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No es la especie mas fuerte la que sobrevive, ni la més inteligente, sino la que

responde mejor al cambio

Charles Darwin

¢ No es triste irse a la tumba sin llegar a preguntarse por qué has nacido?
¢, Quién, ante semejante pensamiento, no habria saltado de la cama, ansioso por

comenzar de nuevo a descubrir el mundo y regocijarse por ser parte de él?
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Las buenas noticias, en la mayoria de los casos, se dan en voz baja
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DETERMINACION DEL EFECTO DE LAS FLORES DE Prosopis laevigata
SOBRE UNO DE LOS FACTORES DE VIRULENCIA DE Candida albicans.

Resumen

La candidiasis es una enfermedad causada por una levadura del género Candida.
Gran parte de las especies de Candida crean resistencias originadas por
mutaciones a nivel molecular debido a que hay personas que se auto medican.
Algunos medicamentos deben ser controlados por especialistas en la salud,
porque basicamente tienen reacciones adversas. Los medicamentos utilizados
para tratar infecciones por Candida tiene dos principales clasificaciones, una por
Su estructura quimica y por su mecanismo de accion. Candida resulta ser la
principal causa de micosis en el mundo, la candidiasis genital, es la forma clinica

mas comun, y Candida albicans es la especie causante mas comun.

Los extractos de las plantas medicinales son utilizados por practicantes de la
medicina tradicional para curar diversas enfermedades. La aceptacion de éstas
se aplica como una alternativa de atencion de la salud y la busqueda de nuevos
agentes antifungicos a partir de plantas medicinales. Prosopis es un género
primitivo dentro del clado Mimosoid, que posiblemente se origin6 en Africa tropical.
A Prosopis laevigata se le conoce como mezquite, se localiza en zonas desérticas
y semidesérticas. Se halla en los altiplanos centrales del norte de México, las
tierras bajas de Tamaulipas meridional, y en partes de Oaxaca, Morelos, Puebla,
Chiapas y Estado de México. Hay diversos métodos para estudiar la fitoquimica
de Prosopis laevigata, dependiendo de lo que se quiere encontrar. Los mas
importantes son los utilizados para determinar fenoles, flavonoides, alcaloides,
actividad antioxidante, aceites esenciales y compuestos de interés. Los métodos
son diversos, porque se pueden usar diferentes reactivos, y su importancia radica

en el costo, la efectividad, la reproductibilidad, y la eficacia de los resultados.
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Introduccion

La candidiasis es una enfermedad causada por una levadura del género Candida.
Una de las cepas mas comunes es Candida albicans (CDC, 2019). Segun los
datos proporcionados por los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) y la Red Nacional de Seguridad Sanitaria, las especies de
Candida ocupan el quinto lugar entre los patégenos adquiridos en el hospital y el
cuarto entre los patdgenos BSI (aquellos que son capaces de infectar el torrente
circulatorio “Bloodstream Infection) (Pfaller y Diekema, 2007). En México se
estiman que las infecciones flngicas graves, son la candidiasis vulvovaginal
recurrente, seguido de aspergilosis broncopulmonar alérgica, aspergilosis
pulmonar crénica, queratitis micética, y candidiasis invasiva (Corzo-Leon et al.,
2015). Existen una gama de medicamentos para combatir la candidiasis, tales
como, acetato de caspofungina, amfotericina B y derivados, fluconazol,
voriconazol y profilaxis antifUngica a pacientes en terapia intensiva (CENETEC,
2012).

Candida puede adquirir resistencia por dos mecanismos, el primero es por
mutaciones moleculares de la enzima diana del antifingico, como la alteracion de
las enzimas relacionadas con la sintesis del ergosterol, el segundo, se debe a la
formacion de barreras de permeabilidad o sistemas de bombeo del antifingico
fuera de la célula, como la alteracion en las bombas de expulsion: ATP-binding

cassette (ABC) y facilitadores mayores (MF) (Ortigoza y Arroyo 2014).

La resistencia que han desarrollado algunas cepas de Candida, dirige al estudio
de nuevos agentes antifingicos mas potentes, pero sobre todo mas seguros que
los existentes actualmente, la dificultad yace en que las células fungicas y
humanas no difieren mucho en su composicion, comparten vias intermediarias,
enzimas y no es sencillo encontrar blancos que ofrezcan la selectividad para
obtener un antifingico seguro (Huamani y Ruiz, 2005). Con base a lo antes
mencionado, en la actualidad existen diversos intentos de encontrar nuevos
antifangicos en la flora medicinal de diferentes regiones del mundo. De tal forma,
gue, en nuestro grupo de investigacién, nos ha interesado estudiar una especie
de la familia Fabaceae que tenga la propiedad de inhibir el crecimiento de Candida

albicans.




La familia Fabaceae tiene cerca de 20000 especies y 750 géneros (Lewis et al.,
2013), una de las principales caracteristicas de esta familia radica en la posesién
de un fruto conocido como legumbre, dehiscente, pluriseminado, que maduray se
abre por dos lineas (Llamas y Acedo, 2016). El género Prosopis pertenece a la
familia Fabaceae (Leguminosae) se caracteriza por habitar en ambientes
xerofilos, con grandes adaptaciones y tipos bioldgicos que le confieren ventajas
ecologicas, para tener una alta cobertura vegetal a pesar del déficit hidrico.
(Passera, 2000). Prosopis laevigata (H. & B.) es un arbol, que puede crecer 12 m
de altura, con un tronco de 1 metro de didmetro, tiene corteza gruesa, de color
café-negruzco, poco fisurado; copa mas ancha que alta; ramas glabras o pilosas,
armadas de espinas estipulares de 1 a 4 cm de largo: hojas pecioladas con 1 a 3
pares de pinnas, cada una con 10 a 20 pares de foliolos sésiles; flores dispuestas
en espigas densas de 5 a 10 cm de largo y de color blanco-amarillentas. El
extracto metanadlico de hojas de P. laevigata tiene actividad anti- Candida, efecto
fungicida para C. tropicalis, y efecto fungicida para C. albicans, C. glabatra y C.
albicans de caso clinico (Moreno, 2019). Asimismo, las flores de P. laevigata, son

bactericidas y tienen actividad promedio sobre hongos filamentosos (Nava, 2017).

Justificacion

Se ha reportado que especies como P. juliflora, P. ruscifolia y P. laevigata tienen
una actividad antifangica sobre diferentes especies de hongos, por lo cual se
buscara determinar el efecto del extracto metanolico de las flores de P. laevigata

sobre uno de los factores de virulencia de C. albicans.

Problema
¢El extracto de flores de Prosopis laevigata inhibira el desarrollo del tubo

germinativo en Candida albicans?

Hipotesis

Si especies de Prosopis sp. han sido comprobadas como antifungico sobre
diferentes especies de Candida, con base al estudio de sus hojas y flores,
entonces el extracto de flores podria inhibir el desarrollo del tubo germinativo de

C. albicans.




Objetivos
General
Determinar la actividad inhibitoria del desarrollo del tubo germinativo del extracto

metandlico de flores de Prosopis laevigata

Particulares

1. Cuantificar la concentracion de fenoles, flavonoides y alcaloides
2. Determinar la capacidad antioxidante

3. Determinar la composicién quimica con una GC-MS, HPLC-DAD, HPLC-
MS

4. Corroborar la actividad anti-Candida

5. Determinar la actividad inhibitoria del desarrollo del tubo germinativo




Capitulo I. Candida albicans

Informacién técnica de Candida albicans

Candida albicans es un hongo dimorfico, es decir, se desarrolla de forma distinta
en funcién de la temperatura de crecimiento, como levadura, normalmente a 37°C
en el huésped, y como hongo de aspecto filamentoso (Figura 1), a 25°C en la
naturaleza (DATABIO, 2012).

Figura 1. Morfologia microscépica de C. albicans.
Fuente: DATABIO (CDC Public Health Library).

La pared celular de C. albicans, tiene una composicion de 90% de carbohidratos
y 10% de proteinas. Los carbohidratos son reconocidos por el sistema inmune del
huésped, por su parte las proteinas tienen un papel clave en las interacciones
adhesivas con superficies del huésped. Las proteinas de la pared celular son
relevantes como antigenos y por lo tanto son dianas de las vacunas (Spellberg et
al., 2006), por otra parte, las proteinas que son secretadas a la pared celular como
las proteasas asparticas son reconocidas por las células inmunitarias (Pietrella et
al., 2010). La pared tiene polisacaridos que estan en 3 formas principales,
mananos, que son modificaciones postraduccionales de las proteinas de la pared
celular; B-glucanos (B-1,3, glucano y B-1,3, glucano) y quitina y/o quitosano en su

forma desacetilada (Figura 2) (Neil y Bernhard, 2012).
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Figura 2. llustracién de la pared celular de C. albicans, con los carbohidratos y
proteinas que la componen. Tomado de Neil y Bernhard, 2012.

C. albicans pertenece al flo Ascomycota y se reproduce de forma asexual por
gemacion. En forma de levadura presenta un aspecto de células redondas u
ovaladas, de 3 a 8 x 2 a 7 micrometros de tamafio, agrupadas en pequefios
grupos, mientras que, en forma de hongo filamentoso, las células se alargan y se
diversifican tomando la apariencia de filamentos, pseudo-hifas o pseudo-micelio
(Figura 3). En forma de levadura se comporta como saprofita, conviviendo en
simbiosis con el huésped, mientras que, en forma de hongo filamentoso, se
comporta como un parasito patégeno produciendo sintomas en el huésped.
Macroscopicamente, en agar Sabouraud crece formando colonias blancas,
blandas, cremosas y lisas (DATABIO, 2012). Entre sus factores de virulencia se
asocia la produccién de tubo germinativo y de enzimas como la fosfolipasa,
aunque se agregan proteasas, esterasas, proteasas asparticas secretoras, y
capacidad de adherencia a las superficies de las células del hospedero (Salas et
al., 2000).




Figura 3. C. albicans con tincién de Papanicolaou modificado con microscopio
Zeiss, seco fuerte 40X e iluminacion Koéhler. Fuente: Sanchez-Hernandez et al.,
2017

Factores de virulencia

Los factores de virulencia de Candida albicans, tienen la caracteristica de tener
una habilidad para sobrevivir como comensal, tiene adherencia a células del
hospedero, secreta enzimas degradativas y tienes cambios de morfologia (Figura
4) (Lim et al., 2012). Estos factores de virulencia actian en diferentes papeles de

la infeccién del patégeno, que puede dividirse en 4 etapas:

1. Colonizacion: se da cuando ocurre una adhesién epitelial y adquiere los
nutrientes por medio de adhesinas, enzimas hidroliticas, ademas de que
cambia de hifas y de fenotipo.

2. Infeccion superficial: aqui es donde pasa a una penetracion epitelial por
medio de la degradacion de proteinas del hospedero por enzimas
hidroliticas y comienza a formar hifas.

3. Infeccion profunda: participa la penetracidon tisular, invasion vascular y
evasion inmune por medio de enzimas hidroliticas y también la formacion
de hifas.

4. Infeccion diseminada: C. albicans realiza esta infeccion a través de la
adherencia al endotelio, activa el sistema de coagulacién por intervencion
de adhesinas, enzimas hidroliticas, formacién de hifas y cambio de fenotipo
(Rodriguez et al., 2012).
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Figura 4. Mecanismos de invasion de Candida albicans. Fuente: Mayer et al.,
2013.

Polimorfismo, Adhesinas e Invasinas

Las células de la levadura se adhieren a las superficies de la célula huésped
mediante la expresion de adhesinas, dicho contacto, desencadena la transicion
de levadura a hifa y un crecimiento dirigido a través del tigmotropismo. La
expresion de invasinas, media la captacién del hongo por la célula huésped a
través de endocitosis inducida. Surge una invasion, la penetracién activa
impulsada por hongos en las células del huésped rompiendo barreras, y
basicamente esta invasion da lugar a biopeliculas de C. albicans por una
propuesta de plasticidad fenotipica. Esta biopelicula, adquiere también respuestas
al estrés mediada por proteinas de choque térmico (Hsps), autoinduccién de la
formacion de hifas a través de la absorcidon de aminoécidos, la excrecion de
amoniaco Yy la alcalinizacién extracelular concomitante, flexibilidad metabdlica y
absorcion de diferentes compuestos como fuentes de carbono, nitrégeno, vy
absorcion de trazas de metales esenciales, por ejemplo, hierro, zinc, cobre y

manganeso. Las hifas contienen una serie de proteinas en su pared, la primera




es la Hwpl, la proteina de secuencia similar a aglutinina Als3, las proteasas
asparticas secretadas (Sap4, Sap5 y Sap6) y proteinas asociadas a hifas Ecel y
Hyrl. Candida albicans consta de un conjunto de adhesinas, estas ayudan a la
adherencia de otras células de C. albicans a superficies abibticas y células
hospederas. Entre las adhesinas mas comunes estd una proteina similar a
aglutinina (ALS), consta de ocho miembros que estan en la superficie celular
unidas a glucosilfosfatidilinositol, y la adhesina Als3 es importante para la
adhesion ademas contribuyen a la formacion de biopeliculas actuando como
adhesinas complementarias. C. albicans es un patégeno notable, ya que puede
utilizar dos mecanismos diferentes para invadir las células huésped: endocitosis

inducida y penetracion activa (Mayer et al., 2013).

Als3 es una proteina muy importante para C. albicans, porque resulta ser la
proteina especifica de la hifa para poder adherirse. Su funcion como adhesina,
hace que medie la unidn a células epiteliales, células endoteliales y proteinas de
la matriz extracelular. Esta se une a los receptores de la célula huésped como la
E-cadherina y la N-cadherina, lo que induce a las células huésped a endocitar al
hongo. Als3 esta codificado por el gen ALS3, que es un miembro de la familia de
genes de secuencia similar a aglutinina (ALS) (Hoyer y Hecht, 2001). Las
proteinas Als estdn compuestos por un numero de repeticiones en tandem de 36
aminoacidos (Figura 5). Estas repeticiones son ricas en serina y treonina, estan
expuestas en la superficie celular y se utilizan para la adherencia. (Liu y Filler,
2011). Las repeticiones en tAndem pueden mediar directamente la adherencia a
algunos sustratos (Frank et al., 2010). Para Als3, tener un mayor niumero de
repeticiones en tandem se asocia con una mayor adherencia cuando se expresan

alelos de diferente tamafio en C. albicans (Oh et al., 2005).
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Figura 5. Diagrama esquematico de la estructura genética de Als3.

Fuente: Liu y Filler, 2011.

Se ha buscado inducir anticuerpos contra Als3 mediante una vacuna con (3-1,3-
glucano. Se ha encontrado que una vacuna con laminarina (B-1,3-glucano
purificada) conjugada con toxina diftérica inactivada genéticamente protege a
ratones de infecciones causadas por C. albicans (Torosantucci et al., 2005). Este
mecanismo es gracias a la induccion de anticuerpos anti-B-1,3-glucano, dichos
efectos contra las infecciones de C. albicans, pueden ser imitados por un
anticuerpo monoclonal dirigido contra el 3-1,3-glucano (Torosantucci et al., 2009).
Este anticuerpo monoclonal tiene varias dianas, y entre esas esta Als3, que es
una proteina anclada a glucosilfosfatidilinositol unida a glucano (Liu y Filler, 2011).
Un estudio en 2010 detecto la familia de genes ALS de C. albicans mediante PCR
con la ayuda de oligonucleétidos (Paniagua-Contreras et al., 2010) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Oligonucleétidos utilizados para la deteccion de la familia ALS de C.
albicas. Fuente: Paniagua-Contreras et al., 2010

GEN | Nombre del Secuencia (5°-3") Tamafos de
oligonucledtido las
ampliaciones
(pb)
ALS3 ALS3F CCACTT CAC AATCCCCATC 342
ALS3R CAG CAG TAG TAG TAACAG TAG TAG TTT CATC

Las invasinas son expresadas para la endocitosis inducida, estos median la unién

a ligandos del hospedador como E-cadherina en células epiteliales y N-cadherina
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en células endoteliales, que provocan la absorcion de la célula fungica en la célula
huésped (Phan et al., 2007; Phan et al., 2005). Se han identificado dos invasinas,
Als3 (igual funciona como adhesina) y Ssal (Mayer et al., 2013). Als3 y Ssal se
unen al huésped E-cadherina e inducen a endocitosis por un mecanismo

dependiente de clatrina (Phan et al., 2007).

