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RESUMEN

1. RESUMEN

La actividad bioldgica de las plantas, forman parte importante en la medicina tradicional
contra diversos microorganismos, los cuales causan enfermedades en humanos, por lo que
ha sido ampliamente estudiado, una de ellas es el espécimen llamado Brickellia

veronicaefolia (HBK) Gray, conocida en el Estado de México como “PEXTO”.

Hasta el momento solo existen antecedentes de que es utilizado para el tratamiento de
gastroenteritis, afecciones del estomago, dispepsia, colicos biliares, artritis y problemas de
diarrea', agente antiinflamatoria, relajante muscular’, presenta efecto hipoglucemiante en el
tratamiento de la diabetes mellitus y se le atribuyen propiedades vermifugas; > * por lo
anterior se pretendid evaluar una nueva alternativa que ayude a prevenir y/o curar
enfermedades causadas por Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans

var. neoformans, con el uso del extracto de este planta.

La planta se recolectdé en Ocopulco, Chiautla, Estado de México y posteriormente fue
identificada como Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray, en el Instituto Botanico de la
Universidad Autonoma Chapingo. El material se secd bajo condiciones ambientales y
posteriormente se separaron las hojas para ser trituradas y molidas (1.19 2 kg), después de
15 dias de maceracion con hexano, fue llevado a evaporacion del mismo a presion reducida,
teniendo un rendimiento de 99.0 g del extracto de las hojas y mediante cromatografia en
columna se obtuvieron 7 g de metabolito puro y una retencion relativa de Rf = 0.87 por
medio de la cromatografia en capa fina (fase estacionaria: gel de silice; fase mévil: hexano-
acetato de etilo 70:30). El metabolito puro podria corresponder al hexatriacontano
(C36H74), caracterizado con técnicas espectroscopicas tales como Resonancia Magnética
Nuclear de 'H (RMN'H), Resonancia Magnética Nuclear de “C (RMN'"C),
Espectrometria de masas (EM) y un punto de fusion de 68 — 70.

El extracto de hoja (EH) y el metabolito puro (MP) fueron sometidos a evaluacion
antimicética enfrentandolos contra Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus

neoformans var. neoformans. Las concentraciones de 2 a 5 mg de EH/mL frente a Candida
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albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var neoformans, tienen actividad
antifungica in vitro de manera significativa en el método de difusion en disco (prueba de
sensibilidad por difusion con disco), ya que presentaon porcentajes mayores al 20% de
inhibicién. Para el metabolito puro, a concentraciones de 2 a 5 mg de MP/mL contra
Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var. neoformans, de igual
manera todas presentaon actividad antifiingica, excepto a la concentracion de 4 mg de
MP/mL contra  Cryptococcus neoformans var neoformans, tiene poca actividad

antifingica.

Se determind que para el extracto de hoja y metabolito puro frente a Candida albicans
(ATCC 10231) su CMI fue de 4 mg de EH/mL y 0.25 mg de MP/mL; con respecto a
Cryptococcus neoformans var neoformans, su CMI fue de 0.5 mg de EH/mL y 0.1 mg de
MP/mL. La CMF obtenida para el extracto de hoja y metabolito puro frente a Candida
albicans (ATCC 10231) fue de 4 mg de EH/mL y 1.0 mg de MP/mL; para Cryptococcus
neoformans var neoformans la CMF fue de 0.25 mg de EH/mL y 0.75 mg de MP/mL.

Para los compuestos estudiados en este trabajo (extracto de hoja y el metabolito puro), se
evaluo el cambio morfologica (tamafio, forma y nimero de células por campo) de Candida
albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var. neoformans, utilizando el

andlisis de imagenes, medidas con el programa Image Pro-Express Version 4.

Se evaluo la alteracion en la formacion del tubo germinativo de Candida albicans (ATCC
10231). A una concentracion de 1.0 mg de MP/mL presentd disminucion significativa
(p<0.0001) en la longitud del tubo germinativo, disminucion en el diametro de los conidios
(p<0.001) y el 0.5% de las células observadas al microscopio Optico presentaron tubo
germinativo. A una concentracion de 4 mg de EH/mL presentd disminucion significativa
en la longitud del tubo germinativo, el 61% de las células presentaron tubo germinativo.
El andlisis estadistico se realiz6 con la prueba de comparacion multiple Tuckey’s con

ANOVA, usando el programa GraphPad Prism version 5.01.
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2. INTRODUCCION

Meéxico es rico en un gran numero de especies vegetales que forman parte fundamental de
su medicina tradicional, debido a que muchos metabolitos secundarios puros, extractos de
plantas y/o aceites aislados de ellas, han mostrado actividad biologica diversa. Por esta
razon, es importante conocer las diferentes posibilidades de actividad bioldgica que puedan
presentar los sistemas antes mencionados.

