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RESUMEN

Alternanthera caracasana (Tianguis) ha sido utilizada desde tiempos muy
antiguos como una planta medicinal, empleada para curar heridas, diarreas e
inflamaciones. Los antecedentes de esta planta reportan que posee actividad
antibacteriana, y el compuesto responsable de esta actividad es la 7-metoxi-
cumarina. Las cumarinas poseen diversas actividades biolégicas, como
antioxidantes, antimicrobianos y antitumorales. Por lo que en el presente trabajo

se evaluo la actividad antifungica de Alternanthera caracasana.

Se obtuvieron tres extractos (hexanico, cloroféormico y etandlico) de 1, 590
gr de planta seca que fue colectada durante los meses de junio-agosto del 2005
en la FES lIztacala. Se utilizé el método de inhibicién del crecimiento radial y de
Kirby-Baler para evaluar la actividad antifungica de los extractos sobre seis cepas
de hongos de importancia médica y agrondmica. Se determind que el extracto
cloroformico  presentd actividad sobre Aspergillus niger, Trichopyton
mentagrophytes, Fusarium sporotrichum y Rhizoctonia solani, mientras que el

extracto etanolico fue activo sobre Aspergillus niger y Rhizoctonia solani.

Se obtuvo la CFsp y CFM de cada extracto activo mediante el método de
dilucion en agar. La cepa més sensible al extracto cloroférmico fue Fusarium
sporotrichum (CFso= 350 pg/ml), en tanto que para el extracto etandlico fue

Rhizoctonia solani (CFsp= 342.3 pug/ml).

El extracto cloroformico se fracciond en una cromatografia en columna
abierta de la cual se obtuvieron 12 fracciones activas sobre Rhizoctonia solani y
13 activas sobre Fusarium sporotrichum. A la fraccion que mostré la mayor
actividad se le determind su composicion mediante una cromatografia de HPLC y
se compar6é con 2 muestras de cumarinas puras (6,7-dimetoxi-cumarina y 7-
metoxi-cumarina), encontrando que ambas cumarinas estan presentes en la

fraccion.



Se evaluo la toxicidad del extracto cloroférmico mediante el método de
toxicidad general sobre Artemia salina, obteniendo una CLsp de 491.97 ug/ml, por
lo que la toxicidad de este extracto se considera moderada.

Se concluye que probablemente las cumarinas, presentes en el extracto

cloroférmico, sean las responsables de la actividad antifungica del Tianguis.



INTRODUCCION

El hombre, a través del tiempo y de un largo proceso de aprendizaje, ha
sabido apropiarse y sistematizar los recursos vegetales para su beneficio y
atendiendo la utilidad que le proporcionan; asi se encuentran plantas que se
utilizan para diversos fines como alimenticio, forrajero, ornamental o medicinal.
Las plantas medicinales forman parte importante de los recursos terapéuticos que

emplea la medicina tradicional (Aguilar y Camacho, 1985).

Esta costumbre se ha conservado hasta nuestros dias, principalmente en
poblaciones rurales, lo que ha permitido acumular un amplio conocimiento etno-
farmacoldgico, punto importante de partida en las investigaciones dirigidas a la

basqueda de productos naturales con actividad biolégica (Mesa et al., 2004).

No fue sino hasta el siglo XX cuando los avances farmacol6gicos, quimicos
y tecnoldgicos hicieron posible la sintesis de muchos de los compuestos que
actualmente se emplean en medicina. Aun asi, un 25% de los medicamentos
modernos se extraen de plantas. En muchos casos el empleo moderno de esos

productos es similar al que les daba la antigua herbolaria (Argueta y Cano, 1994).

En México se conocen alrededor de 26,000 especies de plantas. Esta
riqgueza es un recurso que no se aprovecha totalmente, por lo que la investigacion
sobre nuevos compuestos con actividad farmacolégica puede ser una alternativa

para nuevas formas de manejo de los recursos vegetales (Mesa et al., 2004).

La propiedades farmacoldgicas de las plantas es producida por una amplia
variedad de sustancias quimicas llamadas metabolitos secundarios, los cuales son
compuestos organicos que antiguamente se consideraban que no tenian una
funcién directa en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Sin embargo, se ha
determinado que los metabolitos secundarios cumplen funciones fisiolégicas y

ecologicas en las plantas, ya que pueden actuar como agentes alelopéaticos o



proporcionado proteccion contra la herbivoria. Estos metabolitos secundarios
tienen una distribucion restringida y por su abundancia o ausencia, proporcionan a
la planta caracteristicas quimicas Utiles para su clasificacion botanica o su
aprovechamiento por el hombre. Algunos ejemplos son los alcaloides, terpenoides,

glicésidos, flavonoides y las cumarinas (Salisbury, 1992).

La fitoquimica se ha desarrollado como una disciplina que relaciona la
quimica orgénica de los productos naturales y la bioquimica de la planta. La
fitoquimica se interesa por la enorme variedad de sustancias organicas que son
elaboradas y almacenadas por las plantas, la estructura quimica de esos
compuestos, su biosintesis, metabolismo, su distribucion natural y su funcién
biol6gica (Harborne, 1973).

La tendencia en los estudios fitoquimicos incluye la evaluacion de la
actividad biologica de los diferentes extractos, entre éstas actividades esta la

antifungica (Harborne,1973).

Por lo que en el presente trabajo se evalud la actividad antifingica de la

planta Alternanthera caracasana.



Antimicoticos

Los hongos constituyen un complejo grupo de organismos, tan grande que
se calculan entre 100 a 300 mil especies. Los hongos tienen gran importancia en
la conservacion del equilibrio de la naturaleza, ya que degradan materia organica
del ambiente a compuestos organicos simples y moléculas inorganicas. De esta
forma liberan y ponen a disposicion de otros seres vivos: carbon, nitrdgeno,
fésforo, y otros componentes cruciales de los organismos muertos (Arenas, 2003;
Prescott et al., 2004).

Pero por otro lado, los hongos son la principal causa de enfermedades de
las plantas. Mas de 5,000 especies atacan cosechas y plantas de jardin de interés
comercial, asi como muchas plantas silvestres. De forma parecida, los hongos son
la causa de muchas enfermedades de los animales y de los seres humanos
(Prescott et al., 2004).

En los ultimos afos las infecciones micéticas en el ser humano han
mostrado un incremento importante en todo el mundo debido al aumento del
namero de pacientes inmunodeprimidos por diversas causas, como el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida, la quimioterapia en pacientes con cancer y los
receptores de trasplantes sometidos a la terapia inmunosupresora. Los hongos
que se encuentran con mayor frecuencia implicados en las infecciones en este
grupo de pacientes pertenecen a los géneros Candida, Cryptococcus, Aspergillus,
Histoplasma, Rhizopus, Acremonium, Fusarium y al grupo de los dermatofitos
(Mesa et al., 2004).

A pesar de la amplia variedad de infecciones que causan los hongos en el
hombre y en las plantas, pocos agentes antifungicos estan disponibles para su
tratamiento. Algunos de éstos se enlistan en el apéndice 1.

El concepto de antifiungico engloba cualquier sustancia capaz de producir

una alteracion en las estructuras de una célula fungica de tal forma que se consiga



inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, lo que

facilita el funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped (Gregori, 2005).

El tratamiento de las infecciones por hongos ha tenido menos éxito que el
de las infecciones bacterianas, en gran medida porque las células eucariotas de
los hongos son mucho mas parecidas a las humanas, por lo que muchos farmacos
gue inhiben o matan los hongos son bastamente toxicos para los seres humanos
como la anfotericina B y la caspofungina, las cuales causan dafio hepético y

toxicidad renal (Prescott et al., 2004).

Las células fangicas y las células de los mamiferos se diferencian en
algunos aspectos, los cuales son fundamentales en el desarrollo de nuevos
antimicoticos. Estas diferencias estan representadas por la presencia de
ergosterol, y no de colesterol como el esterol mas importante de la membrana
celular; asi como la produccién de quitina y beta-glucanos como parte de la
estructura de la pared celular. La pared celular en los hongos tiene una funcién
similar a la de las bacterias, mientras que en las células animales esta ausente,
por lo que se considera ahora el sitio ideal para la inhibicién de la biosintesis de

estos dos importantes componentes: glucanos y quitina (Arenas, 2003).

Algunas especies de hongos han desarrollado mecanismos de resistencia
hacia algunos antifungicos, explicada en parte porque la mayoria de estos
farmacos son fungistéticos y por la administracion prolongada de los tratamientos
en el tiempo, que permite la seleccibn de clones resistentes. Entre los
mecanismos de resistencia utilizados por los hongos es importante hacer
referencia a la sobreproduccion de blancos enziméticos, la implementacion de vias
metabolicas alternas y la produccion de bombas de flujo externo que expulsan los
medicamentos al espacio extracelular (Mesa et al., 2004).

El papel cada vez mas importante de los hongos dentro de las
enfermedades infecciosas en el ser humano y en las plantas ha ejercido una fuerte

influencia sobre la investigacion (Mesa et al., 2004).