Enzimas degradativas secretadas

Las enzimas degradativas secretadas estdn en dos grandes familias,
corresponden a la aspartil proteasas (SAP) y las fosfolipasas (PL). Las SAP, sirven
para que C. albicans hidrolice proteinas del hospedero como colageno, laminina,
fibronectina, mucina, lactoferrina e inmunoglobulinas. Saps 1, 2 y 3 la secretan
levaduras y hacen dafio tisular e invaden el epitelio oral y la epidermis. Saps 4, 5
y 6 producido por las hifas, son importantes para la infeccion sistematica. Saps 9
y 10 estan conectadas con la pared celular fungica a un sitio de union GPI. Las
proteinas PLB1 son necesarias para la virulencia e invasion porque hidroliza las
uniones de éster de glicerofosfolipidos de la membrana celular del hospedero
(Rodriguez et al., 2012).

Los estudios de las propiedades bioquimicas de las isoenzimas de Sap se han
realizado utilizando sobrenadantes de cultivo purificado o mediante la expresion
recombinante en Pichia pastoris o Escherichia coli. La mayoria de los estudios
bioquimicos utilizaron condiciones de cultivo que favorecian la expresion de SAP2
Y, en consecuencia, se caracterizé principalmente a Sap2. Esta isoenzima actia
principalmente en valores de pH acidos y parece tener una amplia especificad de
sustrato. Las proteinas de la matriz extracelular y de la superficie del huésped,
como estrato corneo humano, el colageno, la laminina, la fibronectina y la mucina
son degradas eficazmente por Sap2. Sap2 ha sido de las proteinas mas eficaces
ante la respuesta defensiva del huésped, siendo un hidrolizador eficiente ante
proteinas tales como la lactoferrina salival, enzimas de los macrofagos y casi
todas las inmunoglobulinas, incluida la IgA secretoria, resistente a la mayoria de
las proteasas bacterianas (Schaller et al., 2005). En un estudio, se observo un
aumento de la expresion de SAP2 y de la actividad del producto génico secretado
(Sap?2) en siete de los ocho aislados de C. albicans tras el tratamiento con agentes

antifangicos. Los resultados de estos estudios confirman la expresion diferencial
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gue se sospechaba de la familia de genes SAP in vitro (Copping et al., 2005)

(Cuadro 2).

Cuadro 2. Primers utilizados en los ensayos de PCR y PCR en tiempo real para
la detencion de la secuencia del gen SAP2 de candidiasis vaginal (Fuente:
Monroy-Pérez et al., 2013)

Tamaria del
Gen | Primer Secuencia (5-3") producto
amplificado (pb)
SAP2F AACAACAACCCACTAGACATCACC
SAP2 SAP2R TGACCATTAGTAACTGGGAATGCTTTAGGA 178

En células de Candida en fase logaritmica, cultivadas en medios artificiales que
contienen albumina de suero bovino (BSA), el ARNm de SAP2 es el principal
transcrito de SAP y, por tanto, Sap2 es la principal proteasa aspartica secretada.
Varios peptidomiméticos, conocidos por inhibir la proteasa aspartica del VIH-1, se
ensayaron con la Sap2 purificada y los resultados arrojaron una deficiente
inhibicién de Sap2 que la proteasa aspartica del VIH-1. No obstante, diez de los
diecinueve tenian ICsos (Concentracion inhibidora semi-maxima) inferiores a 15
MM, valor comparado con las propiedades anti-Sap de los inhibidores de la
proteasa aspartica del VIH-1 que se utilizan como farmacos contra el SIDA y que
posiblemente también inhiben Sap de Candida in vivo. De los inhibidores
probados, TS-70, parecer ser eficiente con un ICso de 0.2 pM. Se ha descubierto
gue varios petidomiméticos de estado de transicidon, que son potentes inhibidores

de la VIH-1, también inhiben Sap2 (Damiano y Domenico, 2002).

Biopeliculas

Las biopeliculas de C. albicans son una estructura de levaduras e hifas embebidas
en una matriz extracelular producida por si misma (Figura 6). Cuando estan
maduras, presenta mucha resistencia a la respuesta inmune, a los medicamentos
antifangicos (Karkowska-Kuleta et al., 2009). A esto se le agrega, que la
dispersion de las células de levadura de la biopelicula madura contribuye a la
virulencia (Uppuluri et al.,, 2010). La dispersion de estas biopeliculas se ve
regulada por la proteina de choque térmico Hsp9, que ademas les otorga la

resistencia a los farmacos antimicoticos (Robbins et al., 2011). Las biopeliculas
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estan reguladas por el factor de transcripcion Berlp, y la adhesina Hwpl, adhesina
especifica de la hifa, y los factores Tecl y Efgl (Naglik et al., 2003; Fanning y
Mitchell, 2012). Recientemente se han descubierto nuevos reguladores de la
produccion de biopeliculas, incluyen Ndt80, Rob1, Brgl (Nobile et al. 2012).

Figura 6. Biopelicula de Candida en estado reproductivo.
Fuente: Velazco et al., 2009.

La matriz extracelular esta controlada por factores adicionales, como los factores
de transcripcién sensible al zinc Zap1, que regula negativamente el 3-1,3 glucano,
componente principal de la matriz de la biopelicula. Asimismo, las glucoamilasas
(Gcal y Gca?), el glucano transferasa (Bgl2 y Phrl) y la exoglucanasa (Xogl),
son reguladores positivos de 3-1,3 glucano (Nobile et al., 2009; Taff et al., 2012).
Se ha estudiado que las biopeliculas de C. albicans son resistentes a la muerte
por neutrofilos y no desencadenan la produccidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS), segun la evidencia, los B-glucanos en la matriz extracelular, protegen a C.

albicans de estos ataques (Xie et al., 2012).

Tigmotropismo

Las hifas y biopeliculas se forman debido a una sefial ambiental, cuando entra en
contacto con una superficie y este comienza a tener un crecimiento hifal (Figura
7). Este mismo crecimiento se da en sustratos, como el agar y superficies
mucosas, asimismo, sustancias solidas (Kumamoto, 2008). El tigmotropismo de
las hifas de C. albicans esta regulado por la captacion extracelular de calcio a
través de los canales de calcio Cchl, Midl y Figl. El tigmotropismo es necesario
para el dafio total de las células epiteliales y la virulencia normal (Brand et al.,
2007).
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Figura 7. Electromicrofotografia de las hifas penetrando la base.

Fuente: Velazco et al., 2009

Hidrolasas

Las hidrolasas facilitan la penetracion activa en las células hospederas y el
crecimiento de las hifas. C. albicans expresa tres clases diferentes de hidrolasas
secretadas: proteasas, fosfolipasas y lipasas (Wachtler et al., 2012). Las
proteasas asparticas comprenden diez miembros (Sapl-10). Las Sapl-8, se
secretan a un medio circundante, mientras que Sap9 y Sap10 permanecen unidas
a la superficie celular (Mayer et al., 2012). Las fosfolipasas constan de cuatro
clases diferentes (A, B, C y D) y solo los miembros de la clase B (PLB1-5) son
extracelulares y pueden contribuir a la patogenicidad, rompiendo las membranas
del huésped (Niewerth y Korting, 2002; Mavor et al., 2005). Las lipasas, por su
parte, constan de 10 miembros (LIP1-10) (Fu et al., 1997).

Patologia de C. albicans

La Candidiasis, sintomas y epidemiologia

El término Candidiasis comprende un espectro clinico extremadamente variado
desde una infeccion superficial hasta una diseminada, y puede afectar cualquier
organo o sistema (Bedout y Gomez, 2010). Las claves clinicas en examen fisico
de que ocurre una invasion hematdégena por Candida incluyen: lesiones
caracteristicas en los ojos, lesiones en la piel como un grupo de pustulas
dolorosas con base eritematosa y con menor frecuencia abscesos musculares
(CENETEC, 2012). Los sintomas de esta afeccion dependen de la zona de

infeccion, ademas de las lesiones cutaneas, se pueden presentar fiebres,
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salpullido cutdneo, debilidad generalizada, presion arterial baja, dolores

musculares, dolores de cabeza y dolores abdominales.

A nivel mundial, los principales estudios epidemioldgicos de vigilancia nacional y
los estudios multicéntricos se originan principalmente en América del Norte.
Aungue existen algunos estudios multicéntricos en la literatura que se originan en
paises europeos y algunas otras partes del mundo, la mayoria de estos articulos
generalmente incluyen datos de centros individuales, este hecho da como

resultado datos epidemioldgicos excesivamente diversos (Yapar, 2013).

Candida resulta ser la principal causa de micosis en el mundo, especialmente en
pacientes neutropénicos, pacientes con tumores malignos tratados con
inmunosupresores, pacientes sometidos a cirugia o trasplante de organos,
lactantes prematuros y pacientes con VIH / SIDA. En datos obtenidos de 18
articulos relacionados con la candidiasis entre los afios, 2005 y 2015, (Figura 8)
muestran que la forma clinica mas comun, es la genital (47.81%), seguida de la
candidiasis oral (36.26%), onicomicosis (14.65%) y finalmente, infecciones
cutaneas (1.29%). Candida albicans (Figura 9) fue la causa mas comun (71.36%),
ademas de que, en 20 casos de balanitis y balanopostitis, el agente etiolégico mas
comun fue C. albicans. La especie C. albicans es la que predomina en la
candidiasis oral (77.24%), onicomicosis (45.27%), candidiasis cutanea (88.89%)
de las diferentes especies que son causantes de la enfermedad (Reyes-Montes
et al., 2017).

15




1.28%

M Oral candidosis
M Genital candidosis

Onychomycosis
Cutaneous candidosis

Figura 8. Manifestaciones clinicas de candidiasis superficial en pacientes de
México durante el periodo 2005-2015.
Fuente: Reyes-Montes et al., 2017.

De los 15 estudios encontrados en la literatura sobre candidiasis invasiva, seis
incluyeron informes sobre pruebas de susceptibilidad antifingica que mostraron
resistencia a itraconazol en C. tropicalis y amfotericina B, fluconazol e itraconazol
en C. glabrata (Reyes-Montes et al., 2017). En estados Unidos de América, existe
cierta preocupacion por la resistencia a las equinocandinas, asi como la
resistencia a multiples farmacos, en C. glabrata. Aunque algunos aspectos de la
candidemia y la candidiasis se han mantenido constantes, las tasas, las especies
y la susceptibilidad estan en un estado de cambio constante (Shawn y Lockhart,
2014).
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Figura 9. Distribucion de frecuencias de las especies de Candida que causan
candidiasis superficial en México durante el periodo 2005-2015. (a) Candidiasis
oral. (b) Candidiasis genital. (c) Onicomicosis. (d) Candidiasis cutanea. Fuente:

Reyes-Montes et al., 2017.
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Capitulo Il. Medicina antifungica

Clasificacion de medicamentos antifiUngicos y su mecanismo de accién

Los medicamentos que son utilizados para tratar infecciones relacionadas con

hongos patdgenos se clasifican segun los criterios convencionales que estan

relacionadas con su estructura (Cuadro 3), con su origen en sustancias

producidas por organismos vivos o derivados de sintesis quimica, de acuerdo con

el espectro de accion (amplio o restringido) y con el sitio de accién (Cuadro 4). A

esto también puede agregarse la forma en la que el medicamente se aplica, en

los que destacan medicamentos en forma de crema, gel, pomada, polvo, solucién,

locion, aerosol, tabletas vaginales y hasta champl. Las aplicaciones van a

depender del tipo de infeccion y la lesion que el hongo deje (Allevato 2007).

Cuadro 3. Clasificacion de los antifungicos por su estructura

y sus respectivos medicamentos

CLASIFICACION DE LOS ANTIFUNGICOS POR SU ESTRUCTURA

POLIENOS Nistatina, natamicina, amfotericina B

AZOLES Imidazol: miconazol, clotrimazol, ketoconazol.
Triazoles: fluconazol, itraconazol, (ketoconazol).
Triazoles de segunda generacion: voriconazol,
ravuconazol, posaconazol

ALILAMINAS Terbinafina, naftifina

LIPOPEPTIDOS

Papulacandinas. Triterpenos glicosilados. Equinocandinas:

caspofungina, anidulafungina, micafungina.

PIRIMIDINAS

Flucitosina.

OTROS

loduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato, griseofulvin.

Fuente: Avellato 2007.
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Cuadro 4. Clasificacion de los antifiungicos segin su mecanismo de accion.

ANTIFUNGICOS, CLASIFICACION SEGUN SU MECANISMO DE ACCIONN

ANTIFUNGICOS QUE ACTUAN SOBRE LA MEMBRANA PLASMATICA

Polienos

Azoles

Alilaminas

j’iocarbamatos )

ANTIFUNGICOS QUE ACTUAN SOBRE LA PARED

e Lipopéptidos
ANTIFUNGICOS QUE ACTUAN SOBRE EL NUCLEO

e Pirimidinas fluoradas
e Miscelaneos
Fuente: Avellato 2007.

Antifungicos que actual sobre la membrana plasmaética

La membrana plasmatica, juega un papel esencial en la relacién, huésped-
patdgeno, porque las proteinas que la componen median diferentes funciones,
como la deteccion y la sefalizacion al entorno externo, donde las proteinas de
membrana ancladas con glucosilfosfatidilinositol (GPI) desempefian un papel
importante. Se han identificado cerca de 214 proteinas de membrana, de las
cuales 41 estan descritas como parte de la membrana plasméatica (Cabezon et al.,
2009). En las células fangicas existe un esterol llamado ergosterol, y éste no es
sintetizado por células de mamiferos, asimismo, los polienos, azoles y alilaminas,
inhiben la sintesis de éste o se fijan al mismo modificando la permeabilidad de la
membrana plasmatica (Avellato et al., 2007). A continuacion, se presentan una
serie de antifingicos que actian sobre la membrana plasmatica y los efectos que

éste provoca.

1. Polienos: estos medicamentos se unen al ergosterol presente en la
membrana celular, estos compuestos, forman poros que alteran la
permeabilidad de la membrana, lo que permite una pérdida de proteinas,
glacidos y cationes monovalentes y divalentes, causando una muerte

celular repentina (Figura 10).
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Figura 10. Estructura general de los Polienos.

2. Azoles: estos compuestos inhiben al citocromo P-450-3-A de la célula
fungica, a través de la inactivacion de la enzima 14-a-dimetilasa, bajo esta
accion, se inactiva la sintesis de ergosterol en la membrana celular.
Cuando la célula no tiene el ergosterol, se acumulan estroles toxicos
intermedios, aumenta la permeabilidad de la membrana y se interrumpe el

crecimiento del hongo (Hiemenz y Walsh, 1996) (Figuras 11y 12).
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Figura 11. Estructura quimica de los imidazoles. Fuente: Sadaba et al., 2004.
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Figura 12. Estructura quimica de los triazoles. Fuente: Sadaba et al. 2004.

3. Alilaminas: actuan similar a los azoles, conceptualmente inhiben la sintesis
de ergosterol. Las alilaminas inhiben a la enzima escualeno epoxidasa, que
hace que el ergosterol disminuya su concentracion, aumenta los niveles de
escualeno, aumenta la permeabilidad de la membrana celular, interrumpe
la organizacioén celular y por ende disminuye su crecimiento (Gregori, 2005)
(Figura 13).
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Figura 13. Estructura quimica de las principales Alilaminas.

4. Tiocarbamatos: los tiocarbamatos tienen un compuesto conocido como

tolnaftato que bloquea la sintesis de ergosterol al inhibir la epoxidacién del
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escualeno, unida a la membrana, enzima implicada en la biosintesis del

ergosterol (Allevato et al., 2007) (Figura 14).