Por tal motivo, es de sumo interés el estudio de las plantas medicinales para encontrar
nuevas alternativas que ayuden a mejorar y preservar la salud de los humanos, animales y
vegetales. >

Por otro lado, en los ultimos afios el indice de infecciones causadas por hongos ha ido en
aumento a nivel mundial. Tres de las principales causas de lo anterior son: resistencia de los
hongos a los agentes antimicoticos existentes y limitado nimero de nuevos antifungicos.
Ademéds, suelen presentar problemas de seguridad, alta toxicidad de los farmacos
antimicoticos, reacciones adversas y el uso de tratamientos prolongados que incrementan la

Concentracién Minima Inhibitoria.> ®

También, este aumento de infecciones es causado por un gran nimero de factores ligados
principalmente a procedimientos terapéuticos, como el uso indiscriminado de antibidticos y
esteroides, citotoxicos, trasplantes de médula o6sea y oOrganos solidos, instalacion de
catéteres venosos, nutricion parenteral asi como drogadiccion, neoplasias, diabetes mellitus,

sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), siendo éste el de mayor irnportancia.6

Por todo ello, en este trabajo se buscan alternativas para el tratamiento de las micosis con la
evaluacion antimicotica del extracto hexanico de hoja y metabolito secundario
(mayoritario) puro del mismo extracto de Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray “PEXTO”,

frente a Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var. neoformans.
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3. GENERALIDADES
3.1 PRODUCTOS NATURALES

Desde los tiempos antiguos nuestros ancestros combatian las enfermedades, con ayuda de
los frutos, aceites de vegetales, plantas, raices, inclusive derivados de los animales, entre
otros. Sin embargo, por muchos afios se han realizado infinidad de investigaciones, para el
descubrimiento de la actividad biologica de las plantas y asi convertirse en una fuente
invaluable de nuevas moléculas bioldgicamente activas. Las moléculas o metabolitos
secundarios producidas por las plantas, se originan a través de diferentes vias metabolicas,
generando una infinidad de compuestos y cada uno volviéndose particular para un grupo de
plantas y en concentraciones variables. El nimero de compuestos, proporcion y
composicion es determinada o dependiente de factores externos, como son: la region,
condiciones ambientales, nutriciéon de la tierra, época del afo, periodo de recolecta, entre
otros y factores propios de la planta (claramente ligados con los anteriores), como por
ejemplo el tipo de tejido (hoja, raiz, flor, fruto, semillas, corteza, tallo), edad de la planta,

etc. 8

Los metabolitos secundarios, son sustancias de variado peso molecular, no son comunes en
todas las plantas y por el contrario, pueden ser una expresion de la individualidad quimica
de la misma. Son productos del proceso fundamental de la fotosintesis que proporcionan
intermediarios biosintéticos necesarios para dar lugar a su formacion, haciéndose evidente

la interconexion entre productos del metabolismo primario con el secundario.

Se ha demostrado en varias investigaciones, que estos metabolitos secundarios son
utilizados por las plantas para preservar la integridad de la misma, contra el ataque de
enemigos, como nematodos, bacterias, hongos, insectos y herbivoros, o bien, en la
atraccion de polinizadores y dispersores de semillas, inclusive en algunas plantas liberan

estos metabolitos para atraer insectos y ser digeridos por las plantas.8

Entre los compuestos mdas conocidos son los flavonoides, fenoles simples
(hidroxibenzodicos o hidroxicindmicos), con propiedades fungicidas, glicdsidos de fenoles,

saponinas, alcaloides y terpenos que participan en la respuesta hipersensible, cumarinas

4
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clasificados como antifingicos y antibacterianos; los conjugados de fenilpropanoides con
aminas que se adicionan a la pared celular vegetal para aumentar su rigidez e impedir la
entrada del patégeno, etc. Todos ellos presentan en su mayoria alguna actividad biologica;
por lo tanto, dichas propiedades y principios activos se han aplicado a la medicina moderna,

cosmetologia, farmacéutica, biotecnologia, agricultura ecologica, entre otros.™ %11

Lo anterior, es debido a que la mayoria de los compuestos estudiados han sido obtenidos
bajo conceptos quimicos. Principalmente, la quimica organica estudia la estructura,
transformacion, métodos de extraccion, purificacion, identificacion, caracterizacion, asi
mismo la sintesis de estos metabolitos secundarios. Y posteriormente, por efectos

o1, . . . . . 11
bioldgicos, donde los metabolitos secundarios son enfrentados a diversos organismos.”

3.1.1. METODOS DE EXTRACCION

Las plantas poseen una variedad de mezclas de compuestos bioactivos o metabolitos
secundarios, como ya se menciond anteriormente y ademas de otras componentes como

lipidos, grasas, fragancias, pigmentos y saborizantes.” "

Para separar estos compuestos (soluto o alguno en particular) de la fase solida, se utilizan
varios métodos, como por ejemplo, la mezcla de compuestos se ponen en una fase liquida,
ambas fases entran en contacto intimo y el (los) soluto (s) se difunde (n) desde el sdlido a la
fase liquida, lo que permite una separacion de los componentes de su fuente natural u

orlglnal; este Proceso s€ conoce como llXIVlaCIOH.B’ 510

Otros procesos muy utilizados consisten en la extraccion de aceites vegetales, en los cuales
se emplean disolventes organicos como hexano, acetona y éter, por mencionar algunos. Los
métodos tradicionales de extraccion requieren tiempo de residencia y grandes cantidades de
solventes. Estos métodos se basan en la seleccion del solvente, asociado con el uso de calor
y/o agitacion e incluyen el soxhlet, la hidrodestilacién, maceracion mezclada con agua,
alcohol o grasa caliente, percolacién, etc. Esta es una técnica muy utilizada en quimica