En el mundo se ha venido explorando y valorado el uso de productos
naturales como fuente de nuevos y variados agentes antimicoticos, entre ellos el
uso de plantas medicinales. Por lo que es necesario incrementar las
investigaciones desde el punto de vista quimico farmacoldgico de las plantas
medicinales, enfocandose al estudio de nuevos principios activos o moléculas
prototipos para el desarrollo de compuestos farmacol6gicamente activos, menos

toxicos, méas selectivos y por lo tanto mas eficaces (Mesa et al., 2004).

Por lo antes mencionado, en este trabajo se evalué la actividad antifungica
de la planta Alternanthera caracasana HBK, la cual pertenece a la familia
Amaranthaceae.



Familia Amaranthaceae

La familia Amaranthaceae comprende alrededor de 65 géneros y 900
especies. La mayoria de ellas son hierbas o subarbustos con unos cuantos
arboles y trepadoras (Metcalfe y Chalk, 1957). Es una familia ampliamente
extendida cuyo hdabitat se encuentra en regiones tropicales y subtropicales. Un
gran numero son plantas ornamentales de jardin, en especial las especies de los

géneros Alternanthera, Amaranthus, Celosia e Iresine (Benson, 1979).
Los compuestos antimicrobianos de la familia Amaranthaceae, han sido
poco estudiados, sin embargo se han aislado otro tipo de compuestos importantes

para la industria farmacéutica y alimenticia (Cuadro 1).

Cuadro 1. Compuestos aislados de plantas de la familia Amaranthaceae.

Compuesto Autores Importancia
Esteroles (espinasterol, 7- Patterson et al., Farmacéutica
estigmasterol, sitosterol y 1991; Xu et al,
estigmasterol). 1986.

Betainas  (trigonelina vy Blunden et al., Farmaceéutica

glicinabetaina). 1999.

Betalainas. Cai et al., 2005. Alimenticia

Oxalato de calcio. Siener et al, Alimenticia
2006.

Dentro de la familia Amaranthaceae se encuentra el género Alternanthera,

género al que pertenece la planta a estudiar en el presente trabajo.

Género Alternanthera



Alternanthera es el nombre genérico que deriva del latin alternans

(alternado) y anthera (antera), haciendo referencia a la estructura floral, en la que

los estambres con antera alternan con estaminodios sin antera (Rzendowski y
Rzendowski, 1979).

Las plantas del género Alternanthera son cosmopolitas, principalmente de

América tropical y subtropical. Se encuentran aproximadamente 170 especies

distribuidas en todo el mundo, algunas de estas son plantas acuaticas como A.

cardinalis y A. reineckii (Rzendowski y Rzendowski, 1979).

Del género Alternanthera, se han realizado estudios en los cuales

principalmente se han aislado flavonoides (Cuadro 2).

Cuadro 2. Compuestos aislados de plantas del género Alternanthera.

Autores Pais Especie Estudio

Zhou et US.A A. philoxeroides Aislaron la estructura de

al.,1988. alternantina, un flavonoide C-
glicosilado.

Brochado et al., Brasil A. brasiliana Identificaron y  aislaron los

2003. flavonoides robinobiosidos y
ritinosidos.

Salvador y Brasil A. maritima Aislaron flavonoides C-glicosilados y

Dias., 2004. esteroides.

Guerra et al., Brasil A. tenella Encontraron que el extracto acuoso

2003.

tiene propiedad antitumoral e

inmunoestimuladora




Alternanthera caracasana HBK (Tianguis)

Como se mencioné anteriormente en el presente estudio se evalu6 la
actividad antifangica de A. caracasana, por lo que a continuacion se describen las

caracteristicas de esta especie.

A) CLASIFICACION:

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Género: Alternanthera

Especie: Alternanthera caracasana HBK

B) SINONIMO:

Alternanthera repens.

C) NOMBRE COMUN:

Temix-tapextli, Tianguis (Estado de México), Tianguis pepetla (Hidalgo),

Tianguistumina, Tlalpetate, Tumina (Michoacan), Verdolaga cimarrona, Verdolaga

de puerco, WitichOkare (tarahumara) (Argueta et al., 1994).



D) DESCRIPCION:

A. caracasana es una hierba rastrera con los tallos ramificados que parecen
alfombra. Con las hojas ovales u ovado-espatuladas, carnosas de 1 cm. de largo;
los grupos de flores estan en cabezuelas de color blanquecino, parecen estrellas
gue estan colocadas entre las hojas (Argueta et al., 1994; Martinez, 1996) (Figura
1).

E) DISTRIBUCION:

La planta A. caracasana se distribuye desde el sureste de Estados Unidos
hasta Argentina. También en Asia y en el sur de Europa (Rezendowski y
Rezendowski, 1979). En México se localiza en los estados de Baja California Sur,
Coahuila, Chihuahua, Nuevo Le6n, Durango, Nayarit, Jalisco, Guanajuato,
Querétaro, Hidalgo, Estado de México, Distrito Federal, Veracruz, Puebla y
Chiapas (Argueta et al., 1994) (Figura 2).

Figura 1. Alternanthera caracasana HBK.



Figura 2. Estados donde se distribuye la especie.

F) BOTANICA Y ECOLOGIA:

A. caracasana es probablemente originaria de América tropical vy
subtropical, presente en climas célidos, semicalidos y templados, desde el nivel
del mar hasta los 2,700 m. Est4 asociada a terrenos de cultivo, bosque tropical
caducifolio y subcaducifolio, bosque espinoso, matorral xeréfito, bosque mesofilo
de montafa, bosque de encino, de pino y mixto de pino-encino (Argueta et al.,
1994).

G) ETNOBOTANICA:

La planta completa se consume cruda o en té, se usa contra la fiebre, males
estomacales, indigestion y dolores de cabeza. La raiz se utiliza contra la tifoidea y
como purgante pero también se emplea contra padecimientos urinarios. Para bajar
la calentura del sarampién, se toma el cocimiento de la raiz, una taza tres veces al

dia. En el tratamiento de sarampidn, viruela y varicela, para hacerlas brotar pronto



y bajar la fiebre se bafia a los nifios enfermos con el cocimiento de la raiz (Argueta
et al., 1994).

No se tiene definida la parte de la planta que se usa contra el dolor de
estbmago, estrefiimiento, empacho, codlicos, diarrea, vesicula sucia y para
combatir la fiebre intestinal. Se toma el cocimiento en caliente o se ponen lienzos
en la parte afectada. Se usa para padecimientos del sistema digestivo,
genitourinario, infecciones, sistema musculo-esquelético y del sistema nervioso
(Argueta et al., 1994).

H) HISTORIA:

En el siglo XVI, Francisco Hernandez dice que “la raiz purga todos los

humores por el conducto inferior” (Argueta et al., 1994).

Francisco Flores, en el siglo XIX, menciona que los chichimecas la
empleaban para combatir las heridas causadas por flechas envenenadas
bebiendo los zumos de esta hierba, y agrega, que el zumo de las hojas era de
utilidad para las almorranas asi como en colutorios para las Ulceras de la boca, en
la gingivitis, cuando la inflamaciéon no era intensa y como refrigerante para los

accesos febriles (Argueta et al., 1994).

En el siglo XX, Maximino Martinez enumera lo siguiente: anticatarral,
anticrotalico, antipirético, antiséptico intestinal, astringente, arroja los calculos,
desflema, diaforético, diurético, eupéptico, expulsa los gusanos de las Ulceras,
verrugas y vomitos de sangre. Luis Cabrera, la registra como aperitivo, diurético,
para enfermedades exantémicas, fiebre, tifoidea, tifus exantematico y como un

ténico (Argueta et al., 1994).



La planta Alternanthera caracasana, también conocida en México como
tianguis, en la actualidad se recomienda con frecuencia para fiebres, y afecciones

del aparato digestivo y de la piel (Argueta et al., 1994).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con lo antes mencionado se asume que A. caracasana es poseedora de una gran
variedad de metabolitos secundarios, los cuales le atribuyen a la planta diversas
actividades bioldgicas. También es importante mencionar que la cumarina aislada
por Canales et al., 2005 se ha reportado con propiedades antimicrobianas, por lo
que se supuso que este metabolito puede tener actividad antifingica. Por esto, los

objetivos de este trabajo se encuentran a continuacion.



Antecedentes de A. caracasana

Zavala et al., 1998, mostraron la actividad antidiarreica del extracto de
metanol y acuoso de A. repens, sobre ratas con diarrea inducida con aceite de

risino y sulfato de magnesio.

Sanoko et al.,, 1999, aislaron saponinas triterpénicas del extracto de

metanol de las partes aéreas de A. repens.

Benavides, 2004, evalud el efecto antiespasmolitico del extracto acuoso,
obteniendo que los extractos polares y las fracciones de hojas de A. repens
inhibieron la contraccion intestinal inducida por serotonina, cloruro de potasio y

cloruro de calcio.

Canales et al., 2005, demostraron la actividad antibacteriana del extracto de
acetato de etilo sobre bacterias gram positivas y negativas. Ademas, se aislo la 7-

metoxi-cumarina, metabolito responsable de esta actividad.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

- Evaluar la actividad antifungica de los extractos de la planta Alternanthera

caracasana.