N
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Figura 14. Estructura quimica del Tolnaftato.

Antifungicos que actuan sobre la pared de las células fungicas

La pared celular tiene una gran plasticidad que protege a la célula de diferentes
tipos de estrés ambiental, como lo son los cambios osmoticos. Esta también
permite la interaccion con el medio externo, ya que cuenta con adhesinas y
receptores. La pared celular tiene en su estructura glucanos, quitina y

glicoproteinas (Ponton, 2009).

1. Lipopéptidos: Los antifingicos que actuan sobre ella, lo hacen inhibiendo
la sintesis de los glucanos por medio de la inactivacion de la enzima 1,3-
betaglucano sintetasa, a falta de glucano en la pared celular, esta se vuelve
incapaz de soportar el estrés osmotico (Gregori, 2005). Entre los
lipopéptidos mas utilizados como antifungicos estan las equinocandinas
(Figura 15).

2CH,COH

Micafungina sodica

Caspofungina acetato Anidulafungina

Figura 15. Estructura quimica de caspofungina, micafungina y anidulafungina,
medicamentos Lipopéptidos. Fuente: Diomedi 2004.
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Antifungicos que actuan sobre el nucleo de la célula

El nucleo es el organelo que contiene el material genético del organismo, este
tiene la finalidad de contener ADN para la reproduccién, la mitosis y las diferentes
etapas del dogma central de la biologia (replicacién, transcripcién, traduccion).
Los compartimentos hifales de C. albicans son uninucleados, y solo el
compartimiento hifal apical es la parte que permanece mitéticamente activo
(Thomson et al., 2016).

1. Pirimidinas fluoradas: actian como anti-metabolitos. La fluocitosina o 5-
fluoorocitosina, inhibe el crecimiento y reproduccion de los hongos (Figura
16). Su mejor accion es convertirse en 5-fluouracilo (5-FU), el cual es
fosforilado e incorporado al ARN, sintetizandose en dexosinucledétido que
posteriormente inhibe a la timidilato sintetasa e impide la sintesis de

proteinas de la célula (Allevato et al., 2007).
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Figura 16. Estructura quimica de la Fluocitosina.

2. Agentes miscelaneos: el mas comun es el griseofulvin, éste inhibe la

mitosis al destruir el huso mitético (Gregori, 2005) (Figura 17).

Figura 17. Estructura quimica del griseofulvin o griseofulvina.
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¢Por qué me puede dar alguna infeccion por Candida albicans?

Candida albicans resulta ser el hongo mas oportunista, usualmente reside en el
tracto gastrointestinal y genitourinario. La inmunodepresion de un paciente es una
de las causas que pueden ocasionar que C. albicans no tenga un control dentro
del organismo y se disemine por el cuerpo en diferentes 6rganos internos. La
infeccién por C. albicans, se le conoce como candidiasis, cuyos factores de riesgo,
yacen en una gama de causas que incluyen cirugias (principalmente
abdominales), quemaduras, prolongacién de cuidados intensivos y administracion
previa de antibidticos de amplio espectro y agentes inmunosupresores. Cabe
agregar que ciertos manejos médicos como la quimioterapia antineoplasica,
trasplante de organos, la hemodialisis, la nutricibn parenteral y los catéteres
venosos centrales, también contribuyen a una invasion generalizada de hongos
(Spampinato y Leonardi, 2013). Después de lo anterior expuesto, resulta oportuno
mencionar que no solo Candida albicans puede aprovecharse de las causas
centrales para su diseminacion e infeccion, si no también especies como C.
glabrata, C. tropicales, C. parapsilosis y C. krusei, son especies que han sido
encontradas en pacientes sanos y pacientes enfermos (MacCallum, 2012). A los
efectos de estas causas, se determina entonces que la candidiasis puede
diseminarse por procesos exdgenos y enddgenos, significa entonces que el
individuo que posee el hongo, lo puede pasar a una persona que no esta infectada,
como el caso de las enfermedades de transmision sexual, que se transmiten
dependiendo de como se efectué el acto sexual. Es importante estar atentos a
molestias o sintomas relacionadas con la candidiasis y evitar una infeccion mas

grave por este patégeno o en su caso, infectar a otras personas.

Precios de los principales antifungicos a nivel nacional

Los medicamentos que existen para el tratamiento antimicético sistémico abarcan
un espectro de donde derivan una serie de formulaciones comunes. En general,
estas incluyen la Amfotericina B, derivados de azoles, equinocandinas y la
flucitosina (Revankar, 2019). Pascual (2017) menciona que los precios van a
variar dependiendo de los costos de produccion, valor terapéutico, el costo de los

competidores y los precios internacionales (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Precios obtenidos de Farmacias Especializadas (FESA) 2020 (Tienda
en linea), de medicamentos disponibles para tratar infecciones fangicas.

Nombre Laboratorio Principio activo Presentacién y cantidad Gramaje Precio
(MXN)
AMFOTERICINA
Candipres KENER Amfotericina B Frasco ampula 50 mg $1,271.25
AZOLES
Afumix ALTIA Fluconazol Tinidazol | Caja con 4 tabletas 37.5/500 mg | $601.54
Afungil ALTIA Fluconazol Caja con 10 capsulas 100 mg $ 2,020.00
Candiflux LIOMONT Fluconazol Caja con 1 capsula 150 mg $111.93
Diflucan PFIZER Fluconazol Caja con 1 capsula 150 mg $ 563.20
Flucoxan PISA Fluconazol Caja con 10 capsulas 100 mg $1,189.21
Cresemba BIOTOSCANA | Isavuconazol Caja con 14 capsulas 100 mg $ 15,000.00
Cresemba BIOTOSCANA | Isavuconazol Frasco ampula 200 mg $ 6,100.00
Conazol LIOMONT Ketoconazol Caja con tubo 40 ¢ $90.00
Isox ITRA Itraconazol Caja con 15 capsulas 100 mg $417.60
Sporanox15D | JANSSEN Itraconazol Caja con 15 capsulas 100 mg $1,024.95
Steitraz LandsteinerS. | Itraconazol Caja con 15 capsulas 100 mg $61.10
Itraisdin ISDIN Itraconazol Caja con 7 capsulas 50 mg $439.76
Spriafil SCHERING Posaconazol Caja con frasco ¢/ 105 ml y 1 | 40mg/ ml $19,906.11
PLOUGH cucharita dosificadora graduada
Vfend PFIZER Voriconazol Frasco ampula 200 mg $2,489.92
Vfend PFIZER Voriconazol Caja con 14 tabletas 200 mg $9, 669.37
Daktrain Gel | JANSSEN Miconazol 2g Caja con tubo 7849 $ 466.02
Oral
EQUINOCANDINAS
Cancidas MSD Caspofungina Frasco ampula 50 mg $ 3,690.00
Equaltha PFIZER Anidulafungina Frasco ampula 100 mg $ 3,720.02
OTROS
Canesten V BAYER Clotrimazol Caja con 1 6vulo 500 mg $167.00
Lamisil NOVARTIS Terbinafina Caja con 20 tabletas 250 mg $1,407.02
Ciclopirox SANOFI Ciclopirox Caja con frasco 3ml $1,109.68

La venta de un medicamento no resulta facil, puesto que se tienen que realizar
diferentes investigaciones sobre el modo de accién de las moléculas sintetizadas
en un laboratorio, y ver cual resultara viable para comercializar, depende mucho

de qué tan resistente es el microrganismo a ciertos principios activos y cuan dificil
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es sintetizarlo. El cuadro 5 nos muestra que el medicamento més caro es el Spriafil
(Posaconazol), cercano a los $ 20,000.00 MXN, y haciendo una investigacién
concisa sobre por qué es tan elevado su precio, se encontré que Kely et al. 2011,
hizo una comparacion de efectividad del posaconazol contra
fluconazol/itraconazol, encontrando que el primero, proporciona beneficios
incrementales en comparacion con la terapia con azoles. Con referencia a lo
anterior, parece ser un indicio que el precio tiene un punto clave en la efectividad,
lo que parece indicar que el paciente necesita tener la posibilidad de suministrarse
medicamentos mas caros para tener resultados oportunos ante alguna afeccién
por Candida. No se encontr6 un precio especifico para la flucitosina, lo que parece
indicar que es un medicamento muy controlado o definitivamente esta fuera de los
estandares para el tratamiento de candidiasis, no obstante, se ha visto que
flucitosina tiene una actividad antifungica aditiva o sinérgica cuando se administra
con amfotericina B. Parece tener un control en hospitales que la suministran para

un tratamiento (Lumbreras et al., 2003).

Reaccion adversa a medicamentos antifungicos

Las RAM, se entienden como el efecto indeseado que ocurre tras la administracion
de un farmaco mediante dosis terapéuticas, diagnosticas o profilacticas. Estas
reacciones adversas se clasifican en predecibles e impredecibles. Las predecibles
son dosis dependientes, es decir, estan relacionadas con acciones farmacoldgicas
del medicamento como sobredosis, efectos colaterales, efectos secundarios e
interaccién con otros farmacos. Comparativamente con las impredecibles, se
refiere a dosis independientes, cuyas consecuencias tendran un desglose que va
a depender de la sensibilidad inmunoldgica del paciente o diferencias genéticas,
lo anterior dicho se ejemplifica con intolerancias, idiosincrasia (anomalias en el
metabolismo) reacciones de hipersensibilidad y en general reacciones alérgicas
(Goienetxe et al., 2008).

Sobre la base de las consideraciones anteriores, se resumen en el cuadro

6, las reacciones adversas generales de una gama de medicamentos antifingicos.
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Cuadro 6. Lista de antifangicos con sus respectivas reacciones adversas a

medicamentos (RAM). Informacion obtenida de McKeny et al., 2020.

Antifungico RAM
Amfotericina B

AMB-d Hipotension, escalofrios, dolor de cabeza, hipopotasemia, hipomagnesemia,
anemia, insuficiencia renal, nduseas, vomitos, escalofrios y fiebre.

L-AMB Riesgo de nefrotoxicidad, hipertension, hipotension, taquicardia, flebitis
localizada, escalofrios, dolor de cabeza, erupcibn cutanea, animalias
electroliticas, hiperglucemia.

ABCD Riesgo de nefrotoxicidad, fiebre, escalofrio.

AZOLES

Ketoconazol Hipotension ortostatica, trombocitopenia, prurito, exantema, mialgias y una
supresion rara de la producciébn de glucocorticoides en las glandulas
suprarrenales. Mayor malestar gastrointestinal.

Itraconazol Insuficiencia cardiaca, hipertensién, edema periférico e hipopotasemia.

Voriconazol Cambios de vision, alucinaciones auditivas y/o visuales, neurotoxicidad, erupcion
por fotosensibilidad, fotofobia, periostitis, cardiotoxicidad y alopecia.

Posaconazol Tromboflebitis secundaria a catéteres intravenosos periféricos, hipertension,
hipotension, cefalea, exantema, hipopotasemia y trombocitopenia.

Isavuconazol Efectos gastrointestinales, dolor de cabeza, hipopotasemia, disnea, tos y edema
periférico.

Miconazol ComuUnmente causa dermatitis de contacto, ardor / escozor y purito en sitio de
aplicacion

Clotrimazol Irritacién, ardor / escozor, prurito, urticaria y posibles ampollas en el lugar de
aplicacion

ALILAMINA
Terbinafina Dolor de cabeza, erupciones cutaneas, diarrea, dispepsia e inflamacion o

infeccidn de las vias respiratorias

EQUINOCANDINAS

Anidulafungina

Hipotension, edema periférico, insomnio, hipopotasemia, hipomagnesemia,
mayor riesgo de infecciones del tracto urinario, disnea y fiebre.

Caspofungina

Vinculos con hipotension, edema periférico, taquicardia, escalofrios, color de
cabeza, erupcion cutanea, anemia, flebitis localizada, insuficiencia respiratoria y
reacciones relacionadas con la infusion.

Micafungina

Se relaciona con flebitis, anemia, transaminitis, hiperbilirrubinemia, insuficiencia
renal y fiebre.

Otros

Griseofulvina

Erupcion cutdnea y urticaria. En casos graves, fotosensibilidad cutanea,
leucopenia, granulocitopenia y hepatotoxicidad.

Flucitosina

Afecciones cardiovasculares, en el sistema nervioso central y periférico,
dermatolégico, hematologico, hepéatico y renal.

Ciclopirox

Irritacion, ardor de piel, dermatitis de contacto y prurito.
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Quinolinas Piel seca, dermatitis de contacto, reaccién alérgica, crecimiento rapido del cabello
en las areas donde se aplica el agente y foliculitis.

Yoduro de Arritmias, hemorragia gastrointestinal, angioedema, parotiditis, adenoma de

Potasio tiroides y bocio

Piritiona de Zinc

Irritaciones leves de la piel.
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Capitulo Ill. Candida albicans y su resistencia

El uso inadecuado de los antifungicos

El mal uso de cualquier medicamento expone a la persona a adquirir efectos
adversos dentro de su organismo, y con ello, aumenta las posibilidades de que
muchos patdgenos adquieran resistencia mediante un proceso de seleccién, que
los vuelve resistentes a moléculas de los principios activos de los medicamentos.
La limitacion actual sobre la venta de los medicamentos no detiene en lo mas
minimo que éstos sean aplicados de forma errénea, porque los problemas van
desde indicaciones erroneas dichas para una terapia antifingica, errores en la
eleccion de antifungicos, errores en la dosificacion, duracion del tratamiento, y la
no aplicacion de una terapia secuencia adecuada. Estas acciones tendran
factores causales, como limitaciones en técnicas diagnosticas, médicos no
especialistas que pueden tratar de manera equivoca la infeccion, retrasos en el
tratamiento (causante muchas veces de mortalidad) y el desconocimiento parcial
de los efectos adversos de un medicamento, que pueden incluso agravar la

situacion del paciente (Manzano, 2019).

Las consecuencias ante la prescripcion inapropiada de un agente
antifangico exponen al paciente a efectos adversos, un mal tratamiento inicial
puede aumentar los costos en la atencion de la infeccion, contribuye al incremento
en la resistencia a antifungicos, incluso permite la aparicion de una enfermedad
fungica invasora (Osorio-Lombana et al., 2019). En México se ha observado un
incremento importante en el nimero de pacientes con micosis que no responden

a los tratamientos, pero no se han cuantificado los casos (Lopez-Avila et al., 2016).

Carécter de resistencia de Candida albicans

Para entender que es precisamente la resistencia, tenemos que ver cOmo se
define, en este caso hay dos formas de definirlo: resistencia microbiolégica,
resistencia clinica y la definicion compuesta (microbioldgica y clinica) (Turnidge y
Paterson, 2007). La resistencia microbiologica ocurre cuando el crecimiento del
patégeno infectante es inhibido por una concentracion de antimicrobiano superior
al rango observado para las cepas de tipo silvestre. En cuanto a la resistencia
clinica, el patégeno es inhibido por una concentracién antimicrobiana que es mas
alta que la que podria lograrse con seguridad con una dosis normal. La definicién

compuesta esta presente cuando los aislamientos no son inhibidos por las
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concentraciones generalmente alcanzables del agente con esquemas de
dosificacion normales y/o cuando demuestran que la concentracién minima
inhibitoria cae en el rango donde es probable que haya mecanismos especificos

de resistencia (Pfaller, 2012).

Las caracteristicas gendmicas de C. albicans que se relacionan con la resistencia,
son descritas por mutaciones en los genes que codifican para la sintesis de
ergosterol de la membrana plasméatica, o bien con la sobreexpresion de genes que
codifican para bombas de expulsion de farmacos fuera del microorganismo
(Lopez-Avila et al., 2016).