organica, que suele implicar procesos fisicos y/o quimicos, la cual involucra una fase
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liquida (extractante), que aisla la sustancia de interés de una segunda fase (liquida, solida o
gaseosa); el disolvente extractante debe ser inmiscible con el resto de la mezcla. Para ello,
es importante considerar la seleccion del disolvente, ya que produce extractos y
composiciones especificos, debe ofrecer las siguientes caracteristicas: selectividad respecto
al soluto por extraer, capacidad para producir el material extraido con una calidad no
alterada por el disolvente, estabilidad quimica en las condiciones del proceso, baja
viscosidad, alta presion de vapor, baja toxicidad e inflamabilidad, baja densidad, baja
tension superficial, facilidad y economia de recuperacion de la corriente del extracto y bajo

costo.g’ %10

3.1.2. METODOS DE PURIFICACION E IDENTIFICACION.

Sin embargo, cuando se requiere la purificacion e identificacion de uno o varios
compuestos se recurre a la cromatografia, que fue inventada y denominada asi, a principios
del siglo XX por el botanico ruso Mikhail Tswett (1872-1919). El emple6 la técnica para
separar varios pigmentos vegetales, tales como la clorofila y xantofila, haciendo pasar
disoluciones de estos compuestos a través de una columna de vidrio, rellena con carbonato
de calcio finamente dividido. Las especies separadas aparecian como bandas coloreadas en
la columna, dando asi, el nombre de cromatografia del griego chroma que significa color y

graphein que significa escribir.' "

En la actualidad, la cromatografia se define como la técnica que permite fraccionar

. . . 12,13, 14
(separar), identificar y/o purificar componentes de una mezcla.'> '

De acuerdo a la IUPAC se establece que:

La cromatografia, es un método usado principalmente para la separacion de los
componentes de una muestra, en el cual los componentes son distribuidos entre dos fases,
una de las cuales es estacionaria, mientras que la otra es mévil. La fase estacionaria puede

ser un solido o un liquido soportado en un sélido o en un gel (matriz). La fase estacionaria
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puede ser empaquetada en una columna, extendida en una capa o distribuida como una

pelicula."

3.1.2.1. PRINCIPIO BASICO DE LA CROMATOGRAFIA

La separacion de las sustancias que componen una mezcla, se fundamenta en una serie de
sucesivos equilibrios entre la fase estacionaria y la fase movil. La muestra se desplaza con
una fase movil (gas o liquido), se hace pasar a través de una fase estacionaria inmiscible e
inerte (columna o superficie plana). La muestra se distribuye de manera distinta en ambas
fases. Aquellos componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria, se
mueven lentamente en el flujo de la fase movil, y los que se unen débilmente a la fase
estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad, los
componentes de la muestra se separan en bandas o zonas discretas, que pueden analizarse

. o 12.1
cualitativamente y/o cuantitativamente. '> >



En las tablas 1 y 2 se explican las caracteristicas, fundamento, adsorbentes y los disolventes
mas utilizados de la cromatografia en capa fina y por columna, siendo €éstos empleados en

el presente trabajo.

Es utilizada como guia, para el desarrollo de o6ptimas
condiciones en la separacion de la cromatografia en
columna.

Factor de retardo (Ry) definida como, la distancia del
compuesto desde el origen, entre la distancia
recorrida desde el origen, hasta el frente del eluyente.
Parametro indicativo de la eficiencia de la elucion.
(Ideal 0.65 y 0. 7).

La fase movil se desplaza a través de la fase
estacionaria por capilaridad y adsorcion.

La separacion ocurre cuando el adsorbente y las
moléculas adsorbidas estan en equilibrio entre la fase
estacionaria y las que estan libres en el disolvente,
moviéndose las moléculas individuales entre las dos
fases.

Si las moléculas de un componente particular tienen
una elevada afinidad por el adsorbente, pasaran muy
lentamente, mientras que otro componente con
menos afinidad lo hara mas rapido.

Gel de silice activada y alimina activada

Hexano, éteres de petroleo, Heptano, ciclohexano,
Tetracloruro de carbono, Benceno, Tolueno, Cloroformo,
Eter dietilico, Acetato de etilo, Piridina Acetona,
Propanol, Etanol, Metanol, Agua, Mezcla de acidos, bases
con agua, alcoholes.

Método quimico: 2,4 - dinitrofenilhidrazina (para
aldehidos y cetonas), Verde de bromocresol (para
acidos carboxilicos) y el mas usado: yodo.
p-Dimetilaminobenzaldehido (para aminas),
Ninhidrina (para aminoacidos) y Sulfato cérico/
H,S0,.

Meétodos fisicos. Lampara ultravioleta
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Las separaciones pueden realizarse por reparto,
adsorcion o intercambio i6nico. La elucion
implica el transporte de una especie a través de
una columna por la adicion continuada de nueva
fase movil.