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Obtener los extractos herbales de distinta polaridad (hexanico, cloroférmico
y etanolico) de Alternanthera caracasana.

- Evaluar la actividad antifangica de los extractos de manera cualitativa y
cuantitativa sobre hongos patégenos de importancia médica y agronémica.

- Fraccionar el extracto activo.

- Evaluar la toxicidad general del extracto activo.



METODOLOGIA

1.-COLECTA DE LA PLANTA.

A. caracasana fue colectada en los jardines del area deportiva de la FES
Iztacala, durante los meses de junio-agosto del 2005; se depositd un ejemplar en
el herbario IZTA para su identificacion y nUmero de registro.

Jardines del area deportiva

Figura 3. Zona de colecta de la planta A. caracasana.



2.-OBTENCION DE LOS EXTRACTOS.

Los extractos de A. caracasana se obtuvieron por el método de maceracion.
Se colocaron 1,590 gr de la planta seca y molida en un recipiente de vidrio y se
agregaron solventes en orden creciente de polaridad (hexanos, cloroformo y
etanol), dejando cada solvente por 4 dias aproximadamente. Una vez obtenidos
los extractos se procedié a filtrarlos, posteriormente se destild el exceso de
solvente a presion reducida en un rotavapor. Los extractos se colocaron en
recipientes de vidrio con la finalidad de completar la evaporacion del solvente
(Dominguez, 1979). Se realizé una particion con 5 gr del extracto etandlico con
hexanos (H;) y metanol (M;) para determinar en que polaridad se presentaba la

actividad antifungica y para ver si esta incrementaba.

3.- EVALUACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

Se utilizaron seis especies de hongos de importancia médica y agronémica:
Fusarium sporotrichum (ATCC NRLL3299), F. moniliforme, Aspergillus niger,
Trichophyton mentagrophytes (donadas por el laboratorio de Fisiologia Vegetal de
la UBIPRO, FES-I), Rhizoctonia solani (donada por el INIFAP, Celaya) y Candida
albicans (donadas por la CUSI FES-I) (Apéndice 2).

La evaluacion cualitativa para A. niger, T. mentagrophytes, F. sporotrichum,
F. moniliforme y R. solani se realiz6 con el método de inhibicion del crecimiento
radial (Wang y Bun, 2002). Se emplearon sensidiscos que se impregnaron con
2000 pg de cada extracto; el control positivo se impregno con 7 pg de ketoconazol
y como control negativo se utilizaron sensidiscos con 10 pl de cada uno de los

solventes. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (Apéndice 3).



La evaluacion cualitativa para C. albicans se realizd con el método de
difusién en agar o de Kirby-Baler (Koneman et al.,, 1985). Los sensidiscos se
impregnaron con 2000 pg del extracto. Como control positivo se utilizaron
sensidiscos con 25 pg de nistatina, y como control negativo sensidiscos con 10 pl

de solvente. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (Apéndice 4).

La actividad antifingica de la particion (H; y M;) solamente se evalu6 sobre
A. niger y R. solani con el método de inhibicion del crecimiento radial (Wang y
Bun, 2002). Usando sensidiscos con 2000 pg de cada particion; como control
positivo se utilizaron sensidiscos con 7 pug de ketoconazol y como control negativo
sensidiscos con 10 pl de cada uno de los solventes. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado (Apéndice 3).

4.- EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

Para la determinacién de la concentracion fungicida media (CFso) y la
concentracion fungicida minima (CFM), se utilizé el método de diluciébn en agar
(Wang y Bun, 2002) (Apéndice 5). Las concentraciones empleadas fueron: 2 000,

1 500, 1 000, 750, 500 y 250 pg/ml. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
5.- FRACCIONAMIENTO DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS.
A) Cromatografia en columna:
A partir del extracto cloroférmico se realizé una cromatografia en columna
(cc). La fase estacionaria consistio en silica gel de malla 70-230 um, para obtener
una mejor separacion. Previamente se realizd una prueba determinar la fase movil

adecuada para la columna experimental.

La cromatografia en columna se realizdé con 19 gr del extracto cloroférmico,

la fase movil consisti6 en mezclas hexanos, diclorometano y metanol en orden



creciente de polaridad. Se obtuvieron 289 alicuotas de 50 ml que se agruparon en
28 fracciones (Cuadro 3) a las cuales se les evalué la actividad antifungica sobre

A. niger, F. sporotrichum y R. solani.

Con la finalidad de agrupar las alicuotas similares se realizaron
cromatografias en placa fina, se utilizaron cromatofolios de gel silice con indicador
U.V. Se revelaron con luz U.V (366-254 nm) y mediante la reaccién con sulfato

cérico.

De las fracciones obtenidas de cromatografia en columna se escogieron
tres para calcular la CFsp y la CFM sobre F. sporotrichum, éstas fueron
seleccionadas porque se observo que presentaban mayor actividad.

B) Cromatografia de liquida alta presion (HPLC):

Se realiz6 una cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con las
siguientes condiciones: columna Discovery C-18, con tamafio de particula de 25-
4.6-5.0 um, se corrié con una mezcla de metanol-acetonitrilo-agua (25-25-50). El
cromatograma se realizé con la fraccién 30 de la prueba cromatografica y con la
fraccion 10 de la cromatografia en columna experimental. Ambas fracciones se
compararon con dos muestras de cumarinas puras: 6,7-dimetoxi-cumarina y 7-

metoxi-cumarina (aislada por Canales et al., 2005).



Cuadro 3. Fraccionamiento del extracto cloroformico mediante cromatografia en

columna.
Eluyente Proporcion (100%) Alicuota Fraccion
1-2 1
3-4 2
Hexanos 100 5-7 3
8-12 4
13-18 5
19-25 6
90:10
26-27 7
28 8
80:20
29-34 9
35-38 10
39-40 11
70:30
41-43 12
44-52 13
53-54 14
60:40
55-70 15
Hexanos- Diclorometano 71-79 16
50:50
80-84 17
40:60 85-93 18
94-96 19
30:70
97-108 20
109-123 21
124-135 22
20:80
136-162 23
163-184 24
10:90 185-196 25
Diclorometano 100 197-247 26
90:10 248-280 27

Diclorometano-Metanol

50:50 281-289 28




6.- TOXICIDAD GENERAL.

La toxicidad general se evalud con el extracto cloroférmico debido a que fue
el que presenté mayor actividad. Los ensayos se realizaron con larvas nauplio I
de Artemia salina, siguiendo el método de McLaughlin (1991), a concentraciones
de 1 000, 100 y 10 pg/ml. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (Apéndice
6).

7.- ANALISIS ESTADISTICOS.

Las pruebas estadisticas que se realizaron para la evaluacion del método
cuantitativo de la actividad antifingica y para el método de toxicidad general. Para
ambos métodos se realizaron analisis de regresion (lineal o logaritmica), segun el

modelo que tuviera el mejor coeficiente de determinacion (R?).



RESULTADOS Y ANALISIS

1.- COLECTA DE LA PLANTA.

Se colectaron 1,590 gr de la planta A. caracasana en la FES lIztacala
durante los meses de junio-agosto (2005). Los datos de herbario se muestran en

el cuadro 4.

Cuadro 4. Datos de herbario de A. caracasana .

Familia Amaranthaceae
Nombre cientifico Alternanthera caracasana HBK
Nombre comun Tianguis

No. de registro 12136

2.-OBTENCION DE LOS EXTRACTOS.

El rendimiento obtenido de cada uno de los extractos de A. caracasana se
muestra en la figura 4. Se observa que el extracto de mas alto rendimiento
correspondio al extracto etandlico con 116.52 gr (7.33%) y el rendimiento mas bajo

se obtuvo en el extracto hexanico con 7.64 gr (0.48%).




0.48%

1.26%
7.64 gr
( o) (19.98 gr)

7.33%
(116.52 gr)

O Hexanos @ Cloroformo @ Etanol

Figura 4. Rendimiento de los extractos obtenidos de A. caracasana

(El porcentaje con respecto a 1,590 gr de planta seca).

De la particion de 5 gr del extracto etandlico se obtuvo mayor rendimiento
en M; (4.2281 gr) que en H; (0.8083 gr) (Figura 5).

16%
(0.8083 gr)

84%
(4.2281 gr)

oMl @mH1

Figura 5. Rendimiento de la particion de 5 gr del extracto etandlico.




3.- EVALUACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

En el cuadro 5 se muestran los resultados de la actividad antifangica de los
extractos obtenidos de A. caracasana. Se observa que el extracto cloroférmico
presento actividad en cuatro cepas (A. niger, F. sporotrichum, T. mentagrophytes
y R. solani), y el extracto etandlico fue activo sobre dos cepas (A. niger y R.
solani). El extracto hexanico no presenté actividad.

De la particion del extracto etandlico, la parte polar (M;) tuvo actividad
sobre R. solani y A. niger, y la parte no polar (H;) solamente presenté actividad

sobre R. solani (Cuadro 5).

Cuadro 5. Actividad antifungica de los extractos crudos de A. caracasana.