Mecanismo de resistencia a los azolicos

El primer mecanismo ante antifiungicos azolicos, es debido a la induccion de
bombas de salida que conducen a una disminucion de la concentracion del
farmaco en la enzima diana dentro de la célula fungica. La regulacién al alza de
las bombas de salida codificadas por genes MDR o CDR se ha asociado con la
resistencia a los azolicos en C. albicans (MDR 1, CDR1, CDR2). Estas bombas
de eflujo codificadas por genes CDR afectan a todos los farmacos azoles y a
menudo, son suficientes para la resistencia, por el contrario, las bombas de eflujo
codificadas por genes MDR suelen ser selectivas para el fluconazol (Figura 18).
Dentro de la gama de especies de Candida es por medio de la adquisicion de
mutaciones puntuales en el gen que codifica la enzima diana (ERG11), lo que da
como resultado una diana alterada con afinidad reducida o incapacidad para
unirse a los azoles. La manera de ampliar la gravedad de esta resistencia puede
ser si hay una sobreexpresion o regulacion positiva de la enzima diana alterada,
es decir, entre mas enzimas mutantes existan, puede que las bombas se
multipliqguen. Un ultimo mecanismo de resistencia a los azoles en las especies de
Candida, implica que se desarrollen vias de derivacién que anulen los efectos de
alteracion de la membrana de los farmacos azoles asociados con la inhibicién del
crecimiento de hongo. Esta mutacién se cree existe, debido a la mutacion del gen

ERG3 en ciertas cepas resistentes de Candida (MacCallum et al., 2010).
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Figura 18. llustracion que ejemplifica la expulsion de los azoles por medio de las
bombas producidas por los genes MDR o CDR como caracter de resistencia.

Resistencia a las equinocandinas

El componente esencial de la pared celular de los hongos es el 1,3-B-D-glucano,
sintetizado por la 1,3-p-D-glucano sintasa. La afectacion de 1,3-B-D-glucano
sintasa puede provocar inestabilidad celular y lisis en las levaduras. La resistencia
gue existe es en pro de codificar elementos para la sintasa. Puntualmente las
mutaciones estan en dos regiones de “puntos calientes” (HS1 y HS2) de FKSH1,
cuyo gen codifica la subunidad catalitica principal y presunta de 1,3-B-D-glucano
sintasa (Perlin, 2007).

Las consecuencias que existen en estas dos principales resistencias tienen
consecuencias en términos de concentracion minima inhibitoria elevadas que se
asocian con infecciones mas disruptivas durante el tratamiento antimicético y la
profilaxis. Como se mencion6 en el apartado “El uso inadecuado de los
antifungicos”, estas resistencias pueden provocar infecciones micéticas invasivas

en pacientes de alto riesgo que reciben profilaxis antifungica (Pfaller, 2012).
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Capitulo IV. Aspectos botéanicos

Informacién técnica de la familia Fabaceae, del género Prosopis y
distribucién

La familia Fabaceae es la tercera familia mas grande de las Angiospermas y
representan la segunda familia mas importante de las plantas cultivada. Se
considera un superalimento con numerosas ventajas nutricionales por sus
semillas altamente nutritivas que ademdas permiten un desarrollo sostenible,
puesto que proporcionan también, medicinas, maderas, forraje y contribuyen al
enriguecimiento del suelo (Llamas y Acedo, 2016). Poseen, ademas, las
capacidades de germinar en condiciones de elevado estrés hidrico y salino e

incluso de alta concentracion sddica (Passera, 2000).

Prosopis es un género primitivo dentro del clado Mimosoide, que posiblemente se
origin6 en Africa tropical, donde actualmente persiste P. africana, la especie
menos especializada y mas mesofila. Prosopis obtuvo su nombre por Linneo en
1767 para describir la Unica especie en el momento, conocida como Prosopis
spicigera Linnaeus, hoy conocido con el sinbnimo P. cineraria (L.) Druce, la

especie tipo del género (Fontana et al., 2018) (Figura 19).
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Figura 19. Distribucion natural del género Prosopis y sus principales especies.
Fuente: Barros 2010.

Las especies de Prosopis se distinguen de otros géneros del clado Mimosoide por
sus vainas carnosas indehiscentes y la liberacion de polen en granos individuales
(Folliot y Thames 1983). El género se distingue por ser de arboles y arbustos que
se caracterizan por el follaje plumoso (Figura 20) resultante de sus hojas
bipinnadas con numerosos foliolos pequefios y pequefias flores actinomorfas y
pentameras amarillas (o blancas) reunidas en espigas o cabezuelas elipsoides a
globosas de ubicacion axilar (Figura 21). En su mayoria son espinosos, y tienen
vainas sub cilindricas, gruesas o comprimidas, rectas, arqueadas o en espiral,
indehiscentes y mesocarpio carnoso que van desde el color amarillo hasta el
negro y las valvas nunca se separan de forma natural, ya sea del arbol o una vez
caido (Fontana et al., 2018) (Cuadro 7).

El Mezquite Prosopis laevigata

A Prosopis laevigata se le conoce como mezquite, se localiza en zonas desérticas
y semidesérticas, en México, se distribuye en la vertiente del Pacifico, desde
Michoacan hasta Oaxaca, y en la del Golfo en Nuevo Leén, Tamaulipas y el norte
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de Veracruz, en la depresion central de Chiapas y en las regiones altas centrales

del pais (Rodriguez-Sauceda et al., 2014).

Figura 20. Follaje de Prosopis laevigata.
Foto original de Marco Aurelio Rodriguez Monroy

La especie Prosopis laevigata (Humbolt et Barpland ex Willd) se halla en los
altiplanos centrales del norte de Meéxico, las tierras bajas de Tamaulipas
meridional, y en partes de Oaxaca, Morelos, Puebla, Chiapas y Estado de México.
Su crecimiento es sobre laderas de colina, en depresiones y a lo largo de llanos

inundados. Esta especie se halla también en el centro y sur de Perd.
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Figura 21. Hojas e inflorescencias de Prosopis laevigata.
Foto original de Marco Aurelio Rodriguez Monroy.

Existe una variedad llamada Prosopis laevigata var. andicola Burkart, que es un
tipo montano y crece en alturas medias de 1900 a 2900 msnm. Se distribuye en
el sur de Peru a través de los Andes bolivianos hasta la extrema esquina del
noroeste argentino. Se usa comunmente para lefia y forraje (Folliot y Thames,
1983).
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Cuadro 7. Morfologia y anatomia del género Prosopis con ilustraciones.
Fuente: Folliot y Thames 1983.

Morfologia y o
. Descripcion Imagen
anatomia
La planta es generalmente un arbusto
Tallos y de 2 0 3 m, pero puede crecer hasta
ESPINAS
raices una altura de 6 a 7 m. Las ramitas son
glabras y las espinas son axilares.
Pueden presentarse uno o dos pares de
pinnas, por hoja, de 2.5 a 12 cm de Ay
) 2\ RAQUIS FOLIOLO
largo, con 20 a 30 pares de foliolos cada E—‘j\ \ M// \\\\
una. Los foliolos son glabros, lineares, "—-—* ) /\\\.‘\\'\\\ ’”/%‘\\ \\\ %) y
//, ’ 04
] oblongos de 5 a 10 mm de largo, y de 2 .ﬁ\:\./“\\ \ CE LT T\ \\\ 0l \’“\\
Hojas ] \\\\\ AN | m MW \\\\\\\\\\
a 7 veces mas largos que anchos. Sus 2 ///\ ;\\\ f){\\\\\ \\
2/ / ,\, \

intervalos sobre el raquis son inferiores
a sus anchos; su color es verde pélido a
grisaceo, y en la parte inferior tiene una

fuerte nervadura pinada.

PECIOLO

| P1NNA

Inflorescencia

Los racimos son de 4 a 10 cm de largo y
llevan flores blanco-verdosas con
pétalos de 3 a 4 mm de largo. El céliz es

COROLA
de alrededor de 1 mm de largo

CALIZ

RACIMO

(en forma de
espiga)

Legumbresy

semillas

Las vainas sonde 9a 17 cm de largo y
0.7 a 1.4 cm de ancho. Son lineares,
glabras, derechas o levemente curvadas
y de un color amarillo puro. Los
segmentos son redondeados o
rectangulares en su corte transversal y
son més cortos que anchos. Las
semillas son longitudinales dentro de la

vaina.

EXOCARPIO

CORTE TRANSVERSAL
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Capitulo V. Farmacognosia

Lugar de Obtencion

Zapotitlan Salinas, Puebla

Zapotitldn Salinas, esta localizado en un valle de la porcion occidental del Valle
de Tehuacan-Cuicatlan, al sureste del estado de Puebla, y al norte del estado de
Oaxaca, y ocupa una superficie de 485 km?. Esta ubicada entre los paralelos 18°
07’ 18” t 18° 26’ 00” de latitud Norte y los meridianos 97° 19’ 24" y 97° 19’ 06”
Oeste (Figura 22). Colinda al norte con Tehuacéan, al sur con Caltepec, al Oriente
con San Gabriel Chilac, San José Hiahuatlan y Altepexi, al poniente con Atexcal

y el estado de Oaxaca.
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Figura 22. Municipio de Zapotitlan Salinas, Puebla.
Fuente: Paredes-Flores et al., 2007.

Hidrografia
El municipio pertenece a la cuenca del Paloapan en gran parte, solo el extremo

Suroeste pertenece a la cuenca del Balsas, es recorrido por numerosos arroyos
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intermitentes en diferentes direcciones concentrandose en un arroyo principal al
centro-este llamado Agua el Gavilan principal afluente de Zapotitlan. Se encuentra
el rio Zapotitlan, se une al Tehuacan en el valle del mismo nombre y forman el Rio
Salado uno de los principales afluentes del Papaloapan, el extremo Suroeste
presenta varios arroyos de los cuales destacan el Acatepec y Las Manzanas,
afluentes de Acatlan perteneciente a la cuenca del Balsas (Fernandez et al.,
2020).

Clima

Predominan los climas secos, semicélidos subhiumedos con lluvias en verano. El
clima templado subhimedo con lluvias en verano se presenta en el centro norte
donde se ubica el cerro el pajarito, asi como en el suroeste. El clima semiseco
calido con lluvias en verano y escasas predomina en todo el afio al igual que el
clima semicalido con lluvias en verano. Tiene una temperatura media anual entre
18 y 22 grados centigrados y la del mes mas frio es inferior a 18°C. Tiene el clima
semiseco templado con lluvias en verano y escasas en el afo, el verano es calido
(Fernandez et al., 2020).

Edafologia

La edafologia de Zapotitlan Salinas es en mayor parte, suelos someros,
pedregosos y muestran diferentes niveles de alcalinidad y salinidad, debido a la
influencia de los diferentes substratos geoldgicos presentes en el sitio. Segun se
ha citado, las principales unidades de suelos litosoles, cambisoles, calcicos y
xerosoles calcicos derivados de evaporitas del Cretacico inferior y Medio, siendo
complementado con regosoles y fluvisoles calcaricos formados por materiales

transportados, derivados de sedimentos aluviales (Paredes-Flores et al., 2007).

Vegetacion

El municipio cuenta con comunidades vegetales como lo son el mezquital o selva
baja perennifolia con espinas laterales (prevalencia de Prosopis laevigata);
matorral espinoso (con Mimosa luisana, Acacia farnesiana, Cordia curassavica y
Fourquieria formosa); la tetechera (con abundancia de Neobuxbaumia tetetzo), el
cardonal (destaca Cephalocereus columna-trajani); el izotal (matorral con Yucca
periculosa); chaparral (Brahea nitida y Dasylirion serrattifolium); la tetechera-
candelillar (Neobux-baumia tetetzo y Euphorbia antisyphilitica), la selva baja

caducifolia (Myrtillocactus geometrizans, Bursera schlechtendalii y Bursera
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aptera) (Paredes-Flores et al., 2007) (Figura 23). Al suroeste se presenta una
franja de bosque de encino con vegetacion secundaria arbustiva, ademas se

presentan dos zonas de agricultura de riego, la ribera del Arroyo de Manzanas al

suroeste y al extremo noreste dentro del Valle de Tehuacan (Fernandez et al.,
2020).

Figura 23. Vegetacion y orografia de Zapotitlan Salinas.
Fotografia Original de Marco Aurelio Rodriguez Monroy.

Poblacion

Segun el dltimo censo poblacional proporcionado por el INEGI en 2010, Zapotitlan
Salinas tiene una poblacién de 2,700 habitantes, siendo la cabecera municipal del
Municipio (SCIM, 2013). Los habitantes de Zapotitlan realizan actividades como
la agricultura, la recoleccion de lefia y de plantas medicinales. Algunos pobladores
se dedican a realizar artesanias de 6nix, la extraccion de sal, a la albafileria y a

la industria textil (Paredes-Flores et al., 2007).
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La magia de Zapotitlan

Zapotitlan tiene en sus entrafias lugares como las canteras de alabastro y sus
salinas de los cuales se ha obtenido sal desde tiempos anteriores a la conquista.
Segun Sanchez (2010), las salinas llaman la atencion por la ordenada disposicion
de las terrazas (nombrados parajes por los salineros), pero sobre todo por la
suavidad de las tonalidades, que se tornan blanco lila, verde, amarillo y rosa,
segun el tiempo de exposicion al sol. Los salineros levantan cada tres meses, tres
cosechas distintas de sal; la sal de arrobas, la sal tierna y la sal de grano. Hace
60 millones de afos el terreno accidentado y desértico de la zona, fue brazo de
mar, lo que permite la extraccion de sal. Esta es aprovechada durante la
temporada de lluvias, el agua fluye por las montafas y llena los antiguos pozos y
en los meses de marzo, abril y mayo, comienza el verdadero trabajo (Upchurch,
2019).

Zapotitlan Salinas tiene el Jardin Botanico “Helia Bravo-Hollins” (primera bidloga
graduada en México), y cuenta con un vivero de cactaceas, que incluyen cerca de
53 especies de cactaceas endémicas y en peligro de extincidon. Lo bonito de este
jardin es que es considerado de tipo in situ, es decir, que no es un jardin que imite
los ecosistemas de otros lugares para que las plantas puedan sobrevivir, puesto
gue muchas plantas se encuentran en su habitat natural y actda con la
conservacion del ecosistema y sus especies. Segun el portal Aventura Vertical
(2019), se puede pasear por el bosque de cactaceas y conocer diferentes

especies, conocer el mirador, visitar el sotolin gigante y conocer el ambiente arido.

La parroquia de San Martin Obispo es de los templos mas antiguos de la diocesis
de Tehuacan (Figura 24). Tiene un estilo barroco y fue consagrada en 1578 siendo

una de las parroquias mas antiguas de la Diécesis de Tehuacan.
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Figura 24. Interior de la Parroquia San Martin Obispo de Zapotitlan Salinas.
Fuente paseopormexico.com

Otros de sus atractivos es la cascada Tilapa, que cuenta con una altura de entre
2 y 5 metros y un ancho de 5 metros aproximadamente, incluso se encuentran
formaciones rocosas con fésiles incrustados. Hablando de fosiles, en la zona esta
el Paleoparque Las Ventas A.C., que exhibe material paleontolégico e incluye
recorridos en las Canteras de 0Onix y la Capilla enterrada En Las Ventas. Museo
Paleontoldgico, Santuario de Cactaceas Gigantes y Parque Ecoturistico Turritelas,
cuentan con recorridos, por estos parques destacan huellas de dinosaurio que
fueron localizadas por los habitantes (Figura 25). El Santuario de Cactaceas que
cuenta con ejemplares de biznagas y otras cactaceas columnares (Secretaria de
Puebla 2020).
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Figura 25. Fotografia del Parque ecoturistico Turritelas. Fuente tudu.com.mx

Medicina tradicional

Los extractos de las plantas medicinales son utilizados por practicantes de la
medicina tradicional para curar diversas enfermedades. La aceptacion de estas
se aplica como una alternativa de atencion de la salud y la busqueda de nuevos
agentes antifangicos a partir de plantas medicinales, ha tenido una importancia
destacada (Wen et al., 2011). Estos medicamentos siguen representando una
parte importante, que mas de 100 paises tienen regulaciones para las medicinas
a base de hierbas, varian mucho dichas practicas por factores como la cultura,
historia, actitudes personales y la filosofia. Detras de estas practicas es necesario
gue exista una regulacién basandonos en estudios profesionales de investigacion

sobre el manejo de estos productos (Pierre-Louis, 2014).