El movimiento de los solutos, s6lo puede ocurrir
en la fase movil, la velocidad media a la que una
zona de soluto migra en la columna, depende de la
fraccion de tiempo que reside en estas fases; las
diferencias de velocidad que resultan, hacen que
se separen los componentes de la mezcla en
bandas o zonas, localizadas a lo largo de la
columna y la salida de ellas se lleva a cabo
haciendo pasar suficiente cantidad de fase movil,
hasta que las bandas individuales salen de ella

Las moléculas son retenidas por la fase
estacionaria, mediante fuerzas de retencion y al
mismo tiempo son arrastradas por la fase movil,
mediante fuerzas de arrastre. La intensidad de
estas fuerzas (de naturaleza eléctrica), es propia de
cada sustancia. Si una sustancia es pobremente
retenida, pero fuertemente arrastrada, tendra bajo
tiempo de elucién; en cambio, otra que es
fuertemente retenida y pobremente arrastrada
demorard mucho en cruzar la fase estacionaria y
tendra un tiempo de elucion elevada.

gel de silice, celita, alumina, oOxido de
magnesio, 6xido calcico, carbon activado, entre
otros

3.2. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LOS HONGOS

La Micologia es la ciencia que se encarga del estudio de los hongos. Los hongos
microscodpicos son células eucariotas, es decir; presentan un nucleo diferenciado con
membrana bien organizada; son aerobios, heterétrofos y no moétiles. *> Se reproducen por
esporas sexuales (teleomorfismo) y asexuales (anamorfismo). Tienen dos tipos de células
fingicas, las somaticas, que contienen niicleos muy pequenos y su proceso de division es
por mitosis ordinaria. En las hifas septadas se observan generalmente un ntcleo por cada

célula y en las no septadas o cenociticas, los nicleos se encuentran en el citoplasma
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distribuidos mas o menos uniformemente. El segundo tipo de células son las reproductoras,
que contienen nucleos mucha mas grande y su division celular es generalmente por meiosis.
Pueden ser unicelulares (levaduras: unidad anatomica fundamental “hifa”) o multicelulares
(hongos filamentoso). La membrana celular basal estd organizada y contiene gran cantidad
de esteroles, principalmente el ergosterol. La pared celular estd formada por polisacaridos,
polipéptidos, quitina (N-acetilgluosamina); celulosa, glucanas, mananas y algunos
glucopéptidos; estos componentes dan a la pared rigidez y son de importancia taxonémica
y propiedades antigénicas. Los hongos no poseen cloroplastos, por lo tanto no son
fotosintéticos; su nutricidon siempre es por absorcion, que obtienen al desintegrar polimeros
o de material orgdnico, mediante enzimas extracelulares llamadas despolimerasas, su
fuente primordial es a base de CO,, H,0, sales de nitrégeno y de carbohidratos (glucosa,

. . . L , 15, 16,17, 18,33
sacarosa, maltosa), necesitan de los iones inorganicos mas comunes. > "7

Existen condiciones 6ptimas de crecimiento para cada especie, la mayoria de los hongos
crece entre 0 y 55° C, teniendo un rango de temperatura entre 20 y 30° C, los hongos
oportunistas y patogenos pueden crecer entre 35 y 40° C. A diferencia de las bacterias, los
hongos son acidofilos, crecen mejor entre pH de 5.6 a 7.0, la luz no es vital pero para

. . . ., 18. 1
muchas especies juega un papel muy importante para la esporulacion. '*

Existen alrededor de 200 especies patdogenas, de las cuales 60 especies se asocian de forma
consistente a infecciones humanas y un elevado ntimero de hongos es causante de graves
pérdidas ganaderas, agricolas, debido a las enfermedades causadas en plantas, animales e

. . 2
inclusive en los humanos.*’

3.2.1 CLASIFICACION DE LAS MICOSIS

Las micosis son infecciones provocadas por los hongos microscopicos, de acuerdo a la
OMS, se clasifican en superficiales, cutdneas, subcutaneas, sistémicas y oportunistas). Las
micosis toman su nombre de la parte del organismo que invaden (onicomicosis) o del
hongo que las causa (coccidioidomicosis), también se pueden clasificar por su reproduccion

r . ’ 7 15,16, 18, 19, 21, 22
asexual o sexual y éstas pueden ser de origen endogeno o exégeno.'™ % 1% 1921

10



GENERALIDADES

3.2.1 .1.CARACTERISTICAS DE Candida albicans

Forma parte de la flora normal de la piel, de las mucosas, tracto digestivo, y genitourinario
del ser humano, encontrdndose asimismo en animales, plantas, objetos inanimados y en el
medio ambiente.”> Forma el grupo mas importante de hongos patégenos oportunistas,
siendo el causante comun de infecciones septicémicas. El género Candida con mayor
frecuencia cuenta con un elevado nimero de formas clinicas, dividiéndose en sistémicas y
superficiales. Ambas son de importancia clinica, porque involucran diversos dafios a
organos de diferentes sistemas, provocando riesgo para la salud del paciente y el
incremento de consultas que éstas generan.”* En la tabla 3 se muestran algunos ejemplos de

candidiasis.