Extractos Particion del
extracto etandlico

Hongo Cloroformo Etanol Hi M3

Aspergillus niger A A _ A
Fusarium moniliforme _ _ _ _
Fusarium sporotrichum A _ _ _
Trichophyton mentagrophytes A _ _ _
Rhizoctonia solani A A A A

Candida albicans

(A) activo, (-) no activo




4.- EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

En el cuadro 6 se muestra la CFso ¥y la CFM de los extractos activos
comparados con el control positivo (ketoconazol). Se observa que la cepa mas
sensible al extracto cloroformico fue F. sporotrichum (CFso= 350 pg/ml), en tanto
que para el extracto etandlico fue R. solani (CFsp= 342.3 pg/ml) (Figura 6). En las
figuras 7 a 12 se muestran los porcentajes de inhibicién de cada una de las cepas

sensibles.
Cuadro 6. Evaluacion cuantitativa de los extractos.
Cloroformo (ug/ml) Etanol (ug/ml) Ketoconazol (ug/ml)
Hongos CFso CFM CFso CFM CFso CFM
T.m 1,235.1 7,532.63 nd. nd. 0.109 0.88
F.s 350.0 2,400.73 nd. nd. 0.094 3.50
A.n 977.1 2,960.39 1,534.0 7,714.34 415.1 2,688.0
R.s 840.2 2,000.00 342.3 1,500.0 0.225 7.00

CFsp, concentracion fungicida media; CFM, concentracidon fungicida minima; T.m, Trichophyton
mentagrophytes; F.s, Fusarium sporotrichum; A.n, Aspergillus niger; R.s, Rhizoctonia solani; nd, no

determinado.




Figura 6. Evaluacion cuantitativa del extracto etandlico sobre R. solani

(izquierda) y A. niger (derecha).
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Figura 7. Porcentajes de inhibicion del extracto cloroférmico sobre T.

mentagrophytes.
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Figura 8. Porcentajes de inhibicion del extracto cloroférmico sobre F.

sporotrichum.
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Figura 9. Porcentajes de inhibicion del extracto cloroférmico sobre A. niger.
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Figura 10. Porcentajes de inhibicion del extracto cloroférmico sobre R.

solani.
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Figura 11. Porcentajes de inhibicion del extracto etandlico sobre A. niger.




y = 0.0701x - 26.004
R?=0.8701

% inhibicion

500 1000 1500 2000 2500

concentracion (ug/ml)

Figura 12. Porcentajes de inhibicion del extracto etandlico sobre R. solani.

En cuanto a la parte polar de la particion del extracto etandlico (M;) (Cuadro
7), se muestra que la cepa mas sensible fue R. solani (CF5,=1,360.05 pg/ml). En
el caso de A. niger se necesita una concentracion mayor (CFso= 4,387.11 pg/ml).

En las figura 13 y 14 se muestran los porcentajes de inhibicion para estas

especies fungicas.

Cuadro 7. Evaluacion cuantitativa de M.

M3 (ug/ml) Ketoconazol (ug/ml)

Hongo CFso CFM CFso CFM
R.s 1,360.05 2,000.00 0.225 7.00
A.n 4,387.11 8,624.40 415.1 2,688.0

CFso, concentracion fungicida media; CFM, concentracion fungicida minima; R.s- Rhizoctonia

solani; A.n- Aspergillus niger;
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Figura 13. Porcentajes de inhibicion de M; sobre R. solani.
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Figura 14. Porcentajes de inhibicion M; sobre A. niger.




5- FRACCIONAMIENTO DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS.

A) Cromatografia en columna:

De las 28 fracciones obtenidas en la cromatografia en columna del extracto

cloroférmico, s6lo 12 mostraron actividad sobre R. solani y 13 sobre F.

sporotrichum. Ninguna fue activa para A. niger. En el cuadro 8 se muestra la

actividad de cada fraccion.

Cuadro 8.- Actividad antifungica de las fracciones obtenidas por

sporotrichum.

cromatografia en columna de extracto cloroférmico sobre R. solaniy F.

Fraccion R.solani F.sporotrichum Fraccion R.solani F.sporotrichum
1 + - 15 +++ ++
2 ++ ++ 16 + ++
3 ++ ++ 17 - -
4 + + 18 - -
5 - - 19 - -
6 - - 20 - -
7 - - 21 +++ ++
8 - - 22 ++ +
9 - + 23 + -
10 - +++ 24 + -
11 - ++ 25 - -
12 - - 26 - -
13 ++ ++ 27 - -
14 ++ ++ 28 - +

(+) actividad baja, (++) actividad media, (+++) actividad alta, (-) no activo




Las fracciones utilizadas para calcular la CFso y la CFM sobre F.
sporotrichum fueron la 10, 15 y 21. La fraccion 10 se escogié debido a que se
observ6 que presentdé mayor actividad sobre F. sporotrichum y las fracciones 15y
21 se eligieron porque presentaron mayor actividad sobre R. solani (Cuadro 8). En
todos los casos se observa que se requieren mas de 2,000 ug/ml para alcanzar la
CFso (Cuadro 9). En las figuras 15, 16 y 17 se muestran los porcentajes de
inhibicion de cada una de las fracciones.

Cuadro 9. Evaluacion cuantitativa de las fracciones activas sobre F. sporotrichum.

Fracciones
10 15 21 Ketoconazol
CFso(ug/ml)  2,516.2 9,326.8 2,9385 0.094

CFsg, concentracion funguicida media.
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Figura 15. Porcentajes de inhibicion de la fraccion 10 sobre F.

sporotrichum.
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Figura 16. Porcentajes de inhibicion de la fraccion 15 sobre F.

sporotrichum.
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Figura 17. Porcentajes de inhibicion de la fraccion 21 sobre F.

sporotrichum.

B) Cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta presion (HPLC) se realizé con la fraccion 30 de la
prueba cromatografica (elegida por que presentaba una fluorescencia azul-
verdosa a 366 nm) y con la fraccion 10 de la cromatografia experimental (elegida
porque presenté mayor actividad sobre F. sporotrichum). Se observa que en
ambas fracciones estan presentes las dos cumarinas (6,7-dimetoxi-cumarina TR=
4.404 min; 7-metoxi-cumarina TR= 5.595 min). En ambas casos la 7-metoxi-
cumarina se encuentra en mayor concentracion que la 6,7-dimetoxi-cumarina,
aunque no es el componente principal (Figura 18). En la figura 19 se muestran las

estructuras de la 7-metoxi-cumarina y la 6,7 dimetoxi-cumarina.
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Figura 18. Cromatograma de las fracciones comparadas con dos muestras puras

de cumarinas.

Muestra fraccién 30 (cromatografia de prueba).
Muestra fraccion 10 (cromatografia experimental).
Muestra 6, 7-dimetoxi-cumarina.

Muestra 7-metoxi-cumarina.
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Figura 19. Estructura quimica de la 7-metoxi-cumarina y la 6,7-dimetoxi-cumarina

6.- TOXICIDAD GENERAL.

El extracto cloroférmico obtuvo una CLsp igual a 491.97 pg/ml (Figura 18),
por lo que la actividad téxica se considera moderada segun el criterio establecido
por McLaughlin, 1991 (Apéndice 6).
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Figura 20. Actividad toxica general del extracto cloroférmico.
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DISCUSION

En la bibliografia se cuenta con informacién (floristica, etnobotanica y
fitoquimica) de la planta Alternanthera caracasana, dicha informacion sento las

bases del presente trabajo.

1.- COLECTA DE LA PLANTA.

La planta fue colectada durante los meses en donde la lluvia es abundante
(junio-agosto), lo cual permite el desarrollo 6ptimo de A. caracasana, ya que en la
areas adoquinadas de los jardines de la zona deportiva de la FES Iztacala se
pudieron observar grandes extensiones cubiertas por esta planta. Es importante
mencionar que alrededor de A. caracasana no se observo el desarrollo de ninguna
otra especie vegetal, esto probablemente se deba a la adaptabilidad del tianguis a
este ambiente que estd caracterizado por el paso diario de la gente, ya que
probablemente la planta sintetiza algunos metabolitos secundarios que le dan

ventaja ecoldgica (Harbone, 1982; Salisbury, 1992).

2.-OBTENCION DE LOS EXTRACTOS.

El rendimiento (contenido de sélidos) de los extractos obtenidos de la planta
A. caracasana, indica que el extracto etandlico presenté la mayor proporcion
(7.33%) (Figura 4), por lo tanto, la mayor parte de los componentes de la planta
son de naturaleza polar como pueden ser los flavonoides y alcaloides. Esto
también se puede observar en la particion de este extracto en donde M; obtuvo la
mayor proporcion (Figura 5). Lo anterior coincide con Canales et al., 2005 quienes

igualmente tuvieron mayor rendimiento en el extracto de mayor polaridad.

3.- EVALUACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.
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Los extractos cloroférmico y etandlico de la planta A. caracasana poseen
actividad antifingica (Cuadro 4). Se observa que los extractos presentan actividad
sobre hongos de importancia tanto médica como agronomica (A.niger, F.

sporotrichum, T. mentagrophytes y R.solani).

El extracto donde se tuvo mayor actividad antifingica fue en el cloroférmico,
lo cual coincide con el trabajo de Canales et al, 2005 quienes encontraron
actividad antibacteriana en un extracto de polaridad semejante (acetato de etilo),
esto indica que el compuesto activo probablemente sea de una polaridad
intermedia, y por lo tanto sea el mismo metabolito reportado por Canales et al.,
2005, el responsable de la actividad antifangica.