Los grupos humanos han creado una cultura en la que desarrollaron un sustento
tanto alimenticio como medicinal, con relacion al medio que los rodea. En muchas
0 en casi todas las culturas se ha transmitido estos saberes tradicionales, siendo
€stos una rigueza Unica para muchas generaciones, y gracias a la vegetacion que
nos rodea, hemos podido erradicar un sinfin de malestares. Dolores de cabeza,

dolores de cuerpo, dolores de estdbmago, malestares que si bien ya hay
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medicamentos que sencillamente evitan tales molestias, nunca dejan de aparecer
otras plantas que pueden proveer de los mismos beneficios sin ser tan corrosivas
para la salud. Hoy en dia cuantas personas no siguen atendiendo su salud por
medio de hierbas, plantas o semillas, porque suele ser efectivo, confiable y barato.
Bajo estos argumentos, no se propone perjudicar la facultad de un medicamento,
si no argumentar que su distribucion parece obsoleta en regiones con poco acceso
a un sistema de salud integro que cubra todas sus necesidades medicinales, y
muy pocas personas pueden pagar medicina. El capitulo de Pierre-Louis (2014)
menciona que para los paises es preocupante el consumo de medicina tradicional,
y que la OMS busca regular estas adquisiciones. Si bien es necesario para evitar
intoxicaciones por alguna mala dosis o mal manejo de la planta, también se
deberia considerar que es muy dificil reducir la practica, porque ya es algo tan
apegado a una cultura. Por otra parte, el aumento de las investigaciones tiene que
representar un valor y una importancia relevante para recopilar los usos que se le
puede dar a los principios activos que posee la planta. Descubrir nuevos
compuestos activos tiene que ser un beneficio compartido, y se tiene que
reconocer a la region que lo usa, las personas que lo usaron anticipadamente y el

reconocimiento cultural que tienen en una o en varias regiones.

Estos principios activos nos pueden proporcionar informacion, como la de inhibir
cepas de microrganismos que se han adaptado a viejos medicamentos, porque
han adquirido una resistencia muy particular. No dejemos de lado que pueden
tener un uso en tratamientos como la diabetes, que pueden tener principios que
ayudan a combatir enfermedades de caracter pandémico, y sustancias cuyos

componentes sean benéficos para la salud fisiologica y psicolégica.
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Capitulo VI. Fitoquimica, aplicacion y andlisis de métodos

Técnicas fitoquimicas para el estudio de Prosopis laevigata

El método cientifico

Resulta muy curioso pensar que el método cientifico muchas veces lo aplicamos
sin ser conscientes en nuestra vida cotidiana. Un bebé, por ejemplo, siempre suele
Ser muy curioso con su entorno, observa un objeto, la visualiza en todos sus
puntos, es posible que se haga preguntas, y si su hipétesis es que el objeto, tiene
un sabor, lo llevara a su boca para en seguida comprobar su hipétesis, si este
objeto definitivamente no tiene buen sabor, su conclusion sera que no lo volvera
a probar, de lo contrario, ha determinado un uso nuevo como saborearlo
constantemente. El método cientifico particularmente en las ciencias naturales se
basa principalmente en la observacion empirica del mundo, lo mas objetiva e
imparcial posible, y en el uso adecuado de procesos como la deduccion, la
induccion y retencion con el fin de generar y contrastar hipotesis y posteriormente

modelos que nos permiten describir, explicar y modificar el mundo real

Los métodos deben ser la parte mas importante de un escrito cientifico,
porque proporciona la informacién esencial que permite al lector juzgar la validez
de los resultados y conclusiones del estudio informado. En ellas se declara con
precisibon como se realiza el estudio y la justificacibn de las opciones
metodolégicas y las caracteristicas del disefio de estudio (Figura 26). Esta
informacion nos va a permitir dos cosas: el estudio va a poder ser replicado por
otros investigadores, con el fin de evaluar la reproductibilidad de los resultados;
los lectores pueden juzgar la validez de los resultados y conclusiones presentados
(Azevedo et al., 2011).

La importancia del método cientifico en la investigacién y como el progreso
de la tecnologia y su aplicacion, afecta directamente al progreso en investigacion
cientifica. Empero es la mente del investigador, en ultimo término, la que lleva a
éste a la eleccion de unos u otros y al desarrollo de otros nuevos, que permitan
gue la ciencia vaya progresando. Otro factor importantisimo, y actualmente
subestimado, es la necesidad de combinar métodos cientificos de diferentes
disciplinas, para generar interpretaciones mas contenciosas y Uutiles de los
resultados obtenidos (Ruiz-Villalba, 2005).
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Técnicas fitoquimicas para el
estudio de Prosopis laevigata

Obtencién de la muestra de

Prosopis laevigata

. | - composicion quimica
CuantlﬁcaClon de con Cromaiograﬁas Cromatografia de Gases Acoplada a
- Esj foto ria de Masa:
concentraciones e oS

Cuantificacién de Fenoles

— FENOLES totales, Método mod. Singleton

et al. 1999

Determinacién de Flavonoides
S | LAVONOIDES totales por el Método de Dowd

Determinacion de flavonoides

ALCALOIDES totales por la Técnica de
Shamsa et al. 2008

Método de Inhibicién
Cromatografia liquida de alta del Crecimiento del

resolucién (HPGL-DAD) tubo germinativo
(Ishida et al. 2006)

Cromatografia Liquida de Alta
Resoluciin acomplada a
Expectrometria de Masas (HPLC-MS)

Pruebas

Determinacion de Método de reduccién del . .
Biolégicas

la capacidad radical

Antioxidante 2,2-difenil-1-picrihidracil
(DPPH).

Evaluacién cualitativa
de la actividad

Evaluacién cuantitativa de
la actividad anti-Candida
del extracto

anti-Candida del
extracto

Figura 26. Ejemplo de un esquema metodoldgico para la elaboracion de una
investigacion cientifica relacionada con las propiedades fitoquimicas de
Prosopis laevigata y el estudio de su efecto antifungico.
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Cuantificacién de fenoles totales (Método modificado de Singleton et al.,
1999)

¢.,Cudles son las razones de usar este método?

El reactivo de Folin-Ciocalteu (F-C) contiene sales de molibdeno y tungsteno que
reaccionan con cualquier tipo de fenol formando complejos fosfomolibdico-
fosfotingstico. La transferencia de electrones a pH basico transforma (reduce) los
complejos fosfomolibdico-fosfotingsticos en 6xidos cromégenos de color azul
intenso de tungsteno y molibdeno siendo proporcional este color al nimero de
grupos hidroxilo de la molécula. La coloracion azul se puede determinar

espectrofotométricamente a 760nm (Cortez et al., 2018).

Método

Los fenoles totales se miden por la reaccion de oxido-reduccion con el reactivo
Folin Ciocalteu. Este reactivo tiene una coloracion amarilla y pH acido, contiene
molibdato y tungstato sédico que puede reaccionar con cualquier tipo de fenol
formando complejos fosfomolibdico-fosfotingsticos. La transferencia de
electrones a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingsticos. en
oxidos de color azul intenso de tungsteno, siendo proporcional este color al

numero de grupos hidroxilo de las moléculas.

Preparacion del Extracto

Se pesan 5 mg de extracto metandlico y se diluyen en 1 mL de agua destilada, y
de esta diluciéon se toman 500 pL para agregar al tubo problema. Una vez
agregadas las cantidades de acido galico a cada tubo, se aflade agua destilada
hasta llegar a un volumen de 8 mL y 500 pL de reactivo Folin Ciocalteau a cada
tubo. Después de cinco minutos se afiaden 1.5 mL de una solucion de Na,CO; al
20% se deja reposar durante dos horas, tiempo en el cual todos los componentes

reaccionan a temperatura ambiente y se lee la absorbancia a 760 nm (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Tabla con las cantidades utilizadas para la curva patrén de Acido

galico
Tubo Acido Patron Agua Agua Folin Na-COs
galico de acido | destilada | destilada | Ciocalteau
(2 mL)
alico L mL
(mg/mL) g (uL) (mL) (uL)
(WL)
Blanco | ------------- - |- 8 500 15
1 0.00625 315 968.75 7 500 15
2 0.0125 62.5 937.5 7 500 15
3 0.0250 125 875 7 500 15
4 0.05 250 750 7 500 15
5 0.1 500 500 7 500 15
6 0.2 1000 1000 7 500 15
Problema | ------ | ------- 500 7 500 15

Problema: Se pesan 5 mg de extracto y se disuelven en 1 mL de agua; de esta

dilucion se toman 500 pL.

Los resultados se interpretan con una grafica de concentracion contra la
absorbancia para obtener una curva patrén de acido galico. Para conocer la
concentracion de fenoles del extracto problema, se utiliza un analisis de regresién
lineal, interpolando la absorbancia de las muestras evaluadas. Los resultados se

reportan como equivalentes de acido gélico o en porcentaje.

Posibles resultados
e Nava (2017), encontré en el extracto metandlico de las flores de P.
laevigata dos resultados para fenoles de dos diferentes colectas; febrero y
marzo, determinando 61.00 mg eAG/g, y 488.00 mg eAG/g (equivalentes

de acido gélico por gramo de extracto), respectivamente.

e Segun Schmeda-Hirschmann et al. 2015, reportaron que las muestras de

harina de Prosopis chilensis tiene un contenido de fenoles totales que va
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desde 0.82 a 2.57 g equivalentes de acido galico/100 g de peso fresco

harina.

e Cérdenas-Camacho (2017), obtuvo en su extracto etandlico, un total de
8.39 mg eAG/g extracto seco de fenoles totales de la planta Prosopis pailida

y 3.69 mg eAG/g extracto seco de la vaina (pulpa).

e Gallegos-Peralta (2019), encontr6 3 resultados de extracto acuoso de
Prospopis juliflora en goma de algarrobo (de diferentes zonas), de 40.08
mg eAG/100 g (zona 1), 37.12 mg eAG/100 g (zona 2) y 18.49 mg eAG/100
g (zona 3).

e Botero et al. 2017, indica 36.53 g eAG/100 g de fenoles totales en goma de

algarrobo (exudado gomoso), Prosopis juliflora.

e Moreno (2019), encontré en hojas P. laevigata, un total de 67 mg eAG/g de

fenoles totales, de un extracto metandlico.

Ventajas o desventajas de la técnica

Una ventaja del ensayo de Folin es que este se asocia con la aparicion de la
absorbancia en lugar de con la disminucion de absorbancia, aunque Folin-
Ciocalteu no es especifico de los polifenoles. De las ventajas principales del
método es que su procedimiento esta completamente estandarizado y su
absorcion a una longitud de onda larga minimiza las interferencias producidas por
matrices alimentarias. Su principal desventaja es que no es aplicable en entornos
lipofilos (Lopez, 2016).

Técnicas Alternativas

Método de Price y Butler

Se fundamenta también en reacciones de oxido reduccion. En el método de Price
y Butler, también el ién fenolato es oxidado mientras que el ion férrico (Fe3*) es
reducido a ién ferroso (Fe?*) que se detecta mediante la formacién de un complejo
azul con el reactivo ferricianuro de potasio. El complejo formado de formula Fes[Fe

(CN)s]s se conoce con el nombre de azul de Prusia (Ricco et al., 2015).

Se toman 250 pl del extracto y se le adicionan 25 ml de agua desionizada, seguido
de 3 ml de cloruro férrico 0.1 M. Luego de 3 min se agregan 3 ml de ferricianuro

de potasio 8 MM y se mezcla. Después de 15 min se lee la absorbancia a 720 nm.
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El contenido de fenoles totales se expresa como equivalentes de acido tanico
(eAT mg acido tanico / g material seco) o equivalentes de acido gélico (eAG, mg
acido galico /g material seco).El ensayo se estandariza con una solucién madre
de 0.01 M de &cido galico (188ug/ml) (Price y Butler, 1977).

Determinacion de Flavonoides totales por el Método Dowd (Ramamoorthy y
Bono, 2007)

¢.Cudles son las razones de usar este método?

El método es reproducible, proporcionado desviaciones pequefias o0 con ninguna
diferencia entre una prueba y otra sobre la misma muestra. Es un método que

utiliza pocos reactivos (Amaya y Portillo 2013).

Método

Se utiliza cloruro de aluminio para la determinacion espectrofotométrica de la
presencia de grupos quimicos de flavonoides. El cation de aluminio forma
complejos estables con flavonoides en metanol, que se producen en el analisis
espectrofotométrico un desplazamiento hacia longitudes de onda mayores y una
intensificacion de la absorcidn. Asi, es posible determinar la cantidad de
flavonoides, evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas que

invariablemente acompafan a los flavonoides en los tejidos vegetales.

Al unirse el aluminio con el compuesto fendlico, el complejo es llamado quelato,
gue son compuestos organicos de origen natural o sintético, cuyas propiedades
les permiten combinarse con un cation metéalico al cual acomplejan, formando
finalmente una estructura heterociclica. Estos cationes son ligados en el centro de

su molécula, esto hace que pierdan sus caracteristicas ionicas. El quelato en su
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papel protege al catibn de posibles reacciones quimicas como oxidacién

reduccion, inmovilizacion, precipitacion, entre otras.
1. Stock de quercetina

Se pesan 1 mg de quercetina, los cuales se disuelven en 1 mL de MeOH grado
Absoluto.

2. Curva Patréon

Se toman alicuotas necesarias del Stock de quercetina para la preparacion de la
curva patrén, con las concentraciones de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 y 100 ppm y se les agrega el MeOH para obtener un volumen de 1 mL, 1
mL de AICIs al 2%.

3. Stock del Extracto

Se pesan 1 mg del extracto metandlico y se disuelven en 3 mL de MeOH grado

absoluto.
4. Blanco

Se toma 1 mL de stock del extracto y 1 mL de MeOH grado absoluto
5. Problema

Se toma 1 mL del stock del extracto y se le agrega 1 mL de AICI; al 2%. Se vierten
200 pL de las soluciones preparadas para la curva patron, el problema, el blanco
y el control negativo en una placa de ELISA, por triplicado. Después de 10 minutos

de reaccién a temperatura ambiente se determina la absorbancia a 415 nm.
6. Interpretacidn de resultados

Se grafica la concentracion contra la absorbancia para obtener la curva patron de
guercetina. Para el problema, se realiza un analisis de regresion lineal y se
interpola el promedio de la absorbancia de la muestra a evaluar. Los resultados

se expresan como equivalente des quercetina/g de extracto.

Posibles resultados

e Nava (2017), encontré en el extracto metandlico de las flores de P.

laevigata dos resultados para flavonoides de dos diferentes colectas;
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febrero y marzo, determinando 0.364 y 23.2 mg eQ/g (equivalentes de

Quercetina por gramo de extracto).

e Moreno (2019), encontré en hojas P. laevigata, un total de 2.6 mg eQ/g de

flavonoides totales, del extracto metandlico.

Ventajas o desventajas de la técnica
El método colorimétrico de cloruro de aluminio es un método sencillo, econémico
y confiable (Bautista, 2011).

Técnicas alternativas

Los métodos (Cuadro 9), se basan en la formacion de complejos coloreados entre
los hidroxilos fendlicos y el grupo ceto de los flavonoides con el tricloruro de
aluminio o el 2-aminoetil difenilborato (Ho et al., 2012). Curva de calibracion: La
curva de calibracion se realiza con soluciones metandlica de rutina de 1000 mg/ml,
0.500 mg/ml, 0.250 mg/ml, 0.125 mg/ml, 0.0625 mg/ml. Con base a la técnica
empleada, se utilizan las concentraciones que permitan una relacion lineal entre

la absorbancia y la concentracion (Ricco et al., 2015).