Robin denominé a C. albicans en 1953 como Odium albican; anteriormente, por mucho
tiempo, estuvo incluida en 100 sindénimos, pasada a través de 18 géneros, entre ellos el
género Monilia, que incluia a la especie Monilia candida, luego Monilia albicans. Tiempo
después, el trabajo de C.M. Berkhot propone en 1923 el género Candida y la especie
albicans, siendo éste aceptado por el 3* Congreso Intencional de Microbiologia en Nueva
York en 1939.72¢

El género Candida comprende mas de 150 especies, de las cuales las de mayor importancia
médica son: C. albicans, C. tropicalis, C. kefyr, C. guillermondi, C. parapsilosis, C.
glabrata y C. dubliniensis.”> ** *’ Candida albicans, se clasifica taxondmicamente de la

siguiente forma

Categoria Nombre
Reino: Fungi

Phylum: Ascomisota

Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Las levaduras o blastoconidias son microorganismos eucariotas, las cuales se reproducen
asexualmente por un proceso especifico de division celular conocido como gemacion.
Cuando el brote o yema ha crecido y se encuentra en su tamafio Optimo, se suscita la

division celular y se forma un tabique o septo entre las dos células.*®

11
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Morfologicamente presenta dimorfismo, es decir, se desarrolla como célula levaduriforme
ovalada o redondas de 3-5 pm (hidrofilicas), que genera tubos germinales (hidrofobicas) y

. . .. . 2930
forman esporas denominadas clamidoconidias terminales, de pared gruesa de 7-8 pm.>"?

La forma filamentosa de Candida albicans es la hifa que muestra tigmotropismo (sentido
del tacto); esta propiedad le permite crecer a lo largo de surcos, a través de poros y podria
facilitar la infiltracion a las superficies epiteliales. La hifa es una estructura tubular que
contiene unidades celulares divididas por septos y puede surgir a partir de blastononidios o
de hifas existentes. Su crecimiento es por extension apical. figura 1.

También existen formas intermedias que en su conjunto se denominan pseudohifas, éstas
son células alargadas de levadura que permanecen unidas entre si, cuando las yemas siguen
creciendo, pero sin desprenderse y generan cadenas alargadas, unidas en los tabiques entre

, 29,31
las células.”™

Un tubo germinativo se define como una extension filamentosa de una célula levaduriforme
que mide alrededor de la mitad del ancho y tres a cuatro veces el largo de la célula y se ha

. .., . 32
descrito como un tubo de constriccion en el punto de origen.

En medio Agar Dextrosa Sabouraud incubadas a 37° C durante 24 h o a temperatura

ambiente, dan lugar a colonias lisas en forma de domo de color blanco a crema con olor

caracteristico, es una levadura gram positiva y aerobia.™ '> %2627

Figura 1. Candida albicans
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3.2.1.1.1. ENFERMEDADES CAUSADAS POR Candida albicans.

Descripcion

Es la infeccion mas frecuente y molesta en
el aparato genital de la mujer. Halladas
también en nifas recién nacidas (alto nivel
de hormonas heredadas por la madre) y en
mujeres diabéticas por el incremento de
glucosa en los tejidos, asi como el
paciente con tratamientos prolongados de
antibioticos. En caso de los hombres, se
presenta como balanopostitis; es una
lesion en el pene y en el surco
balanoprepusial con eritema y placas
blanquecinas.

Se ve en recién nacidos de madres con
infecciones vaginales, pacientes con
enfermedades terminales como el
carcinoma.

La lesion es en la uia y en el borde de la
misma (paroniquia), debido a la excesiva
humedad.

Se observa en niflos inmunosuprimidos, o
en pacientes con diabetes mellitus y VIH.

Es casi exclusivo en nifios con defectos
genéticos o en la funcion del timo, que
los llevan a alteraciones en la inmunidad
celular.

Se observa en pacientes diabéticos con
catéteres y trastornos en las corticoides.

Ocurre en pacientes con inmunosupresion
humoral y celular como aquellos con VIH,
debido a la invasion sanguinea que éstos
presentan.

GENERALIDADES
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3.2.1.2. CARACTERISTICAS DE Cryptococcus neoformans

En 1894, Sanfelice aislo del jugo de durazno a una levadura con cépsula que denomind
Saccharomyces neoformans. En el mismo afio Busse y Buscke aislaron de un paciente a
partir de diferentes tejidos, levaduras capsuladas que nombraron Saccharomyces hominis,
Vuillemin en 1901 analizé a Saccharomyces neoformans, S. hominis y S. subcutaneous
tumefaciens, concluyendo que era el mismo microorganismo. En sus estudios observo que
las levaduras no formaron ascosporas, estructuras de reproduccidén caracteristicas del
genero Saccharomyces, por lo que reubico al hongo dentro del género Cryptococcus. En
1970 Lodder y Kreger-Van Rij, renombra a la levadura como Cryptococcus neoformans.

Actualmente se conocen 20 especies pertenecientes al género Cryptococcus.*™ *!