En cuanto a la actividad antifingica de la particion del extracto etandlico
(Cuadro 4), se observa que H; solamente presento actividad sobre R. solani, esto
en contraste con M; que obtuvo actividad tanto en R. solani y A. niger, esto puede
indicar que probablemente los compuestos responsables de la actividad

antifingica se encuentren en mayor cantidad en la parte polar de dicho extracto.

4 .- EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

La evaluacién cuantitativa de la actividad antifungica (CFso y CFM) indica
que F. sporotrichum y R. solani fueron las cepas mas sensibles a los extractos
cloroférmico y etandlico respectivamente (Cuadro 6), esto es importante desde un
punto de vista agrondmico ya que segun Agrios, 1996 éstas especies son
responsables de grandes pérdidas de cultivos de interés comercial, tanto de

ornato como comestibles como la papa, frijol, crisantemo y el clavel.



En cuanto a la particion del extracto etandlico se observa que la CFso de M,
sobre A. niger (CFso= 4,387.11 pg/ml) y R. solani (CFs5,=1,360.05 pg/ml) aumentd
comparandolo con el extracto etandlico crudo (1,534 pg/ml y 342.3 pg/mi
respectivamente). Esto puede deberse a que existe una sinergia entre Hy y My, por

lo que el extracto crudo es mas efectivo para inhibir el crecimiento fungico.

5- FRACCIONAMIENTO DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS.

Las fracciones en donde se encontrg actividad, presentaron un color azul
intenso al observarlo en placa fina bajo luz UV con una longitud de onda de 366
nm. Segun Harborne y Dey, 1989 las cumarinas presentan estas caracteristicas,
por esta razén y por los antecedentes de A. caracasana, nos guiaron a suponer
que probablemente eran las cumarinas responsables de la actividad antimicética

del Tianguis.

Por esta razon se realiz0 una cromatografia de alta presiéon (HPLC)
comparando una fraccibn de cada cromatografia en columna (prueba y
experimental) con dos muestras de cumarinas puras (7-metoxi-cumarina y 6,7-
dimetoxi-cumarina) (Figura 18), dando como resultado que efectivamente las
cumarinas se encontraban en las fracciones activas, aunque en baja

concentracion.

Las cumarinas se encuentran dentro del grupo de los fenilpropanos
(Apéndice 7) y se han reportado como poseedoras de propiedades
antimicrobianas. Autores como Sardari et al., 1999, Al-Barwani y Eltayeb, 2004 y
Stein et al., 2006 reportan que las cumarinas poseen efecto antifungico
principalmente contra Trichophyton spp, Alternaria spp, Fusarium spp. Yy
Aspergillus niger (Cuadro 9). Esto es importante ya que probablemente sean las
cumarinas las responsables de la actividad antifingica de A. caracasana.

Sin embargo, también se han reportado otras actividades para las

cumarinas: Jamal y Smith, 1989 reportan que las cumarinas han sido



administradas clinicamente para el tratamiento de linfoedemas, Marshall et al.,
1989 las reporta como antitumorales y Egan et al., 1990 mencionan que las
cumarinas también han sido aplicadas para infecciones cronicas. Estudios
recientes han reportado a las cumarinas con efecto antioxidante (Torres et al.,
2006), vasodilatador (Dongmo et al., 2006), antitrombdtico y antimutagénico
(Creaven et al., 2006).

Cowan, 1999 reporta a la cumarina warfarina como antiviral la cual
interacciona con el ADN eucaridtico. Las cumarinas umbeliferona, esculetina y
herniarina se agregaron a los preparados de proteccion solar principalmente por
su capacidad de absorcién en la regién UV (280 a 315 nm), cuya radiacion causa
la formacion de eritemas en la piel (Gros et al., 1985).

Bruneton, 1991 comenta que las cumarinas se encuentran en mayor
concentracion en raices, frutos y semillas, ademas de que la sintesis de
fenilpropanoides es afectada por el ambiente, condiciones nutricionales y
hormonales, asi como varios factores de estrés (Dominguez, 1979). Esto es
importante dado a que como se menciond anteriormente la planta A. caracasana
fue colectada en época de lluvia, por lo que las cumarinas probablemente se
sinteticen durante esa época, debido a que probablemente su metabolismo es

mas activo.

6.- TOXICIDAD GENERAL.

El ensayo de toxicidad sobre Artemia salina se considera una herramienta
muy util para evaluar la toxicidad. Este ensayo se ha aplicado para determinar la
toxicidad de extractos de plantas medicinales (McLauglin, 1991; Campos, 2006;
Canales et al.,, 2007), ademas también se ha utilizado para monitorear
micotoxinas, contaminantes marinos, productos petroleros y metales pesados
(Sam, 1993).



El extracto cloroférmico presentd una toxicidad moderada sobre Artemia
salina, esto probablemente pudo ser a causa de las cumarinas, ya que, como se
habia mencionado se ha reportado que las cumarinas son poseedoras de
diferentes efectos biolégicos como antibiéticos, actividad fitotoxica, inhibidores del
crecimiento de plantas y de microorganismos que causan dermatitis, dafio

hepatico, carcinogénesis, entre otros (Gros et al., 1985).

Lewis et al., 2006 reportan que las cumarinas producen tumores en
roedores. Sin embargo, Baez et al., 2005 especifican que las cumarinas tienen

poca toxicidad en el hombre.

Lo antes mencionado valida el empleo del Tianguis en la medicina
tradicional, ademéas de presentar compuestos con actividad antifingica lo que la

hace una planta adecuada para combatir diferentes procesos infecciosos.



CONCLUSIONES

- Los extractos cloroférmico y etandlico de Alternanthera caracasana presentan

actividad antifungica.

- El extracto cloroformico fue el que presentd mayor actividad antifungica,
inhibiendo el crecimiento de cuatro cepas de hongos.

- Rhizoctonia solani y Fusarium sporotrichum son las cepas mas sensibles al

extracto cloroférmico y etandlico respectivamente.

-Probablemente los compuestos responsables de la actividad antifungica son la 7-
metoxi-cumarina y 6,7-dimetoxi-cumarina, los cuales estan presentes en el

extracto cloroférmico

- El extracto cloroférmico de Alternanthera caracasana presenta una toxicidad

moderada.



PERSPECTIVAS

Es importante continuar el estudio de A. caracasana debido a que su uso
como planta medicinal no solamente se limita para el tratamiento de fiebres y
enfermedades gastrointestinales sino que se podria utilizar para otro tipo de

enfermedades. Por lo que se propone realizar los siguientes estudios:

1.- Seqguir realizando estudios para la evaluacion de otras actividades biolégicas

como antioxidante, antitumoral, antiprotozoaria, entre otras.

2.- Aislar los compuestos puros de la 7-metoxi-cumarina y 6,7-dimetoxi-cumarina
para comprobar que realmente éstos fueron los compuestos responsables de la

actividad antifungica.

3.- Determinar el modo de accién de las cumarinas en caso de que estas sean las

responsables de la actividad antifungica.

4.- Aislar y determinar las estructuras quimicas y las actividades moleculares de
los compuestos de polaridad similar a la de las cumarinas.

5.- Ampliar el estudio toxicolégico utilizando especies de mayor complejidad como

moscas (Drosophila melanogaster) y ratas.



APENDICE 1

CLASIFICACION DE ANTIFUNGICOS POR SU MECANISMO DE ACCION.

Los antifungicos generalmente actian en cuatro principales sitios de la
célula fungica que son: la pared celular, la membrana celular, la sintesis del acido

nucleico y la division nuclear (Figura 19).

Membrana celular:
Palienos: anfotericinag B, nistatina.
Peoles; ketoconazol, fluconazol.

Sintesis de acide nucleico:
A-fluorocitosing

Pared celular:
Neumocandinaz
Nikomicinas
Cazpofungina

Divizidn nuclear:
Grizeofulvina

Figura 21. Sitio de accion de algunos antifiingicos.



A. INHIBICION DE LA FUNCION DE LA MEMBRANA CELULAR

-Anfotericina B. La anfotericina B es un polieno aislado a partir del hongo
Streptomyces nodosus. Ha sido el farmaco mas utilizado en el tratamiento de las
infecciones fangicas profundas. La anfotericina B se une al ergosterol de la
membrana citoplasmica de los hongos, por lo que se alteran las propiedades de
permeabilidad de la misma, produciendo poros y crateres que permiten la salida
de iones intracelulares y ocasionan muerte por lisis celular. Es un antifingico de
amplio espectro ya que actua sobre levaduras, hongos dimérficos y dermatofitos
(Calderén, 1997; Mims et al., 1999; Arenas, 2003; Lumbreras et al., 2003; Murray
et al.,, 2003). Las reacciones adversas son muy variadas; dependen de la
hipersensibilidad y del efecto toxico directo, las mas importantes son la
tromboflebitis y la toxicidad renal, pero también puede causar sudoracion, vértigo,
dolores generalizados, convulsiones, choque, fibrilaciones e incluso paro cardiaco
(Arenas, 2003; Lumbreras et al., 2003) (Figura 22).