Cuadro 9. Técnicas alternativas para determinacion flavonoides, basandose en

diferentes autores con el uso de diferentes técnicas.
Informacion de Ricco et al., 2015.

Método y autor

Técnica

Modificacién de la técnica
de Maksimovic et al., 2005

A 0.1 ml del extracto se le adicionan 1.4 ml de agua desionizada y 0.50 ml del reactivo de
flavonoides (133 mg tricloruro de aluminio, 400 mg acetato de sodio en 100 ml de solvente
constituido por 140 ml metanol, 50 ml agua, 10ml &cido acético). Luego de 5 min a
temperatura ambiente, se mide la absorbancia a 430 nm. Se realiza una curva de calibracion
con rutina. El contenido de flavonoides se expresa como equivalentes de rutina (eR, mg

rutina / g material seco)

Adaptacion de las técnicas
de Woisky y Salatino y
Chang et al. (Woisky y

Salatino, 1998; Chang et
al., 2002)

0.5 ml del extracto se mezcla con 1.5 ml de etanol 95 %. Se agrega posteriormente 0.1 ml de
una solucion acuosa de tricloruro de aluminio al10 % (p/v) y 0.1 ml de una solucién acuosal
M de acetato de sodio. Se lleva a un volumen final de 5 ml con agua destilada y la mezcla se
deja reposar por 30 min. Posteriormente se determina la absorbancia a415 nm. Se realiza
una curva de calibracién con rutina. El contenido de flavonoides se expresa como

equivalentes de rutina (eR, mg rutina / g material seco).
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Técnica de Shohael et al.,
2006

A una alicuota del extracto se le adiciona 1.25ml de agua desionizada y 75 pl de una
solucion acuosa de NaNO: (5 % p/v). La mezclase agita con un mezclador de vortice y se
incuba a temperatura ambiente durante 6min. Luego se afiade 150 pl de una solucion
acuosa de AICIs (10 % p/v) y, después de 5min, se agrega 0,5 ml de una solucién acuosa 1
M de NaOH y 2,5 ml de agua desionizada. Finalmente, la mezcla se incuba durante 30 min a
temperatura ambiente y se mide la absorbancia a 510 nm utilizando metanol como blanco.
Los valores se expresan como equivalentes de quercetina (eQ, mg de quercetina / g material
seco) o como equivalentes de rutina (eR, mg rutina / Ilg material seco)

Adaptacion de las técnicas
de Jiaetal., 1999y Yoo et
al., 2008.

Se agrega a 1 ml del extracto a analizar 4 ml de agua destilada y 0.3 ml de una soluciéon
acuosa de nitrito de sodio al 5 % (p/v). Luego de 5 min de reaccion, se agregan 0.6 ml de
una solucion acuosa de tricloruro de aluminio al 10 % (p/v). Luego de 6 min, se agregan 2 ml
de una solucion acuosa 1 M de hidroxido de sodio y agua destilada hasta llegar a un
volumen de 10ml. La mezcla es centrifugada a 3000 rpm durante 3 min, y la absorbancia del
sobrenadante se mide a 510 nm. Se realiza una curva de calibracién con quercetina. Los
valores se expresan como equivalentes de quercetina (eQ, mg de quercetina / g material

seco). Todas las mediciones se efectian por triplicado.

Técnica adaptada de Hariri
et al., 1991.

A 2 ml del extracto se mezcla con100 ul de una solucién metandlica al 1 %(p/v) del reactivo
2-aminoetil difenilborato. Luego de 20 min a temperatura ambiente, se determina la
absorbancia a 404 nm. Los valores se expresan como equivalentes de rutina (eR, mg rutina /

g material seco).

Cuantificacion de Alcaloides (Shamsa et al., 2008)

¢,Cuales son las razones de usar este método?

Este método es 16 sencillo, rapido, sensible, requiere de un espectrofotometro de
UV-Vis, el complejo obtenido es muy estable y es nula o escasa la interferencia

por otros compuestos (Oropeza, 2012).

Técnica

Se basa, por un lado, en la reaccion del verde de bromocresol, el colorante
utilizado dentro de la técnica, para estabilizarse al momento de encontrarse en un
medio acido (entre 4 y 5 en la escala de pH). Cuando se encuentra en un medio
de esa naturaleza, se torna azul al desprotonarse, se vuelve amarillo en el
momento en que cae en un medio acido. Por otro lado, la precipitacién de los
alcaloides en medios &cidos es muy importante, debido a que en el momento en

gue se encuentran en un medio &cido, tienden a precipitarse (este es el mismo
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fundamento que las técnicas de deteccidn cualitativa). Dentro de esta técnica,
ambos principios se unen, ya que, a la hora de hacer lavados con cloroformo, este
solvente es capaz de arrastrar los alcaloides acidificados, coloreados con el verde
de bromocresol que, al caer en un medio acido (es decir, el cloroformo con los

alcaloides) se torna amarillento, siendo esto lo que se mide por espectrometria.
Preparacién de reactivos
1. Verde de bromocresol

Se pesan 69.8 mg de verde de bromocresol, los cuales se disuelven en 3 mL de
una solucién de hidroxido de sodio (NaOH) 2 N. Una vez disuelto el colorante, se

afiaden otros 5 mL de agua destilada.

Es necesario calentar un poco la mezcla con la finalidad de disolver bien el azul
de bromocresol. Una vez disuelto perfectamente, se afora a un litro afladiendo

agua destilada.
2. Buffer de fosfato (pH 4.7)

Para el buffer se requiere una solucién 2 M de fosfato de sodio, la cual se prepara

pesando 21.6 gramos de Na;HPO4 y se disuelven en un litro de agua destilada.

Para ajustar el pH a 4.7 se utiliza una solucion de &cido citrico en las proporciones
de 42.02 g para un litro de solucion. Con ayuda de un potenciémetro, se ajusta el

pH de la solucién hasta llegar a 4.7

Nota: En caso de observarse poca variacion al afiadir gotas de acido citrico,

preparar una nueva solucion mas concentrada.
3. Estandar de atropina

Para realizar la curva patrén, se hace un stock de atropina en una concentracion

de 100 pg/mL de agua destilada.
4. Stock del problema

En el caso del problema, se prepara un stock con la concentracion de 2 mg/mL de

agua destilada.

5. Preparacion de la curva
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Una vez que se han preparado los stocks de atropina y del problema, se procede

a colocar en tubos de ensayo las siguientes cantidades:

Cuadro 10. Tabla de cantidades utilizadas para el stock de atropina

mL de stock | Atropina (mg) | Buffer  fosfato | Verde de bromocresol
de atropina (4.7 pH) mL (m)
0.2 0.02 2.5 2.5
0.3 0.03 2.5 2.5
0.4 0.04 2.5 2.5
0.5 0.05 2.5 2.5
0.6 0.06 2.5 2.5
0.8 0.08 2.5 2.5
1.0 0.1 2.5 2.5

En el caso del problema, se toma una alicuota de 1.25 mL, que llevara una

concentracion de 2.5 mg del extracto.

*Lavados de cloroformo

Para obtener los alcaloides a medir, es necesario realizar lavados con cloroformo.
Para este efecto, se afladen secuencialmente 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mL. Con ayuda
de un agitador automatico, se mezcla perfectamente bien en cada lavado; el uso
del agitador es necesario para asegurarse de que el cloroformo arrastre la mayor
cantidad posible de alcaloides de la muestra. Una vez agitado, en el fondo del
tubo se formara un precipitado amarillento, el cual debe recogerse con una pipeta

Pasteur y trasladarse a otro tubo.

Nota: De preferencia, comenzar a recoger el precipitado después del segundo

lavado.

6. Obtencion e interpretacidon de resultados
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Una vez obtenidos los lavados de cloroformo de las concentraciones de la curva

patrén y del problema, se leen en un espectrofotdmetro a 470 nm.

Para interpolar la muestra problema, se realiza un analisis de regresion lineal y se

reporta como miligramos equivalentes de atropina por gramo de extracto.

Posibles resultados
e Nava (2017), encontr6 en el extracto metandlico de las flores de P.
laevigata dos resultados para alcaloides de dos diferentes colectas; febrero
y marzo, determinando 66.96666 y 67.39166667 mg e A/g (equivalentes de

atropina por gramo de extracto), respectivamente.

e Moreno (2019), encontro en hojas de P. laevigata, un total de 11.87 mg e

A/g de alcaloides totales, de un extracto metandlico.

Ventajas o desventajas de la técnica

Los métodos espectrofotométricos para la deteccion de alcaloides se basan en su
mayoria en la formacion de complejos coloridos a pH acidos, sin embargo, la
mayoria de los métodos reportados, presentan una gran cantidad de desventajas
como; un rango de determinacion estrecho, extraccion y/o calentamiento previo,
tiempos de reaccion largos e inestabilidad del complejo formado. Sin embargo,

suelen ser métodos sencillos, econémicos y accesibles (Pérez y Campos, 2018).

Técnicas Alternativas

Los métodos que se emplean para determinar los alcaloides totales pueden ser,
la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), la fluorometria, la
cromatografia ionica, la cromatografia de gases y la electrocromatografia. La
mayoria de los métodos tienen la desventaja de emplear elevadas temperaturas
para extraerlos, por lo que es necesario ampliar los tiempos para completar la

reaccion, o que el producto colorido es inestable (Shamsa et al., 2008).

Determinacion de capacidad Antioxidante, Método de reduccion del radical
2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) (Okusa et al., 2007)

¢ Cuales son las razones de usar este método?

La estabilidad relativa de este radical se atribuye a la deslocalizacién del electron

desapareado, esta deslocalizacién también le otorga una coloracion violeta
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caracterizada por una banda de absorcion, en disolucion etandlica a 520 nm.
Cuando una disolucion de DPPH esta en contacto con una sustancia que puede
donar un atomo de hidrogeno o con otra especie radical (R¢) se produce la forma
reducida DPPH-H o DPPH-R con la consecuente pérdida del color y por lo tanto
la disminucién o pérdida de la absorbencia. ElI pardmetro CAso, que es la
concentracion necesaria para obtener un 50% de efecto, es generalmente usado

para la interpretacion de este método (Gutiérrez-Avella et al., 2008).

Método

El 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) es un radical libre, con un electron
desapareado que le da una coloracion violeta y que no se dimeriza. Cuando el
DPPH esta en contacto con una sustancia que le puede donar un atomo de
Hidrogeno, este se reduce, produciendo un cambio de color de violeta a amarillo
coloracion dado por el grupo picril (Molyneux, 2004). La actividad antioxidante se
evalla midiendo el grado de decoloracion (desvanecimiento del color violeta
intenso a amarillo claro), de una solucion metandlica de 2,2-difenil-1-picrilhidracil
(DPPH) por la adicion del compuesto activo a diferentes concentraciones (2-100
ppm). Stock del extracto. Se prepara una solucidon con 5 mg del extracto o fraccion
a evaluar y se disuelven en 5 mL de MeOH grado Absoluto. Las concentraciones
para evaluar son 10, 20, 30, 50, 100, 200,300 y 500 ppm. Del Stock de extracto,
se anaden 50 pL a la placa de Elisa y 150 yL de DPPH. En la misma placa, se
utiliza el blanco de MeOH grado Absoluto y el DPPH diselto en metanol, y de

ambos se agregan 200pL.
1. Stock de Quercetina

Se agrega 1mg de Quercetina a 1mL de MeOH grado absoluto. En la placa de
Elisa de Quercetina se utiliza como control positivo, en concentraciones de 1 ppm
(2 pg/mL) a 50 ppm (50 pg/mL). Como blanco se usan 3 pozos con 200uL de

MeOH grado Absoluto. Para las concentraciones de 1, 2, 3, 4y 5 ppm hacer:

Del Stock (5 mg en 5 mL de MeOH) se toma 10 pL y se adicionan 90uL de MeOH

grado Absoluto. De este nuevo stock se tomaran las siguientes cantidades:
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ppm Quercetina | MeOH
Stock (LM)

1 10 990

2 20 980

3 30 970

4 40 960

5 50 950

Del stock (5 mg en 5 mL de MeOH) tomar:

ppm Quercetina Stock (UM) MeOH
6 6 994
7 7 993
8 8 992
9 9 991
10 10 990
20 20 980
30 30 970
40 40 960
50 50 950

2. Aplicacion de sustancias

En una placa de ELISA se adicionan 50 pL de la solucion problema a diferentes
concentraciones por triplicado, para agregar posteriormente 150 uL de la solucién
metanolica de DPPH. Inmediatamente se protege de la luz envolviendo con papel

aluminio y se incuba durante 30 minutos a 37°C. Luego de incubar, se determina

la absorbancia a 540 nm en un lector de ELISA.
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3. Blanco
Se llena los pozos con 200 pL de metanol
4. Interpretacion de Resultados

Se reportan obteniendo el porcentaje de reduccién, que se calcula con la siguiente

formula:
% Reduccién de DPPH= (C-E/C) *100
Donde C= Absorbancia del DPPH disuelto en MeOH

E= Absorbancia experimental (Mezcla de DPPH (150 uL) + solucion

problema (50 pL).

Posibles resultados
e Lakshmibai et al. 2015, menciona que el extracto etanolico de Prosopis
julifiora presenté un 98% de inhibicién de radicales libres por el método

DPPH a una concentracion de 50mg/mL.

e Cardenas-Camacho (2017), presentd los resultados del ensayo de la
actividad antioxidante por DPPH para el extracto etandlico de las hojas de

Prosopis pallida, mostrando un CAsp de 456.75 pg/mL.

e Moreno (2019), mostré que el resultado de la prueba de capacidad
antioxidante del extracto metandlico de hojas P. laevigata fue una CAso=
334.87ug/mL.

e Nava (2017), determiné la capacidad antioxidante del extracto metandlico
de las flores de P. laevigata de dos colectas de los meses de febrero y
marzo obteniendo para el mes de marzo CAso= 907.67 pg/mL. El dato de
febrero se obtuvo de la referencia de Castro, 2016, encontrando
CAs50=591.38 pg/mL.

Ventajas o desventajas de la técnica

El tiempo de medida necesario para realizar las medidas de DPPH dura de 30 a
60 minutos, en comparacion con el método ABTS (1 minuto), supone una
desventaja en su aplicacion, en adicién también al elevado coste de la DPPH.

Debe sefialarse que, a pesar de las diferencias metodoldgicas, los resultados
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obtenidos con los métodos ABTS y DPPH permiten alcanzar conclusiones

practicamente similares (Kuskoski et al., 2005).

Técnicas Alternativas
Método ABTS

El radical ABTS se obtiene tras la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato
potasico (2.45 mM, concentracion final) incubados a temperatura ambiente
(x25°C) y en la oscuridad durante 16 horas. Una vez formado el radical ABTS se
diluye con etanol hasta obtener un valor de absorbancia comprendido entre 0,70
(x0,1) a 754 nm (longitud de onda de méxima absorcion). Las muestras filtradas
(antocianos) se diluyen con etanol hasta que se produce una inhibicion del 20 al
80%, en comparacion con la absorbancia del blanco, tras afiadir 20 pL de la
muestra. A 980 pL de dilucion del radical ABTS asi generado se le determina la
A7s4 a 30°C, se afiade 20 pL de la muestra (dilucion de antocianos) y se mide de
nuevo la A7ss pasado 1 minuto. La absorbancia se mide de forma continua
transcurridos 7 minutos. El antioxidante sintético de referencia, Trolox, se ensaya
a una concentracion de 0-15 pM (concentracion final) en etanol, en las mismas
condiciones, lo que se hace también con acido ascoérbico (0-20 mg/100 mL). Los
resultados se expresan en TEAC (actividad antioxidante equivalente a Trolox) y
en VCEAC (actividad antioxidante equivalente a vitamina C), en este ultimo caso

por tratarse de alimentos (Re et al., 1999; Kuskoski et al., 2005).
Método DMPD

Este se basa en afadir 1 mL de la disolucion de DMPD 100 mM a 100 mL de
disolucién tamponada con acido acético/ acetato de sodio 0,1 M (pH 5,25). Tras
la adicion de 0,2 mL de una disolucién de cloruro férrico 0,05 M (concentracion
final de 0,1 mM) se forman radicales cationes coloreados (DMPD). Un mililitro de
esta disolucién se traslada a una cubeta midiéndose su absorbancia, comprendida
entre 0,90 (x0,1), a 506 nm. Se afiade 50 pL de una disolucién patrén de
antioxidante o de muestras diluidas y transcurridos diez minutos (a 25°C) se hace
otra medida de absorbancia a 506 nm. La disolucion tamponada de acetato se
utiliza como blanco de referencia. Los resultados se expresan en TEAC, o sea,

actividad equivalente a Trolox (en mM o pM) o bien en VCEAC, actividad
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equivalente a vitamina C (mg/L o mg/100 g) (Fogliano et al., 1999; Kuskoski et al.,
2005).