La capsula es una caracteristica distintiva de la levadura, constituye el principal factor de
virulencia y le confiere al organismo diferencias antigénicas que permiten clasificar a los
aislamientos en dos variedades (gattii y neoformans) y cinco serotipos: Cryptococcus
neoformans var. neoformans (A, D, y AD) y Cryptococcus neoformans var. Gattii
(serotipos B y C). En 1999, Franzot basado en estudios moleculares propuso otra variedad
serotipos A y Cryptococcus neoformans var. Grubii. Las variedades presentan diferencias

en la distribucion geografica y en el habitat.*> +*

De acuerdo a su genoma, la clasificacion de este hongo levaduriforme ha quedado

. ., 44
conformado como se muestra a continuacion:

Categoria Nombre

Reino: Fungi
Phylum:  Basidiomycota
Orden: Filobasidiales

Familia: Filobasidiales
Género: Filobasidiales (Cryptococcus)
Especie: neoformans

Variedades:  neoformans (C.neoformans var neoformans/grubii)
neoformans (C. neoformans var gatii)

14
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El habitat natural de donde se han aislado con mayor frecuencia en los excrementos de las
palomas (Columba livia), excremento de murcié¢lago, materiales bioldgicos obtenidos de
perros, equidrias, zarigliyas, aire circunvecino del habitat de los koalas, misceldneas de

desechos vegetales, pelo de dromedario, plumas de avestruz, etc.*> *>+4°

Macroscopicamente el estado anamorfo depende del tipo de medio en el que se haya
sembrado, nimero de dias, condiciones de temperatura y humedad en la que crece. Para el
aislamiento se puede utilizar medios de cultivo en caldo o agar como dextrosa sabouraud,
infusion cerebro corazon, agar sangre o agar chocolate. Los cultivos deben incubarse a 26°
C 6 37° C para obtener desarrollo fungico entre 48 a 72 horas. En la mayoria de los
medios de cultivo mencionados, las colonias son de aspecto mucoso brillante, poco
elevadas de bordes lisos y de color variable como blanco amarillento o rosadas muy
palidas. Cuando la cepa sembrada tiene poco material capsular o nulo, las colonias son
secas. Tienen metabolismo aerobio, por lo que no son fermentadoras, producen ureasa y
feniloxidasa. Las distintas especies de criptococos se diferencian entre si por una serie de
caracteristicas: crecimiento a 37° C, asimilacion de la sacarosa, lactosa, galactosa,
melobiosa, celobiosa, rafinosa, trealosa, dulcitol y utilizan KNO,;.*

Son levaduras encapsuladas no miceliales, redondas u ovales (3,5-8 um) que se reproducen
por gemacion Unica, con un cuello estrecho entre la célula madre y la hija. Presenta
capsula polisacarida con la que inclusive llega a medir alrededor de 50 um de didmetro,
casi siete veces su tamaflo, ésta se considera responsable de su virulencia y se le atribuyen
diversos efectos sobre la resistencia inmune, principalmente inhibicion de la fagocitosis y el

. . : . 42,4
estimulo en la produccién de linfocitos T supresores.*> ** figura 2.

Figura 2. Cryptococcus neoformans
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3.2.1.2.1. ENFERMEDADES CAUSADAS POR Cryptococcus neoformans

Se denomina criptococosis a la infecciéon exdgena, cosmopolita, de evolucion cronica o
subaguda producida por levaduras encapsuladas del género Cryptococcus, siendo
Cryptococcus neoformans var. neoformans el agente mas cominmente aislado para ello se

resumen en la Tabla 4.

Pueden aparecer los sintomas después
de 2 a 4 semanas. Mas del 90% de los
pacientes presentan alteraciones en el
liquido cefalorraquideo, como son
presion alta, elevacion de proteinas,
linfocitosis y baja concentracion de
glucosa.

En pacientes inmunocomprometidos, el
curso de la infeccion es mas rapido y
tiende a diseminarse. Presentan cambios
radioldgicos muy variables como
lesiones de aspecto tumoral con
infiltrados peribronquiales, cavitacion,
efusion pleural, fibrosis y
calcificaciones.

Las lesiones pueden presentarse en todo
el cuerpo, pero con mayor frecuencia en
la cabeza.

Afecta a todas las edades.

Han sido reportados casos en pacientes
con SIDA tanto hombres como mujeres
que tienen lesiones genitales causadas
por este hongo.

Infecciones desde el esofago hasta el
recto, en higado, pancreas y a lo largo
de todo el intestino

16
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4. Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray. “PEXTO”
4.1. ANTECEDENTES

El espécimen Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray, (Familia: Asteraceae, Subfamilia:
Lactuceae, Orden: Asterale, Subclase: Asteridae) 53, es conocida comunmente como "hierba

n (13 2 (13 2 13

dorada", “oreganillo de campo”, “pexto”, “pexton”, entre otros sinonimos. Es una planta
que en la medicina tradicional mexicana se emplea en el tratamiento de gastroenteritis,
afecciones del estomago, dispepsia, colicos biliares, artritis, y problemas de diarrea', como
agente antiinflamatorio, relajante muscular’; presenta efecto hipoglucemiante en el
tratamiento de la diabetes mellitus y, ademas, se le atribuyen también propiedades

, 4
vermifugas.™

Pertenece a la familia de las compuestas, es arbustiva de unos 30 cm de altura, de hojas
opuestas de 4-5 mm ovaladas de borde crenado, con peciolo de 3-6 mm; flores azulosas o
algo rosadas en cabezuelas de 12-17 mm (figura 3); se localiza en Coahuila, Oaxaca,
Estado de México y Puebla, es propia de los climas semicalidos y templados entre los 1 800

y 2 800 m de altura. >*>!