Figura 22. Estructura quimica de anfotericina B.



-Nistatina. Es un analogo estructural de la anfotericina B y fue aislada a partir de
los hongos Streptomyces noursi y S. albulus. La nistatina se parece a la
anfotericina B en cuanto a sus propiedades permeabilizantes y letales sobre las
células eucariotas (Murray et al., 2003). La nistatina puede ser fungistatico o
funguicida; inhibe la respiracion celular y altera el metabolismo del fésforo
inorganico. Es de espectro reducido y especifico para infecciones por Candida.
Las reacciones adversas son dermatitis, nauseas, vomito y diarrea (Arenas, 2003)
(Figura 23).
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Figura 23. Estructura quimica de la nistatina.

-Azoles. Los azoles se caracterizan por poseer un anillo imidazélico o triazdlico,
los cuales contienen de 2 a 3 atomos de nitrégeno. Son compuestos sintéticos y
constituyen el mayor grupo de agentes antifingicos. Se clasifican en imidazoles
(ketoconazol, miconazol, clotrimazol) y triazoles (fluconazol, itraconazol)
(Sanglard, 2002). Los azoles actuan inhibiendo la enzima 14-a-demetilasa. Esta
inhibicion se produce al formarse un complejo del azol con una parte del citocromo
P-450 del hongo. El bloqueo de esta enzima impide la conversion de lanosterol en
ergosterol, que es un componente fundamental de la membrana citoplasmatica del
hongo, y produce una alteracion de la permeabilidad de la membrana y la
acumulacion de perdxidos que la dafian (Lumbreras et al., 2003). Poseen un
amplio espectro de actividad ya que actlan contra mohos y levaduras; tienen



actividad antibacteriana y contra protozoarios, asi como accion inmunoestimulante
(Calderén, 1997; Mims et al.,, 1999; Arenas, 2003; Murray et al., 2003). Las
acciones adversas mas comunes son las gastrointestinales y dermatoldgicas
(Arenas, 2003) (Figura 24 y 25).
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Figura 24. Estructura quimica del ketoconazol.
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Figura 25. Estructura quimica del fluconazol.



B. INHIBICION DE LA SINTESIS DE PARED CELULAR

-Nikomicinas. Su estructura quimica se conforma por un nucleésido de pirimidina
unido a una unidad peptidica. Las nikomicinas son productos naturales generados
por la fermentacion del hongo Streptomyces tendae. Son funguicidas y son
inhibidores competitivos de la quitina sintetasa de la pared celular, esto conduce a
la inhibicion de la septacién, con la consiguiente rotura osmoética de la célula
fungica. Su espectro antifingico es errético, se necesitan grandes cantidades del
compuesto para tener concentraciones clinicas relevantes y actian mejor en

mohos que en levaduras. No se reportan acciones adversas en el paciente

(Peldez, 1998; Arenas, 2003) (Figura 26).
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Figura 26. Estructura quimica de la nikomicina.



-Neumocandinas (Ao, Boy Co). Las neumocandinas son lipopéptidos producidos
por la fermentacion del hongo Glarea lozoyensis. Se dividen en tres grupos segun
la identidad del residuo de prolina, que en la neumocandina Ao es 3-hidroxi-4-
metilprolina, en la neumocandina By es 3-hidroxiprolina y en la neumocandina Cy
es 4-hidroxiprolina. El subindice hace referencia al nUmero de grupos hidroxilo
ausentes. Estos dos factores condicionan las diferencias de actividad existentes
entre los tres grupos. Actdan inhibiendo la enzima glucanosintetasa e impiden la
sintesis de polimeros de glucanos, que son los componentes mas importantes de
la pared celular de muchos hongos patégenos. Produce inestabilidad osmoética y
lisis de pared celular. Tienen un amplio espectro de actividad en micosis cutaneas
y sistematicas. Los efectos biolégicos mas frecuentes son la liberacién de
histamina y toxicidad hepatica (Arenas, 2003; Romero et al., 2005) (Figura 27).

Figura 27. Estructura quimica de la neumocandina C.



-Caspofungina. Es un derivado semisintético de la neumocandina By. La
caspofungina inhibe la sintesis del B-(1,3)-D-glucano mediante inhibicion no
competitiva de la 3-(1,3)-D-glucano sintetasa. Esta inhibicion produce un doble
efecto, fungistatico y funguicida. El efecto fungistatico es el resultado de la
inhibicion de la sintesis de la pared celular, reduciendo el crecimiento fungico,
mientras, que el efecto funguicida se debe a los cambios en la integridad de la
pared que le hacen perder su resistencia mecanica, siendo entonces mas sensible
a los cambios de presién osmoética, lo que conduce a la destruccion celular.
Presenta un amplio espectro antifungico. Entre las acciones adversas se
encuentran insuficiencia renal, fiebre y cefalea (Borrell, 2002; Arenas, 2003;
Romero et al., 2005) (Figura 28).

Figura 28. Estructura quimica de la caspofungina.



C. INHIBICION DE LA SINTESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

-Flucitosina (5-fluorocitosina). La flucitosina es un anélogo de las pirimidinas. Es
un compuesto sintético el cual penetra a las células por medio de la citosina
permeasa e inhibe la sintesis de ARN por la accion de una desaminasa de
citosina; se convierte en 5-fluoruracilo y éste se metaboliza a su vez hacia 5-
fluoruridina. La sustitucion del uracilo de los hongos por 5-fluoruracilo alteran la
sintesis de proteinas y ocasiona la muerte de los microorganismos; también
interrumpe la sintesis de ADN por inhibicion de la actividad de la timidilata
sintetasa (Mims et al., 1999; Arenas, 2003). Es funguicida para las levaduras y los
hongos sensible, por lo que se considera un antifiangico de corto espectro
(Sanglard, 2002; Lumbreras et al., 2003). Las reacciones adversas observadas
con mayor frecuencia son del tubo digestivo (nauseas, vomitos, enterocolitis vy,
rara vez, perforacion intestinal), lo mas grave es la depresién de la médula 6sea,
gue se manifiesta por leucopenia y trombocitopenia. También puede causar dafio
hepético (Arenas, 2003) (Figura 29).

Figura 29. Estructura quimica de la flucitosina.



D. INHIBICION DE LA DIVISION NUCLEAR

-Griseofulvina. Es un derivado del benzofurano y fue aislado del hongo
Penicillium griseofulvum. Es fungistético; no destruye los hongos, sino que los
elimina porque altera el crecimiento de las hifas al producir enroscamiento de las
mismas, de modo que impide la parasitacidn de la queratina; el mecanismo de
accion incluye interferencia con la division nuclear al evitar la replicacion del ADN
e inhibir mitosis en metafase y los microtubulos celulares. Tiene espectro reducido
ya que actua solamente sobre dermatofitos. Entre las reacciones adversas mas
comunes se encuentra depresion de médula Osea, trastornos hematoldgicos,

cutaneos y renales(Arenas, 2003) (Figura 30).

OMe

Figura 30. Estructura quimica de la griseofulvina.



APENDICE 2

CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS FUNGICAS.

+ Aspergillus niger

A. niger es un hongo filamentoso que causa infecciones tanto en el hombre
como en las plantas. Se ubica principalmente en la materia organica (estiércol).
Las conidias de A. niger son facilmente transportadas por el aire, por lo que se

encuentran ampliamente diseminados en el medio ambiente (Vargas, 2004).

A. niger causa infecciones oportunistas en pacientes inmunodeprimidos por
medio de la via respiratoria, aunque también puede penetrar directamente a través
de traumas cutaneos o mucosos. Puede causar trombosis e infarto cuando
invaden los vasos sanguineos, neumonia aguda, bloqueo parcial de la via aérea

por masas micoticas y reacciones broncopulmonares alérgicas (Mims et. al,1999).

En las plantas causa pudricion principalmente en maiz pero también causa

pudricion en fibras de algodén y en cebolla (Finch y Finch, 1974; Agrios, 1996).

+ Candida albicans

C. albicans es un hongo dimdrfico componente de la flora normal del tracto
gastrointestinal, apareciendo como levadura en las superficies mucosa, pero
forma hifas cuando invade. Produce infecciones oportunistas en pacientes
estresados, inmunodeprimidos o tratados con antibiéticos, lo cual modifica la flora
intestinal y aumenta el potencial de inéculo de C. albicans, causando lesiones
mucocutaneas localizadas e invasion de todos los Organos importantes en la

enfermedad diseminada (Mims et al., 1999; Vargas, 2004).



v Fusarium moniliforme y F. sporotrichum

Son hongos filamentosos, los cuales infectan principalmente a las plantas
pero también enferman al hombre. F. moniliforme y F. sporotrichum son

microorganismos que se encuentran comunmente en el suelo (Vargas, 2004).

Pueden causar afecciones cutdneas, respiratorias y diseminadas en
pacientes inmunocomprometidos. La forma de infeccion habitualmente es
posterior a la exposicion traumatica con vegetales en descomposicion (Vargas,
2004).