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

¢,,Cudles son las razones de usar este método?

Este método tiene capacidad para separar mezclas complejas, cuantificar e
identificar analitos y determinar niveles de trazas de contaminacién orgéanica.
GC/MS se puede usar tanto escaneo completo de MS como en modo de
monitoreo de iones para cubrir una amplia gama de relaciones m/z o para recopilar

datos para masas de interés especificas, respectivamente (ISASA, 2020).

Técnica

En cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), la
muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica.
La elucion se produce por flujo de una fase movil de un gas inerte y a diferencia
de la mayoria de los tipos de cromatografia, la fase movil no interacciona con las
moléculas del analito; su Unica funcion es transportar el analito a través de la

columna.
El equipo utilizado es:

a) Cromatografo de Gases modelo 6850 y un Espectrémetro de Masas

Modelo 5975 C, marca Agilent Technologies.

b) Columna RTX 30 m de largo por 0.25 mm de diametro interno y 25 micras

de pelicula
Condiciones de corrida para las fracciones (método hexanico)
e Temperatura del inyector: 250°C
e Modo de inyeccion: Split
e Radio: 33.5:1
e Purga de flujo de Split: 29.9 mL/mn
e Flujo de corrida: 35cm/seg

Horno
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Temperatura inicial: 70°C

Rampa de calentamiento: 15°C por minutos hasta 290°C, se mantiene 6

minutos
Tiempo de corrida total: 26.67 minutos

Linea de transferencia:; 290°C

Detector del Espectrometro de Masas:

Método de adquisicion de datos: Full Scan
Rango de masas: 35-600 m/z

Temperatura de la fuente del cuadruplo: 150°C
Temperatura de la fuente de ionizacion: 230°C

Impacto electronico: energia de 70 eV

Posibles resultados

Moreno (2019), encontré mediante GC-MS, un total de 7 compuestos en el

extracto metanolico de las hojas de P. laevigata.

Nava (2017), registro mediante GC-MS, del extracto metandlico de flores
de P. laevigata un total de 5 compuestos para el mes de febrero, siendo
estos alcoholes coniferilico, acido palmitico, acido linoleico, acido
linolénico, y palmitato de isopropilo. Para la colecta del mes de marzo,
encontr6 3 compuestos: acido palmitico, &cido linoleico y 1,2-

Benzisothiazol-3-amine tbdms.

Zamora-Zamora et al. 2019, en la caracterizacion del aceite de semilla de

P. juliflora, mediante GC-MS, encontré un total de 17 fitoesteroles.

Khokar y Menghani (2016), encontraron mediante GC-MS un total de 15

compuestos, del extracto metandlico de la raiz de Prosopis cineraria.

Ventajas o desventajas de la técnica

Se trata de dos técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy

pequefia cantidad de muestra para su analisis, por lo que son muy compatibles.

El dnico obstaculo serio a la hora de realizar su acoplamiento es que el efluente
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qgue emerge de la columna cromatogréfica sale a presion atmosférica y debe
introducirse en el interior del espectrometro de masas que trabaja a alto vacio.
Actualmente, el acoplamiento directo resulta facil cuando se utiliza la
cromatografia de gases capilar, que es el caso mas habitual. En el caso de
mezclas complejas, el cromatograma obtenido puede presentar muchos picos,
algunos de ellos muy préximos, resultando dificil la identificacién rapida y fiable
de algun compuesto de interés. Cuando se desea explicitamente localizar la
presencia de uno o varios compuestos determinados, de espectro conocido, con
la mayor rapidez o con la maxima sensibilidad posible se recurre a la técnica de

deteccion SIR (“selected ion recording”) (Gutiérrez y Droguet, 2002).

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-DAD) (Gros et al., 1985;
Mathews et al., 2002)

¢,Cuales son las razones de usar este método?

Este método es ampliamente utilizado para la separacion, identificacion,
purificacion y cuantificacion de componentes de productos naturales (Gurib-
Fakim, 2006). Es un tipo de cromatografia en columna, se utiliza para separar
componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones entre

las sustancias analizadas y la columna cromatografica.

Los elementos que participan en la interaccién de un HPLC-DAD son la fase movil,

la fase estacionaria y la muestra.

En el HPLC-DAD el compuesto (muestra) pasa por la columna cromatogréafica a
través de la fase estacionaria, la cual presenta pequefias particulas con ciertas
caracteristicas quimicas en su superficie. La muestra pasa mediante el bombeo
de liquido (fase mavil) a alta presion a través de la columna. La muestra analizada
es introducida y sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de
las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que se
adelantan por la columna. El grado de retencién de los componentes depende de
la naturaleza del compuesto de la composicion de la fase estacionaria y de la fase
movil. El tiempo que tarda un compuesto en ser eluido se denomina tiempo de
retencion y se considera una caracteristica que identifica a un compuesto en una
determinada fase movil y estacionaria. La utilizacion de presion en este tipo de

cromatografia incrementa la velocidad lineal de los compuestos dentro de la
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columna y reduce asi su difusion dentro de la misma, mejorando la resolucion de

la cromatografia.

Los extractos que se analizan en el HPLC-DAD modelo Hewlett-Packard HP serie
1100 (Hewlett-Packard, Wilmington DE, USA) operado con ChemStation A0903

bajo los siguientes parametros:

e Columna Discovery C-18 de 250 x 4.6 mm con un tamafio de pelicula de 5

um.

e Extracto metandlico: Se corre de forma isocratica con una mezcla de

metanol-acetonitrilo-agua (25.25:50)
e Flujo: ImL/min
e Detector de arreglo de diodos (DAD)

e Longitud de onda de 260 nm, realizando un barrido completo de 200-400

nm.

Posibles resultados
e Moreno (2019), determino mediante HPLC-DAD, un total de 6 compuestos

fendlicos, y catecol en el extracto metandlico de las hojas de P. laevigata

e Nava (2017), registro mediante HPLC, del extracto metandlico de flores de
P. laevigata un total de 10 tipos de compuestos, de los cuales, 3 son fenil
propanoide, 2 son isoflavonas, 1 favona, 1 flavonol, 1 acido fénolico, 1
Dihidrochalcona y 1 flavanonol, para el mes de febrero. Para el mes de
marzo, encontré un total de 9 tipos de compuestos: isoflavona, flavona,
flavanona, 3-Antraquinona, antraquinona, fenantreno, hidroxicoumarina,

rotenoide y flavonol.

Ventajas o desventajas de la técnica
La HPLC es capaz de separar macromoléculas y especies ionicas, productos
naturales labiles, materiales poliméricos y una gran variedad de otros grupos

polifuncionales de alto peso molecular. Con una fase maovil liquida interactiva, otro
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parametro se encuentra disponible para la selectividad, en adicién a una fase
estacionaria activa. La HPLC ofrece una mayor variedad de fases estacionarias,
lo que permite una mayor gama de estas interacciones selectivas y mas
posibilidades para la separacién (Laboratorio de Técnicas Instrumentales, 2020).
En HPLC, se emplean hasta 60 volumenes de solventes, siendo una gran
desventaja desde el punto de vista econémico y ambiental, dados los altos costos
de los solventes grado HPLC y los problemas inherentes al manejo de residuos
quimicos (Cala y Vasquez, 2008).

Técnicas alternativas

Electroforesis capilar

Es un método micro analitico, aplicable para el analisis de una amplia gama de
compuestos, incluyendo productos naturales y metabolitos de la planta. CE
proporciona ventajas en términos de velocidad, bajo costo y simplicidad. Se puede
emplear como una excelente alternativa para analisis de sustancias fitoquimicas
(Hiermann y Radl, 1998).

En la separacion de los analitos se basa en las diferencias de las movilidades
electroforéticas de los solutos idénicos que determinara la migracion de los analitos
a través del capilar bajo la accion del campo eléctrico aplicado, que ocasiona que
lleguen al detector en tiempos diferentes. La movilidad electroforética de un soluto
es funcién de su carga, de radio (suponiendo una geometria esférica) y de
viscosidad del medio (Baker, 1995). Por tanto, a mayor carga y menor radio, mayor
sera su movilidad electroforética, siendo estos analitos los primeros en ser
detectados. El medio en donde se realiza la separacion es una solucién buffer,
caracteristica para cada clase de analitos. En el caso de las catequinas, cuando
el detector empleado es de absorcion UV o UV-Vis, se busca un buffer de baja
absortividad molar para que la deteccion se realice de manera directa, es decir,
por aumento de la sefial cuando cada catequina pase por el detector,
aprovechando que éstas tienen una absortividad molar alta (Kuhn y Hoffstetter-
Khun, 1993).
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Cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de
masas (HPLC-MS) (Gros et al., 1985; Mathews et al., 2002)

¢.,Cudles son las razones de usar este método?

Es un método analitico moderno utilizado para detectar y cuantificar sustancias
en niveles de traza. Ademas de la deteccion de medicamentos o pesticidas,
también se utiliza para la deteccion de micotoxinas. LC-MS/MS ofrece muchas
ventajas: es muy sensible, eficiente y adecuado para varias aplicaciones. Ademas,
se dispone de métodos multi-analitos, lo cual es de gran importancia

especialmente para el andlisis de micotoxinas (SCANCO, 2020).

Técnica

La cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas
(HPLC-MS) facilita el analisis de muestras que tradicionalmente han sido dificiles
de analizar por GC-MS, es decir, analitos poco voléatiles. Como resultado, la

técnica es ampliamente utilizada en el andlisis de farmacos, proteinas, etcétera.

Los sistemas de ionizacion que han hecho posible este desarrollo son los sistemas
API-El y APCI. De esta forma de pueden analizar compuestos de peso molecular
de hasta 100kDa, con un rango de polaridades que van desde analitos no polares

hasta los muy polares.

La LC-MS (por sus siglas en inglés) combina el poder de separacion de los
materiales de gran peso molecular de la HPLC y la capacidad de deteccion

selectiva y confirmacion de la identidad molecular de la espectrometria de masas.

Aunque la LC-MS utiliza un sistema de HPLC, en el punto en que las fases moviles
de liguidos abandonan la columna, la muestra liquida es rociada para producir
microgotas, las cuales, al ser evaporadas rapidamente, liberan moléculas de
analitos ionizadas que, a continuacion, pueden separarse en el espectrometro de

masas.

Los espectros de masas obtenidos por HPLC-MS suelen ser mas sencillos que
los obtenidos en GC-MS debido a que el nivel de fragmentacién de las moléculas
es menor. El inconveniente de los espectros es que dependen parcialmente de
los parametros de ionizacién, que no pueden ser considerados cono huella dactilar

del compuesto, por lo que la comparacion de espectros estdndares no es posible.
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Por esta razén, la comparacion del espectro de masas de analitos con patrones

debe realizarse en las mismas condiciones.

En el HPLC el compuesto (muestra) pasa por la columna cromatografica a través
de la fase estacionaria, la cual presentara pequefias particulas con ciertas
caracteristicas quimicas en su superficie. La muestra pasara mediante el bombeo
del liquido (fase mdvil) a alta presion a través de la columna. La muestra para
analizar es introducida y sus componentes son retrasados dependiendo de las
interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que se
adelantan por la columna. El grado de retencién de los componentes de la muestra
dependera de la naturaleza del compuesto, de la composicion de la fase movil y
de la fase estacionaria. El tiempo que tarda un compuesto en ser eluido de la
columna se denomina tiempo de retencion y se considera una propiedad
caracteristica que identifica a un compuesto en una determinada fase movil y
estacionaria. La utilizacidén de presion en este tipo de cromatografia incrementa la
velocidad lineal de los compuestos dentro de la columna y reduce su difusion

dentro de la misma, mejorando la resolucién de la cromatografia.

El analisis de las muestras se puede realizar mediante perfiles cromatograficos en
HPLC acoplado a un espectrometro de masas, empleando un equipo Infinity
Series 1200 (Agilent Technologiest, Alemania) y de los cuales, la columna e
inyector son modelo 1269 y la columna 1290; el espectrometro de masas Agilent
Technologies 6230 TOF. Para este fin, se utiliza una columna Kinetex 2.6u,
C1800A (150 x 2.1 mm) (Phenomenex, USA) y una fase movil en gradiente de
dos lineas (A y B), donde A= Agua grado HPLC-Acetonitrilo (90:10) y B= Metanol
grado HPLC-Atonitrilo (90:10). A ambas se les agreg6 0.1% de acido formico. El

cromatograma se compara con los estandares.

Posibles resultados

e Moreno (2019), no identifico compuestos mediante HPLC-MS para el

extracto metanolico de las hojas de P. laevigata.

e Nava (2017), registro mediante HPLC-MS, del extracto metandlico de flores
de P. laevigata, compuestos como Vainillina, Acido cafeico, Crisina y
Acacetina en la colecta de febrero. Para la muestra de marzo, registré los

compuestos de Pinocembrina, Apigenia, Naringenina y Quercetina.
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Ventajas o desventajas de la técnica

Esta técnica proporciona unos resultados con una gran sensibilidad, especificidad,
precision y exactitud, dificiles de lograr con otras técnicas, todas ellas son las que
habitualmente se exigen en las distintas técnicas analiticas con aplicaciones
clinicas y forenses. Si bien la LC-MS no se puede considerar una técnica
imprescindible en la determinacion de los niveles de un farmaco o droga ya
identificado, si lo es cuando se requiere determinar pequefias concentraciones de
sustancias obviando los complicados y laboriosos procesos de derivatizacion
(Quintela et al., 2004).

Evaluacion cualitativa de la actividad anti-Candida del extracto

Para las levaduras se utilizan como control positivo sensidiscos impregnados con
nistatina (25 pg por disco). Para el extracto los sensidiscos son impregnados con
4 mg. Como medio de cultivo se utiliza Agar Papa Dextrosa (PDA) y caldo
Sabouraud. Las cajas se incuban a 36° C de 16-24 horas y se mide el diametro
del halo de inhibiciéon (Cole,1994; Vanden Berghe y Vlietinck,1991; Beer y
Sherwood,1945 y CLSI, 2012). Se registra el tamafio de halos de inhibicion que
se obtienen al interaccionar el extracto sobre varias cepas del género Candida
con una concentracion de 4mg/ sensidisco, usando como control positivo Nistatina

a una concentracion de 25 ug.

Para ver si hay diferencias entre el extracto y control positivo sobre cada cepa se

realizan pruebas de t, donde se determinan las diferencias significativas (P<0.05).

Evaluacion cuantitativa de la actividad anti-Candida del extracto.
Microtécnica de dilucién en caldo (Koneman, 1996)

Preparacion de reactivos y diluciones: se prepara una suspension de
microorganismos con un asa de siembra estéril tocando las superficies convexas
de 4 o 5 colonias de los microorganismos a ensayar. Se sumerge el asa en 10 mL
de caldo dextrosa Sabouraud (levaduras), se enjuaga bien el liquido para
descargar todo el material y luego se retira el asa de siembra. Las disoluciones
antimicrobianas de trabajo se preparan diluyendo el extracto de la planta en
frascos con 10 mL de caldo dextrosa Sabouraud (segln las concentraciones
deseadas). Previamente el caldo se esteriliza en frascos con tapa de rosca,

ademas de todo el material a emplear. Se coloca la cantidad necesaria del stock
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del extracto para obtener la concentracion requerida y de realizar las diluciones

requeridas.