Figura 3. Imagen de Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray “PEXTO”
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La composicion quimica del extracto de hoja de Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray
“PEXTO”, contiene dos resinas acidas y una resina neutra, contiene materia colorante
amarilla, eupatopextina, materia tanica®, 86% de aceites esenciales, compuestos
organicos, ver figura 4 y el B-cariofileno, identificados por espectroscopia de "HRMN , asi
como otros compuestos derivados del acido benzoéico, como 1,2-bis-0-(2-metoxibenzoil)-3-
D-glucopiranésido, 2,6-dimetoxibenzoato de 3-(B-glucopiranosiloxi)bencilo, acetato de
taraxasterilo, 4-alil-2-metiloxifenil-B-glucopiranosa, &cido 2-hidroxi-6-metoxibenzdico,
acido 2-metoxibenzodico, ver figura 5, utilizando mezcla de CH,-Cl,-MeOH (1:1) por medio

1,2
de maceracion.™

OMe @) OMe o HO

O O

OMe

2, 6-Dimetoxibenzoato de bencilo 2 -Metoxibenzoato de& -hidroxibencilo

CH3H CH,

S / X

CH,
H
CH CH,
H,C 3
Cariofileno Germacrano
H;C \
/
CH
H;C
CH
3 Chamazuleno Biciclogermacrano

Figura 4. Estructuras quimicas de Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray “PEXTO”
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Figura 5. Estructuras quimicas de Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray “PEXTO”

19




JUSTIEFICACION

5. JUSTIFICACION

Debido al incremento en la incidencia de infecciones micoticas en el humano, en pacientes
inmunodeprimidos donde sus mecanismos normales de defensa estan afectados, la
presencia del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), la quimioterapia
postrasplante, el uso indebido de antibidticos, nutricion parenteral, drogadiccion,
neoplasias, diabetes mellitus, y sustancias inmunosupresoras, han ocasionado una
disminucion de la resistencia del huésped. Ademas de problemas de seguridad y toxicidad
de los farmacos antifungicos; asi como, de la resistencia de los mismos contra los diversos
hongos, han hecho imprescindible el desarrollo de nuevos antiflingicos, que aporten

ventajas con respecto a los ya existentes.

Por todo ello, el presente trabajo tiene como propoésito probar si el EH y MP del espécimen
Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray también conocido como “PEXTO”, pueden ser
utilizados como antifiingicos especialmente contra Candida albicans y Cryptococcus
neoformans var. neoformans, ya que hasta el momento no existen antecedentes del EH y
MP, hayan sido empleados para el tratamiento de las micosis, producidas por los hongos
estudiadas en este trabajo, por tal motivo se podria considerar como una probable

alternativa.
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OBJETIVOS.

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimicético in vitro de Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray “PEXTO”
y cambio morfoldgico producido, al utilizar el extracto de hoja y de metabolito secundario
puro, frente a cepa de referencia Candida albicans (ATCC 10231) y contra Cryptococcus

neofomans var. neoformans.
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OBJETIVOS

6.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el disolvente organico Optimo para extraer mayor cantidad de
metabolitos en hoja, identificandolos por medio de cromatografia en capa fina, asi

como establecer el sistema de elusion adecuado para una separacion eficiente.

Purificar el (los) metabolito(s) mayoritario(s) de hoja molida, por medio de procesos

cromatograficos (cromatografia en columna, cromatografia preparativa).

Caracterizar el(los) metabolito(s) obtenido(s), mediante técnicas espectroscopicas
tales como Resonancia Mangénica Nuclear de '"H (RMN'H), Resonancia Mangénica
Nuclear de"’C (RMN"C) y Espectroscopia de masas (EM) y determinar su punto

de fusion.

Determinar la sensibilidad in vitro de Candida albicans (ATCC 10231) y
Cryptococcus neoformans var. neoformans, empleando discos impregnados con
extractos de hoja (EH) y metabolito puro (MP), mediante la técnica de difusion en

agar, determinando si presentan halos de inhibicion.

Determinar Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Fungicida (CMF) del extractos de hoja (EH) y metabolito puro (MP), contra la cepa
de referencia Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var.

neoformans.

Evaluar el cambio morfoldgico (tamafo, forma y niimero de células por campo) de
Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var. neoformans,
utilizando el andlisis de imagenes, medidas con el programa Image Pro-Express

Version 4.

Evaluar la alteracion en la formacion del tubo germinativo de Candida albicans

(ATCC 10231).
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1. MATERIAL Y METODOS

7.1.1 MATERIAL BIOLOGICO. El espécimen Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray
“PEXTO”, se recolectd en Agosto del 2005, en la localidad de Ocopulco, Chiautla, Estado

de México. Posteriormente, se secd a la sombra y a temperatura ambiente, se separaron las

hojas de las ramas (obteniéndose 1.192 kg), se molieron empleando un molino manual.

7.1.2. OBTENCION DEL EXTRACTO DE HOJA (EH) Y DEL METABOLITO
MAYORITARIO PURO (MP).” %% 10

PREPARACION DEL EXTRACTO DE HOJA (PRUEBA PRELIMINAR)

MACERACION. En tres frascos de cierre hermético se colocaron en cada uno 10 g de las
hojas molidas y se agregd6 50 mL de hexano, 50 mL etanol y 50 mL de acetato de etilo
respectivamente. Se dejo reposar en un lugar oscuro durante 15 dias con agitacién
frecuente, después se filtro el extracto y se dejo evaporar el disolvente a temperatura

ambiente.

