6,9-
diene-2,8-dione

Acido palmitico
Androst-5,7-dien-3-ol-17-
uno

C7H16S3
C12H2402
C18H3402

C7H14S3
C17H3202
CeH1205S
C13H2202

C15H300

C16H21NO

C18H3002

C14H260
C1sH1s
C20H3402
C1gH37Cl
C20H3402
C20H250
C15H2402

C20H340

C20H3602

C19H320

Ci17H2403

Ci1eH3202
Ci19H2602

1664
1675
1675
1679
1644
1705
1741

1742

1800

1806

1806
1819
1830
1900
1932
1940
1951

1966

1947

2014

2015

2079
2051

1631

22.745

1772 23.095 23.086

2264 24.081

2069 25.287

26.448 26.448

26.779

27.829

1973 29.054 291
29.413

0.52

0.3

8.23

0.07
0.46
0.08

0.11
0.05
0.25

6.14
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56

57

58

59

60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

70

71

72

73
74
75
76

77

78

Oleato de glicidilo

Pirano[4,3-b]benzopiran-
1,9-diona, 5a-metoxi-9a-
metil-3-(1-
propenil)perhidro-

Abietato de Metilo
11,12-Metileno-

Octadecanoato de i-
propilo

Picrotoxina

Acido cis-13-eicosenoico

Acido octadecanoico

Dasycarpidan-1-metanol,
acetato (éster)

12-Acetato de ingol

E.E,Z-1,3,12-
Nonadecatrieno-5,14-diol

1-Hexacoseno

Ester n-octadecilo del
acido acético
Estigmasterol
Calcicolina A
Triciclo[20.8.0.0(7,16)]tria
contano, 1(22),7(16)-
diepoxi-

Acido oleico, éster 3-

(octadeciloxi)propilico
Cholest-22-ene-21-ol,
3,5-dehydro-6-metoxy-,
pivalato
7,8-Epoxilanostano-11-ol,
3-acetoxi-

1-Hexacoseno
Ricinoleato de n-butilo

1-Heptatriacotanol

Acido hexanodioico, 1,6-
bis(2-etilhexil) éster
Fenol, 2,4-bis(1-
feniletilo)-

C21H3803

C17H2405

C21H3202

C22H4202

C30H34013
C20H3802
Ci1sH3602

C20H26N202

C22H3207
C19H3402
CasHs2
C20H4002
C29H450
C28H38010

C3oH5202

C3oH7603

C33Hs5403

Ca2Hs404
CasHs2
C22H4203
Cs7H760
C22H4204

C22H220

2117

2116

2127 2339

2155

2145

2246

2267 2178

2268

2243

2400

2412

2412 2211

2419

2471

2479

2499

2500

2518
2546 -
2571

2573
2601 2382

2613

0.86

0.72

1.14

1.04

0.05

0.03

0.41

0.04

0.13

36.468

36.956

37.002 0.07

37.536 37.481 13.76 1.97

37.73 1.5
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79

80

81

82

83
84
85
86
87
88
89
90

91

92
93
94
95
96

97

98

99

100

Acido 22-tricosenoico

9-Octadeceno, 1,1'-[1,2-
etanodiilbis(oxi)]bis-,
(Z,2)-

Acido erucico
11,12-Metileno-

octadecanoato de -
propilo
Acido adipico, isohexil

tridec-2-yn-1-il éster
Acido oleico, eicosil éster

Oleato de glicidilo

Octadecano, 3-etil-5-(2-
etilbutil)-
17-Pentatriacontano
Rodopin

Heptacosano, 1-cloro-
Octadecano, 3-etil-5-(2-
etilbutil)-
11,12-metileno-
octadecanoato de -
propilo

Neronina, 483,5-dihidro-

Heptacosano

Acido ftalico, éster bis(7-
metiloctilo)

heptacosano
Anhidrido  2-dodecen-1-
il(-)succinico
Acido 1,3-

bencenodicarboxilico,
éster bis(2-etilhexilico)
Acido 1,2-
bencenodicarboxilico,
éster de dinonilo

Acido ftalico, 6-metilhept-
2-il nonil éster

Acido ftalico, 4,4-
dimetilpent-2-il nonil éster

C23H4402

CzsH7402

C22H4202

C22H4202

C25H4404
CasH7402
C21H3803
CasHs4
CasH7o
CaoHs0
C27Hss5Cl

CoeHs4

C22H4202

C18H21NOe
Ca7Hse
C26H4204
Ca7Hse

Ci1eH2603

C24H3804

Co26H4204

C25H4004

C24H3804

2639

2663

2667

2671

2686

2686

2699
2636

2716

2757
2800

2837

2858

2833

2900

2918

2929
2939

2940

2949

2961 2712

2968

0.12

0.08

0.7

0.04

0.07
0.43

0.01
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101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114
115

116

117
118
119
120
121
122

123

Acido
bencenodicarboxilico,
éster bis(2-etilhexilico)
Acido ftalico, hex-3-il nonil
éster

Acido ftalico,
nonil éster
Acido decanodioico, éster
bis(2-etilhexilico)

Acido ftalico, 4-metilpent-
2-il octil éster

Acido decanodioico, éster
bis(2-etilhexilico)