Inoculacion e incubacion de los frascos y tubos: se prepara un inéculo que
contiene aproximadamente 1.5 x 10® UFC/mL (unidades formadoras de
colonia/mL) ajustando la turbidez de un caldo de cultivo (estdndar de turbidez:
estandar 0,5 de MacFarland). De este in6culo, se hace una dilucién en caldo
Sabouraud, para obtener una concentracién de 1 a 1.5 x 10° UFC/mL. Incubar los
frascos a 37°C por 48 hrs. No se recomienda la incubacion en atmésfera de CO»
a menos que sea esencial para el desarrollo del microorganismo; pasado este
tiempo se le afiaden 50 pL de una solucién de cloruro de tetrazolio al 0.08% a
cada tubo, se incuba por 2 a 12 hrs a 37 °C, en los tubos donde se desarrolla el
organismo, produciéndose un boton violeta en el fondo del tubo. Donde no hay

desarrollo de levaduras la solucion permanece clara.

Interpretacion de resultados: la menor concentracion de antimicrobiano que
produce un descenso drastico del desarrollo visible representa la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI). Una presencia colonial muy ligera o un pequefio boton
de desarrollo se considera evidencia de que la sustancia ha sido capaz de inhibir

por completo el desarrollo a esa concentracion.

En aquellas cajas en donde se observa una nula progresion de la poblacion de
microorganismos (99.9 % de inhibicidn), se denomina en el caso de levaduras,

Concentracion Fungica Minima (CFM).

Actividad del extracto metandlico sobre el desarrollo del tubo germinativo
de Candida albicans (Ishida et al., 2006)

Inéculo: Con un asa de siembra estéril se tocan las superficies convexas de 4 6 5

colonias de Candida albicans.

Se sumerge el asa en 10 mL de caldo Sabouraud, se enjuaga bien el liquido para
descargar todo el material y luego se retira el asa de siembra. Se incuba el tubo a
37° C durante aproximadamente 24 horas. Trascurrido este tiempo se hace un
conteo con camara de Neubauer, contando cada cuadrante para posteriormente
hacer un promedio de los cuatro datos, este se multiplicara por el factor de la

camara el cual es de 10 000, el numero resultante es la cantidad de células que
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se encuentran en un mL y se ajusta para tener un nimero total de 50 000 células

en 500 pL, el cual es el volumen final.

El medio utilizado para que las levaduras puedan germinar es el Suero Fetal
Bovino el cual es preparado y descomplementado. En tubos estériles de
microcentrifuga de 1.5 mL se agregan 500 pL del suero, asi como las
concentraciones determinadas para CFM, asi como un testigo (tubo de
microcentrifuga con suero fetal bovino y levadura) y un control negativo (tubo de
microcentrifuga con suero fetal bovino, levadura y la maxima cantidad del solvente
utilizado para disolver la muestra), es importante no usar DMSO como disolvente
en esta prueba ya que ensayos realizados muestran que inhibe el desarrollo del

tubo germinativo.

Se incuban de dos a tres horas a 37°C, transcurrido este tiempo se toma una
muestra del tubo testigo de 10 pL y se coloca en la camara de Neubawer donde
se buscara la presencia de crecimiento del tubo germinativo. Una vez crecido el
tubo en el testigo se procede al conteo de las levaduras que no tuvieron
crecimiento de este en los tubos con las diferentes concentraciones. Se reporta el

porcentaje de inhibicién por concentracion.
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Aportaciones

En este trabajo de investigacion se incluyen las siguientes aportaciones para

futuros trabajos relacionados con Candia albicans y Prosopis laevigata.

Informacion genética de la proteina Als3 que funciona como molécula
especifica de la hifa para poder adherirse al huésped. Se incluye la

secuencia del gen.

Enunciados que describen el factor molecular (3-1,3-glucano purificado
(laminarina) como medio de induccidon mediante una vacuna para inhibir la

adhesina Als3.

Detalles de los factores de enzimas degradativas, asi como la isoenzima
SAP2 y su principal caracterizacion genética como una de las proteinas

mas peligrosas de C. albicans. Se incluye la secuencia genética.

Informacion especifica relacionada con las proteinas implicadas en la

formacion de biopeliculas, inductoras del tigmotropismo y las hidrolasas.

Se incluyen datos recientes que detallan mediante graficos de pastel, las
enfermedades mas comunes en México que implican a la cepa C. albicans,
asi como las frecuencias de diferentes especies del género Candida que

provocan candidiasis.

Se describe por completo la clasificacion de los antifungicos por su
estructura quimica, y su mecanismo de accion. En el rubro de medicina
antifangica, se detallan los compuestos quimicos que inhiben los factores
especificos para la prevalencia de C. albicans, y la reaccion que tienen con

base al medio en el que actuan.

Se expone una tabla con 22 medicamentos utilizados para infecciones por
hongos, donde se menciona el laboratorio, el principio activo, la
presentacion, el gramaje y el precio expresado en pesos mexicanos para

posteriores comparaciones. Todos clasificados por su estructura quimica.

Se presenta una tabla con las reacciones adversas que puede sufrir un
individuo que consuma medicamentos antifingicos. En esta, se mencionan

los sintomas, mediante una clasificacion por su estructura quimica.
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e Se incluye informacion relacionada con los diferentes mecanismos de
resistencia de C. albicans, ante los medicamentos, clasificAndola por su
estructura quimica. Se incluyen argumentos geneéticos que participan en
estas resistencias, asi como los efectos que derivan de las alteraciones

guimicas que inducen los medicamentos.

e El presente trabajo presenta informacion de la familia Fabaceae, el género
Prosopis y la distribucion a nivel mundial. Se muestra a detalle las
caracteristicas botanicas (tallos, hojas, inflorescencias y legumbres) de

Prosopis laevigata y su distribucién nacional e internacional.

e Se detallan los aspectos fisicos y biol6gicos de Zapotitlan Salinas Puebla.
El porte de fotografias que muestran la orografia y vegetacion. Hay

informacion de aspectos culturales importantes de Zapotitlan Salinas.

e Meétodos que recientemente se han utilizado para el estudio fitoquimico,
comprendiendo, ademas, técnicas alternativas que puede utilizarse para el

mismo fin.

e Posibles resultados de las técnicas cuyo método esta determinado por

sustancias quimicas, y aplicaciones de aparatos cromatograficos.

Discusion

C. albicans es de las cepas del género Candida mas estudiado por las grandes
capacidades que tienen para desarrollar una infeccion. Segun Salas et al. 2000,
C. albicans es la responsable del 60% de las candidiasis lo que puede ser factible,
ya que, debido a esta investigacion, se encontré que las infecciones mas comunes
son debido a la presencia de este hongo. Los factores de virulencia presentados
en este trabajo fueron las adhesinas, invasinas, enzimas degradativas, formacién
de biopeliculas, tigmotropismo, y las hidrolasas. El factor de virulencia mas
eficiente en la penetracion de tejidos es la produccion de hifas (Bykov, 1991).
Debido a esto, el hongo tiene la capacidad de desarrollar tubo germinativo y
micelio, por ende, es considerado de los factores de virulencia mas importantes
en este hongo (Richardson y Smith 1981). No obstante, a pesar de clasificarlo
como lo mas eficiente, estas hifas necesitan obligatoriamente de enzimas que

favorecen la lisis de membranas que normalmente actian como barreras
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mecénicas (Bykov, 1991). Las hidrolasas secretadas por C. albicans mas
estudiadas son las aspartil proteasas, las fosfolipasas y las esterasas, mientas
que, segun Valle et al. 2019, las lipasas son las menos estudiadas. Estas enzimas
son importantes porque tendrian la funcion de facilitar la penetracion activa en las
células, participar en la digestion y sintesis de esteres de lipidos y contribuir a la
invasion del tejido al hidrolizar los componentes lipidicos de las membranas

celulares del hospedador.

Los medicamentos utilizados contra antifingicos, en gran medida son de tipo
azoles (cuadro 3). Itraconazol y voriconazol tienen una actividad contra hongos
filamentosos a diferencia de fluconazol, pero su espectro esta fuera de los agentes
de mucormicosis. Itraconazol y voriconazol son mas activos sobre aislados de
Candida no albicans con resistencia natural o adquirida a fluconazol. Si bien estos
medicamentos son utilizados en infecciones por C. albicans, fluconazol ha sido
validado en este escenario. En pacientes con aspergilosis invasora solo
voriconazol ha sido formalmente comparado contra amfotericina B y se dispone
de una evidencia menos sustantiva (no comparativa) sobre itraconazol
endovenoso en esta condicion. En contraste, en pacientes oncoldgicos con
episodios de neutropenia y fiebre, con sospecha de infeccion fungica, solo
itraconazol endovenoso ha demostrado un rendimiento semejante a amfotericina
B, lo que no pudo ser demostrado para voriconazol. Empero, el medicamento
ademas de tener las cualidades para efectuar su mecanismo quimico de accion
también necesita involucrar aspectos relacionados con la frecuencia de
administracion, la dosis, efectos del pH gastrico, concentraciones estacionarias y
los costos de adquisicion, lo que significa que los efectos de los medicamentos
dependen de quien los consume y sus posibilidades econémicas. No se puede
dejar de lado el hecho de que muchos pacientes, han generado resistencias, y no
les funcionan algunos medicamentos. Los preparados parenterales de itraconazol
y voriconazol no pueden ser administrados en pacientes con falla renal, por poner
un ejemplo (Fica, 2004). Afortunadamente la investigacibn nos ha permitido
encontrar otras alternativas, Schneider et al. 2018, informo por primera vez sobre
las propiedades inhibitorias del crecimiento del medio condicionado de células
madre de estroma cervical humano (hUCESC-CM) contra diferentes especies de
Candida.
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La resistencia microbiolégica en términos generales se define como el crecimiento
del microorganismo a dosis normales del antifangico, pero puede ser inhibido a
una concentracion mas alta (Lopez-Avila, 2016). El conocimiento de la
sensibilidad a cada grupo de farmacos antifungicos de la cepa de Candida spp.,
puede repercutir en la toma de decisiones con respecto al tratamiento y
pronéstico. El estudio de vigilancia antifungica Artemis DISK (1997 a 2003)
menciona que en 10 especies, la resistencia al fluconazol se incrementd de
manera notable: C. albicans de 0.8 a 1.5%, C. tropicalis de 3 a 6.6%, C.
parapsilosis de 2 a 4.2%, C. lusitaniae de 1.6 a 6.6% y C. kefyr de 0 a 5.7%; en
otras especies se ha mantenido durante 6.5 afios (Torre-Saldafa et al., 2014).
Segun Manzano et al. 2008, en México, se ha observado un incremento
importante en el niumero de pacientes con micosis que no responden a los
tratamientos, lo que significa que puede deberse a resistencias esparcidas a nivel

nacional.

La especie Prosopis juliflora, tiene propiedades bactericidas y fungicidas, ademas
de ser usado en patologias como infecciones oculares, desordenes estomacales,
enfermedades de piel y heridas superficiales. La actividad antimicrobiana de la
julifloricina, un alcaloide aislado de P. juliflora, ha sido demostrada en al menos
40 tipos de microorganismos que incluyen bacterias, hongos, virus y algunas
especies del género Candida (Taisma, 2017). Asimismo, el extracto metandlico
de P. ruscifolia, presenta actividad antifungica sobre Aspergillus (Gémez et al.,
2018). Prosopis chilensis por su parte, tiene un estudio que destaca su eficiencia
sobre cepas de Strepteococcus, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumonia y
Candida albicans (Singh et al., 2011). Prosopis cineraria destaca sus usos en
problemas del sistema circulatorio, anemia y problemas cardiacos (Hameed et al.,
2011). El extracto metandlico de hojas de P. laevigata tiene actividad anti-
Candida, efecto fungicida para Candida tropicalis, y efecto fungistatico para C.
albicans, C. glabatra y C. albicans de caso clinico (Moreno, 2019). Asimismo, las
flores de P. laevigata, son bactericidas y tienen actividad promedio sobre hongos

filamentosos (Nava, 2017).

Los métodos propuestos en este trabajo se explayan en el capitulo V (Fitoquimica,
aplicacion y analisis de métodos), donde se derivan como antecedentes los

posibles resultados de la aplicacion en un estudio fitoquimico de algiin miembro
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del género Prosopis. Primero se analizd6 el método para la cuantificacion de
fenoles (Método modificado de Singleton et al., 1999), que implica el uso del
reactivo Folin Ciocalteu. De los posibles resultados, todos utilizaron la técnica de
Singleton, por lo que se concluye que hoy en dia es una de las técnicas mas
factibles para su aplicacién. El método Dowd (Ramamoorthy y Bono, 2007),
resulté tener cinco métodos alternativos, pero no se encontraron antecedentes de
Su uso, aunque si hay antecedentes para el método Dowd. Por otra parte, el
método para cuantificar alcaloides de Shamsa et al. 2008, no tuvo alternativas que
hicieran uso de reactivos, si no de técnicas cromatograficas, cuya desventaja se

basa en aplicar elevadas temperaturas para extraer alcaloides.

El métod de reduccion del radical 2,2-difenil-1-pilcrilhidracil (DPPH), tiene 2
métodos alternativos, método ABTS, y método DMPD. Segun Kuskoski (2005),
recomienda utilizar el radical ABTS, ya que es un método de elevada sensibilidad,
practico, rapido y sumamente estable. Esto quiere decir, que los métodos pueden

ser reproducibles y coherentes.

No se encontraron técnicas alternativas para GC-MS, pero se encontraron
mediante los antecedentes resultados favorables al utilizar este método en
elementos botanicos del género Prosopis. Esta técnica no es recomendada para
mezclas complejas donde predominen los compuestos que no sean volatiles
(Gutierrez y Droguet, 2002). HPLC-DAD, cuenta con una técnica alternativa, que
es electroforesis capilar. Se compara en el ambito del costo, siendo HPLC mas
costoso (Cala y Vasquez, 2008), y electroforesis capilar barato, afiadiendo
términos de velocidad, bajo costo y simplicidad (Hierman y Radl, 1998). No se
encontraron técnicas alternativas para HPLC-MS, con 2 antecedentes recientes.

Tienen ventajas de aplicarse en técnicas analiticas clinicas y forenses.

Finalmente se explicaron en extensos antecedentes relacionados a la actividad
antifangica que presentaron especies del género Prosopis. La especie Prosopis
juliflora, tiene propiedades bactericidas y fungicidas, ademas de ser usado en el
tratamiento de enfermedades de piel y heridas superficiales. La actividad
antimicrobiana ha sido demostrada en al menos 40 tipos de microorganismos que
incluyen bacterias, hongos, virus y algunas especies del género Candida,
(Taisma, 2017). El extracto metandlico de P. ruscifolia, presenta actividad

antifungica sobre Aspergillus (Gémez et al., 2018). Prosopis chilensis por su
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parte, tiene un estudio que destaca su eficiencia sobre cepas de Strepteococcus,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumonia y Candida albicans (Singh et al.,
2010). El extracto metandlico de hojas de P. laevigata tiene actividad anti-
Candida, efecto fungicida para Candida tropicalis, y efecto fungistatico para C.
albicans, C. glabatra y C. albicans de caso clinico (Moreno, 2019). Asimismo, las
flores de P. laevigata, son bactericidas y tienen actividad promedio sobre hongos

filamentosos (Nava, 2017).
Conclusion

Todos los datos que se incluyen en esta tesina hacen evidente que el género
Prosopis tiene especies que son usadas en la medicina tradicional, que de
algunas de ellas se han realizado estudios cientificos que aportan evidencia que
estas especies sintetizan compuestos, que son los responsables de las

propiedades etnomedicinales que se les asocian.

Es muy probable que el extracto metandlico de la especie P. laevigata tenga la
propiedad de inhibir alguno de los factores de virulencia de C. albicans, como lo

es el desarrollo del tubo germinativo.
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