En las plantas provocan pudricion de: maiz, cafia de azucar, frijol,
cacahuate, clavel, crisantemo. Necrosis foliar en el maiz y tizén de las plantas de
algodén (Finch y Finch, 1974).

+ Trichophyton mentagrophytes

T. mentagrophytes es un hongo dermatofito, el cual infecta a pacientes
inmunodeprimidos. Causa micosis cutanea (tiflas), principalmente la tifia del
cuerpo, crural y del pie (pie de atleta) (Myrvik y Weisner, 1988; Prescott et al.,
2004).

+ Rhizoctonia solani

R. solani es un hongo filamentoso que infecta a las plantas, por lo que es un
microorganismo del suelo. Afecta principalmente a los cultivos de papa, pero
también produce pudricidon de la raiz en orquideas, cancrosis del tallo en melon,
crisantemo, frijol, mani, aguacate, ajonjoli, apio, camote, cebolla, rdbano, tabaco,
tomate y citricos (Finch y Finch, 1974).



APENDICE 3

METODO DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO RADIAL
(Wang y Bun, 2002)

El ensayo contra hongos filamentosos se lleva a cabo en cajas petri (100 x
15 mm) que contienen 30 ml de agar papa-dextrosa en el cual se inocula el micelio
del hongo. Después que el micelio se haya desarrollado, se colocan sensidiscos
previamente impregnados con el extracto (2 mg/disco). Los discos de colocan a

una distancia de 5 mm del limite micelial.

W APLICACION DE SUSTANCIAS.

Se utilizan sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel Whatman No.
5. En todos los casos se realizan diluciones para que los sensidiscos lleven la
cantidad deseada de producto. Se utilizan 2000 pg de los extractos disueltos en 10
ul del disolvente correspondiente a cada extracto. Los sensidiscos se preparan 12
horas antes del bioensayo. Al llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos
impregnados con las sustancias a evaluar se colocan en la superficie del agar
manualmente, utilizando una pinza estéril. Los sensidiscos se presionan
suavemente con la punta de la pinza, cuidando de no moverlos una vez colocados

en su lugar.
©CONTROLES NEGATIVOS.
Sensidiscos a los que se les agrega 10 ul del solvente empleado para

disolver el problema, dejandolos evaporar durante 12 horas (al igual que los

experimentales).



©wsCONTROL POSITIVO.

Se evalla la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos con

7 ug de ketoconazol.

©°INCUBACION.

Las placas se incuban a 28°C durante 72 hrs o hasta que el crecimiento

micelial se haya desarrollado.

©o|NTERPRETACION DE RESULTADOS.

En el caso de existir zonas de inhibicion con respecto al control negativo y

positivo se reporta el extracto como activo.



APENDICE 4

METODO DE DIFUSION EN AGAR O DE KIRBY-BAUER
(Koneman et al., 1985)

Este método se utilizd para evaluar la actividad antifungica sobre Candida

albicans.

wMEDIO.

Se utiliz6 como medio de cultivo estdndar el agar Miuller-Hinton. Es
importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si es
mas fino, los antibidticos tienden a difundir mas en direccion lateral aumentando el
tamafio de las zonas de inhibicion; un agar de mas de 4 mm de espesor produce
una mayor disolucion del antibiotico hacia abajo, con tendencia a estrechar

artificialmente las zonas de inhibicion.

©e|NOCULO.

Con un asa de siembra se tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias
de apariencia semejante al del microorganismo a ensayar (Candida albicans). Se
sumerge el asa en 10 ml de caldo Muller-Hinton, se enjuaga bien en el liquido para
descargar todo material y luego se retira el asa, incubar el tubo de cultivo a 37°C
durante aproximadamente 18 a 24 horas, o hasta que la turbidez del medio sea
equivalente al estandar N° 0.5 de MacFarland. Esto equivale a una concentracion

de aproximadamente 1.5x10® UFC/ml.

Una vez logrado esto, se sumerge un hisopo de poliéster, estéril y seco en
la suspension de levadura, antes de retirarlos se elimina el exceso de liquido
haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo se

inocula la superficie de una placa de agar de Miller-Hinton. Previamente, se deja



que la placa alcance temperatura ambiente; es aconsejable mantener la tapa
entreabierta para permitir la evaporacién de cualquier exceso de humedad de la
superficie de agar. Finalmente, se siembra mediante estria en por lo menos tres
direcciones, dando vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60° luego

de cada estria.

©eAPLICACION DE SUSTANCIAS.

Para este caso, se utilizaron sensidiscos de 5 mm de diametro
hechos de papel Whatman del N° 5. En todos los casos se hicieron diluciones para
gue los sensidiscos lleven la cantidad deseada de producto. Se utilizan 2 mg de

los extractos disueltos en 10 ul del disolvente correspondiente a cada extracto.

Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con
las sustancias a evaluar se colocaron en la superficie del agar manualmente,
utilizando una pinza estéril.

©+CONTROL NEGATIVO.

Sensidiscos a los que se les agrega 10 ul del solvente empleado para
disolver el problema, dejandolos evaporar durante 12 horas (al igual que los
experimentales).

©CONTROL POSITIVO.

Se evalla la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos con

25 ug de nistatina.



©o|NCUBACION.

Una vez preparadas convenientemente las placas para la prueba de
susceptibilidad, se colocan en una incubadora a 36 °C, sin mayor tension de CO,

©o|NTERPRETACION DE RESULTADOS.

En el caso de existir zonas de inhibicién se reporta el extracto como activo.



APENDICE 5

METODO DE DILUCION EN AGAR
(Wang y Bun, 2002)

El ensayo contra hongos filamentosos se lleva a cabo en cajas de 24 pozos,
cada pozo contiene 1.5 ml de agar papa dextrosa, con las siguientes
concentraciones del extracto y fracciones a probar 2 000, 1 500, 1 000, 750, 500 y
250 pg/ml. Posteriormente se coloca un indculo de 1 mm de diametro de micelio

en el centro de la caja.

woCONTROL NEGATIVO.

Al agar se le agrega el volumen de solvente donde se disolvié la mayor
concentracion del problema (2 000 pg/ml).

©°|NCUBACION.

Las placas son incubadas a 28°C durante 72 horas hasta que el crecimiento

micelial se haya desarrollado.

©°INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Los resultados se reportan en porcentaje de inhibicién, teniendo en cuenta
gue la concentracion que representa el 100% de inhibicion es aquella en la que ya
no se observa crecimiento, la cual corresponde a la Concentracion Fungicida
Minima (CFM); mientras que la concentracion que representa al 50% de inhibicion
corresponde a la Concentracién Fungicida Media (CFsp) y estas se determinan con

respecto al grupo testigo, el cual representa el 0% de inhibicién.



APENDICE 6

METODO DE TOXICIDAD GENERAL
(McLaughlin, 1991)

El ensayo se realiza con larvas nauplio Il de Artemia salina (Leach). En
frascos de vidrio trasparentes se colocan 10 ml al 0.5% de NaCl; posteriormente
se colocan 10 larvas por frasco. La concentracion del problema a ensayar son
1000, 100 y 10 pg/ml.

©+CONTROL NEGATIVO.

Como control negativo se utilizé6 dimetilsulféxido (DMSO), el cual fue el
solvente empleado para disolver el problema, se emple6 el mismo volumen en que
se disolvid la concentracion mas alta del extracto o compuesto a evaluar (375 pl).

©°|NCUBACION.

Los cultivos se mantienen iluminados (luz blanca) a una temperatura de 23-
25°C durante 24 horas.

©e|NTERPRETACION DE RESULTADOS.

Se cuentan el nimero de larvas sobrevivientes, las cuales deberan

desplazarse de la misma manera que las del grupo testigo.

La concentracion letal media (CLso) se determinara para cada extracto
interpolandolo en gréaficas de porcentaje de mortalidad contra la concentracién en

mg/ml y a través del analisis de regresion lineal.



La actividad toxica general se considera débil cuando la CLsp Se encuentra
entre 500 y 1000 pg/ml, moderada cuando se encuentra entre 100 y 500 pug/ml, y
fuerte entre 0 y 100 pg/ml (McLaughlin, 1991).



APENDICE 7

FENILPROPANOS

Los fenilpropanos son sustancias aromaticas que tienen funciones
oxigenadas (hidroxilos, metoxilos, metilendioxilos) en posiciones orto y/o para,
estan muy difundidas en el reino vegetal y provienen del metabolismo de los
hidratos de carbono (Gros et al., 1985).

Desde el punto de vista biogenético, los fenilpropanos son derivados del
acido shiquimico. Este &cido se encuentra distribuido principalmente en las
Gimnospermas, parece ser el eslabon que vincula a los azucares alifaticos con los

derivados bencénicos de las plantas (Gros et al., 1985).

Dentro de los fenilpropanos se encuentran incluidos diversos compuestos
aromaticos como cumarinas, acidos cinamicos, lignanos, xantonas, naftoquinonas,

entre otros (Gros et al., 1985).

CUMARINAS

El nombre “cumarina” proviene de un arbol nativo Guayana, “coumarouna”’
(Dipterix odorata Willd). De las semillas de esta planta se aislo y cristalizé la
primera benzo-a-pirona no sustituida. Sus estructuras son muy variables: se

conocen mas de 800 en los vegetales superiores (Bruneton, 1991).