1,3-

hept-3-il

Escualeno

Acido ftalico,
nonil éster
Acido ftalico, 2-metilpent-
3-il nonil éster

Acido
bencenodicarboxilico,
butil octil éster

Acido
bencenodicarboxilico,
éster bis(8-metilnonilo)

hept-4-il

1,2-

1,2-

Octacosano

Acido
bencenodicarboxilico,
éster bis(8-metilnonilo)

1,2-

Nonacosano

1-Hexacosanol

9,19-ciclocloesteno-3,7-
diol, 4,14-dimetil-, 3-
acetato

Hexatriacontano
Hentriacontano
y-Sitosterol

2-Metil hentriacontano

Polinastanol

1-(1,5-Dimetilhexil)-4-
hidroxi-3a,6,12a-

B-Sitosterol

C24H3804

C23H3604
C24H3804
C26H5004
C22H3404
C26H5004
CaoHso
C24H3804

C23H3604

C20H3004

C2sH4604

CosgHss

C2sH4604

Co9Heo
Co6H540

C31H5203

CasH74
Ca1Hea
C29H500
Caz2Hes
C2sH4s0
Cs1H5203
C29H500

2969

2928 2555

3000 2632

3003

3009 2415

3012

3016 2847

3024 2615

3035 2545

3040

3050

3050

3064

3067

3099 2852

3145

3199

3202

3239
3300

3331

3341
3401

43.155

44.03

44.196

44472

44.848

45.955

48.626 217

51.224 48.672 0.37

51.389 49.663 1.89

49.999

50.388

47.806 50.986 0.24
51.26

0.24

0.34

0.05

1.04

0.2

3.78
2.88

1.13
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124 B-Amirina CsoH4sO 3434 ---- 51.647 51.647 117 1.19

125 Betulinol C3oH5002 3484 --—-—- 52218 - 246  --—--
Octadecano, 1,1'-[1,3-

126 propanodiilbis(oxi)]bis- C39HgoO2 3599 ---—- 5348  ——-- 011 -—--
Fosfato de tris(2,4-di-terc-

127 butilfenilo) Ca2He30O4P 3663 --—-- 54217 - 1.22 -—--

128 Cicloartenol CsoH500 3439 --—-- 51.039 52.122 1.25 342

129 3;(1)?'0"3'0'3”03“”0'3’7' CaoHs20p 3526 -w  —omee 52.688 - 0.38

130 17-Pentatriacontano CasH7o 3497 - - 53471 - 0.2
Componentes totales (%) 53.5 58.6
Componentes
identificados 64 81
(I'\")/(:;dlmlento del aceite 0.0006 0.0013

IRexp (indice de retencion experimental), IR, (indice de retencion de literatura), TR
(tiempo de retencién), AR% (porcentaje con respecto al area), un guion (---) indica la

ausencia del componente.
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VII. CONCLUSIONES

. La extraccion de aceites esenciales en bulbos y tuberculos es muy baja
encontrando una variacion de 0.0012 a 0.0003 %

. Se identificaron dos tipos de hongos del género Aspergillus sp., se encontro
un 43% de a A. fumigatus y de A. nidulans con un 34%.

. EI AE cebolla blanca (1.2 mg/mL) y morada (2.3 mg/mL) en 7 dias, demostraron
inhibir 0.9 y 1.62 mm del crecimiento radial de A. fumigatus y 1.13 y 0.2 mm
para A. nidulans respectivamente.

. Los tratamientos con menor CMI frente a A. fumigatus y A. nidulans fueron AE
de cebolla morada (0.80 y 0.48 ug/mL) y ketoconazol (1.00 y 1.25 yg/mL), AE
de cebolla blanca (1.61 y 2.87 pg/mL), el tratamiento el AE comercial de
Orégano el cual no mostro tener actividad a ninguna de las concentraciones
evaluadas.

. Los tratamientos con menores CMF frente a A. fumigatus y A. nidulans fueron
ketoconazol con (1.25y 1.50 ug/mL), segido del AE de cebolla morada (2.25 y
1.68 pg/mL).

. Los compuestos principales del AE de A. cepa para la variedad blanca fueron
el Acido hexanodioico, 1,6-bis(2-etilhexil) éster (13.76%), Acido palmitico
(8.23%), Rodopin (3.31%) Betulinol (2.46%) y Hexatriacontano (2.17%) y para
la morada, el Acido palmitico (6.14%), Polinastanol (4.98%), Hentriacontano

(3.78%), Cicloartenol (3.42%), B-Sitosterol (3.12%), y-Sitosterol (2.88%).
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VII. RECOMENDACIONES

Determinar los rendimientos de extraccion de aceites esenciales de mas bulbos
y tuberculos cultivados o silvestres, con el fin de realizar comparaciones de
rendimiento.

Determinar la interaccion que existe entre los diversos hongos causantes de
onicomicosis y su colaboracion para la invasion e infeccion del tejido.
Determinar el mecanismo de accion mediante el cual, el aceite esencial de A.
cepa logra inhibir el crecimiento y supervivencia de A. nidulans 'y A. fumigatus.
Evaluar la efectividad del aceite esencial de A. cepa (morada y blanca) contra

onicomicosis ocasionada por Aspergillus sp. in vivo.
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