Las cumarinas son benzo-a-pironas o a-cromonas y, por lo tanto, poseen el
mismo esqueleto carbonado que los acidos cinamicos. En realidad son lactonas

de los acidos o-hidroxicinamicos (Gros et al., 1985).



No esta claro en qué consiste el mecanismo de conversion de acidos
cinAmicos en cumarinas. Ante todo, debe tenerse en cuenta que los acidos
cinAmicos naturales son trans, por lo que para convertirlos en cumarinas deben
isomerizarse a cis y, ademas, experimentar una o-hidroxilacion. Como es muy raro
encontrar o-hidroxifenilpropanos naturales, se propone que ha ocurrido una

isomerizacion trans-cis acompafiada de una o-hidroxilacidén (Gros et al., 1985).

Las cumarinas simples corresponden a compuestos hidroxilados y a
ésteres. Las tres cumarinas mas repartidas en las plantas son la umbeliferona, el

esculetol y el escopoletol (Bruneton, 1991) (Figura 31).
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escopoletol

Figura 31. Algunos ejemplos de cumarinas.

Con frecuencia, la cumarina no sustituida esta presente en la planta fresca
como o-glucosido del acido o-hidroxi-trans o cis-cinamico (melilotésido) y es
inodora. A partir de éste, al marchitarse o secarse el material vegetal, se forma la
cumarina. Tal proceso ocurre cuando se seca el pasto recién cortado, liberandose
un tipico “olor a heno”. Por ello se propone que las cumarinas son productos, que
por accion enzimética, dan lugar a glucésidos intermediarios. Los derivados del
acido salicilico se formarian por p-oxidacién de cumarinas o precursores de éstas
(Figura 32) (Gros et al., 1985).
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Figura 32. Biosintesis de los acidos cinamicos, cumarinas y derivados del acido

salicilico.

La mayoria de las cumarinas simples poseen un hidroxilo en C-7, otro
hidroxilo o metoxilo puede encontrarse en C-6 y con menor frecuencia, en C-4, C-
5 0 C-8. Los glucésidos mas comunes son los 7-0-monoglucosidos. Las cumarinas
presentan, en general, una intensa fluorescencia azul o azul-verdosa a 366 nm,

por lo que es muy facil detectarlas cromatograficamente (Gros et al., 1985).

Las cumarinas se encuentran muy difundidas en determinadas familias de
plantas: Leguminosas, Compuestas, y sobre todo en Umbeliferas y Rutaceas, en
las cuales se encuentran las estructuras mas complejas. En particular, la

concentracion es mayor en raices, frutos y semillas (Bruneton,1991).



CUMARINAS CONDENSADAS

Cumarinas diméricas. De las hojas descompuestas de Melilotus albus se
aislé dicumarol (3, 3'-metilen-bis-4-hidroxicumarina) que se origina por la accién
bacteriana sobre la cumarina presente en el material vegetal humedo (Gros et al.,
1985).

El dicumarol inhibe la formacion de la protombina, la proconvertina y del
factor Stuart-Power en el higado, interrumpiendo asi la capacidad de coagulacion
de la sangre. Su accién consiste en desalojar a la vitamina K (importante para la
coagulacion de la sangre) de su complejo con la apoenzima, que es el activo. Se
usa por la via oral como anticoagulante en casos de posibles trombosis; existen,

ademas, anticoagulantes sintéticos de estructura similar (Gros et al., 1985).

Furanocumarinas. Se conocen furanocumarinas con el anillo furano unido
a C-6, C-7 (tipo psoraleno) y las que poseen el anillo furano unido a C-7, C-8 (tipo
angelicina). Los carbonos de anillo furano de estos compuestos provienen del
isopreno. Se encuentran en las familias de Fabaceae, Rutaceae, Apiaceae y
Moraceae (Gros et al., 1985).

Las furanocumarinas, en especial el psoraleno, el bergapteno y la
santonina, exhiben notablemente propiedades “fotosensibilizantes” al ser

colocadas sobre la piel, luego expuestas a la luz solar (Gros et al., 1985).

Piranocumarinas. El anillo de pirano puede estar unido a distintas
posiciones de las cumarinas, tipo xantiletina, tipo alloxantiletina, y tipo seselina.
Ejemplos de este ultimo tipo son los derivados de dihidroseselina presentes en
Ammi majus (Apiaceae), visnadina, samidina, dihidrosamidina. La visnadina posee
accion dilatadora de coronarias. Algunas cumarinas son preniladas y complejas
(Gros et al., 1985).



ACCION Y USO DE LAS CUMARINAS

Se ha demostrado que las cumarinas inhiben la germinacion de semillas v,
en pequefa concentracion, favorecen el crecimiento de las raices, es muy

probable que tengan funcion fisiologica (Gros et al., 1985).

La sintesis de los fenilpropanoides es afectada por el ambiente, las
condiciones nutricionales y hormonales, asi como varios factores de estrés.
Algunos acidos hidroxicinamicos y cumarinas simples han sido reportados como
poseedores de diferentes actividades biolégicas como antibidticos, actividad
fitotdxica, inhibidores de la germinacién de semillas e inhibidores del crecimiento
de plantas y de microorganismos que causan dermatitis (Harborne, 1982), dafio
hepético y carcinogénesis (Murray et al., 1982; Brown, 1985): como por ejemplo el
dicumarol (3, 3'-metileno-bis-[4-hidroxicumarina]) es conocido por su potencia

anticoagulante causando hemorragia.

Se han comprobado propiedades antitumorales en algunas cumarinas y
psoralenos, actividad antimicrobiana y propiedades bioldégicas en cumarinas,

naturales y sintéticas, sustituidas con heterociclos en C-3 (Gros et al., 1985).

La acumulacién de grandes cantidades de fenilpropanoides constitutivos, o
la elaboracion de compuestos nuevos, ha sido reconocida como parte del
mecanismo de defensa usado por las plantas en respuesta al ataque de

patdgenos (Harborne y Dey, 1989).

Las cumarinas se utilizaron durante mucho tiempo como corrector de olor y
sabor en productos farmacéuticos y en la industria alimenticia, pero debido a que
en experimentos con animales se observaron lesiones hepéticas y propiedades
cancerigenas, esta prohibido su uso. Presenta ademds, accion espasmolitica,

dilatadora de vasos, sedante central y bactericida (Gros et al., 1985).



Algunas cumarinas elaboradas por hongos inferiores, son muy importantes
debido a su toxicidad: es el caso de las aflatoxinas cancerigenas. Estas toxinas
policiclicas se elaboran por diversas cepas de Aspergillus que se desarrollan
sobre los cacahuates durante su almacenamiento (Bruneton, 1991).

Se han aislado una gran variedad de cumarinas que presentan actividad

tanto antibacteriana como antifungica (Cuadro 9).



Cuadro 10. Actividad antimicrobiana de algunas cumarinas.

) Cumarina o
Autores Pais Planta ) Actividad
aislada
Antifangica  (Crytococcus
Preniletina neoformas, Microsporum
. . Pterocaulon _
Stein et al., 2006 Brasil gypseum, Trichophyton
polystachyum
Preniletina- rubrum y
metil-eter T.mentagrophytes).
Mammea ) . o
_ Antibacteriana (Escherichia
Yasunaka et al, o americana ,
México Mammea coli 'y  Staphylococcus
2005 Calophyllum
. aureus).
brasiliense
Xantotoxina .
Antifungica
_ Bergapteno (Alternaria brassicicola,
Al-Barwani y i . - . . -
Oman Conium maculatum Angelicina Bipolaris sorokiniana,
Eltayeb, 2004 _ _
Umbeliferona Fusarium spp. y Alternaria
. spp.).
Scopoletina
Bergapteno
Herniarina Antimicrobiana  (Fusarium
culmorum, Staphylococcus
Umbeliferona  @ureus, Rhizoctonia solani,
) Psudomonas aeruginosa,
_ _ _ Apiaceae _ .
Ojala et al., 2000  Finlandia . Bacillus subtili ).
Rutaceae Xantotoxina

Scopoletina




Cuadro 10. Continuacion....

Antifangica
. _ (Candida albicans,
_ ) Diplotoenia o
Sardari etal., 1999 Canada Angelicina Cryptococcus neoformans,

damavandica _
Saccharomyces cerevisae

y Aspergillus niger).

Mycobacterium

Rastogi et al., Amyris elemifera Heraclenol
Francia tuberculosis, M. avium vy
1998 . o .
Triphasia trifolia Isomeranzina  \1. kansasii.
Antibacteriana
Ng et al., 1996 China Cnidium monnieri Edultina (Pseudomonas aeruginosa
y Staphylococcus aureus).
Antimicrobiana
Esculetina (Staphylococcus  aureus,
Kostova et al., ) . o _
1993 Bulgaria Franiux ornus Escherichia coli y
. Pseudomonas aeruginosa,
Fraxetina
Candida sp.).
_ Staphylococcus aureus,
. Gran Haplopappus Haplopinol o
Chiang et al., 1982 . - _ Sarcinia lutea y
Bretafa multifolius Esculetina

Escherichia coli
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