IDENTIFICACION. Para el extracto de hoja (EH) se realizo cromatografia en capa fina
de silice y como fase movil acetato de etilo/hexano en diferentes proporciones, empleando
como revelador luz ultravioleta. Asi, se logr6 determinar el disolvente organico 6ptimo para

la extraccion.
PREPARACION DEL EXTRACTO CON EL DISOLVENTE OPTIMO
MACERACION. En un frasco con tapa se coloco el total de las hojas molidas (1.192 Kg)

y se agreg6 hexano. Se dejo reposar en un lugar oscuro durante 15 dias, después se filtro y

posteriormente se concentrd la muestra por destilacion a presion reducida, dejando evaporar
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el disolvente remanente del extracto a temperatura ambiente. Obteniendo como peso final

del EH 99.0 g.

PURIFICACION DEL METABOLITO MAYORITARIO PURO (MP)

Del EH se tomaron 44.5 g, y se sometieron a un proceso de purificacion mediante
cromatografia en columna con silica gel o alimina como fase estacionaria y con mezclas de
acetato de etilo: hexano en diferentes proporciones como fase modvil, empleando luz
ultravioleta como revelador. Se recolectaron las fracciones del MP y se concentraron por
destilacion a presion reducida, protegiéndolas de la luz y fueron finalmente refrigeradas,
obteniendo 7 g de MP. Tanto para el EH y MP se determinaron las condiciones ambientales
de manera general, para determinar la estabilidad asi como, su solubilidad.

Finalmente, el MP obtenido se caracterizdo mediante técnicas espectroscopicas tales como

RMN de 'H, RMN de "°C y EM. Por ultimo se determiné su punto de fusion.
7.1.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Microorganismos utilizados: Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans
var neoformans, se obtuvieron en el cepario del Laboratorio 6 de Microbiologia, en la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores

Cuautitlan, Campo cuatro.

7.1.3.1. METODO DE DIFUSION EN DISCO (PRUEBA DE SENSIBILIDAD POR
DIFUSION CON DISCO) %>

Se prepararon cajas de Agar Mueller-Hinton suplementado con 2 % de glucosa y 0.5
png/mL de azul de metileno y se sembraron con el indculo estandarizado igualado al 0.5
del Nefelometro de Mac Farland (1x10° UFC/mL) de cada una de las cepas de hongos,
colocando también discos impregnados con 10 pL. de EH, asi como de MP con
concentraciones de 2 a 5 mg/mL DMS, respectivamente. Cada caja preparada de esta forma

se incubd a 35° C, se tomaron lecturas a las 24 y 48 h, midiendo posteriormente los halos
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de inhibicion, determinandose el porcentaje de crecimiento y el porcentaje de inhibicion del

crecimiento de los hongos (Control positivo: Ketoconazol 7ug/mL).

Diametro de crecimiento del
hongo en el extracto x 100

Diametro del control negativo

% Crecimiento =

% Inhibicion = 100% — % Crecimiento

7.1.3.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(PRUEBA DE SENSIBILIDAD POR DILUCION EN AGAR) **>*

Para la determinacion de CMI para Candida albicans (ATCC 10231), de igual forma, se
prepararon tubos con 6 mL de ASD; cuando alcanzé una temperatura de 40° C, se les
agregaron concentraciones de 2.5-5 mg de EH/mL y 0.25-2.5 mg de MP/ mL (Anexo 2), a
partir de una solucion Stock (Anexol). Fueron homogeneizados y vertidos en cajas petry
estériles. A partir de un cultivo de Candida albicans (ATCC 10231) de 24 h, se prepar6 un
indculo igualado al tubo 0.5 del Nefelometro de Mac Farland (1x10° UFC/mL) en solucion
salina fisiologica estéril. Las placas fueron inoculadas con 10ul, de la solucion anterior y

sembradas. Todas las placas fueron incubadas a 35° C durante 24 h. Obteniéndose la CMI
de forma visible. Se empleé como control negativo, crecimiento de Candida albicans

(ATCC 10231) de 24 h en una placa de medio sin compuestos a evaluar.

Para determinar la CMI, se prepararon tubos con 6ml de ASD, cuando alcanzé una
temperatura de 40° C, se les adicion6 concentraciones de 0.1-1.5 mg de EH/ mL y 0.1-1.5
mg de MP/mL (Anexo 3), provenientes de una soluciéon Stock (Anexo 1). Fueron
homogeneizados y vertidos en cajas petry estériles. A partir de un cultivo de Cryptococcus
neoformans var neoformans de 48 h, se prepar6 un indculo igualado al tubo 0.5 del
Nefelometro de Mac Farland (1x10° UFC/mL) en solucién salina fisiologica estéril. Las
placas fueron inoculadas con 10 pL, de la solucion anterior y sembradas. Todas las placas
fueron incubadas a 35° C durante 48 h. La CMI se determind visiblemente como la

concentracion mas baja capaz de inhibir el crecimiento visible. Se empled como control
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negativo, crecimiento de Cryptococcus neoformans var neoformans de 48 h en una placa de

medio sin compuestos a evaluar.

7.1.3.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA FUNGICIDA
(PRUEBA DE SENSIBILIDAD POR MACRODILUCION EN CALDO). >*°*

Para determinar CMF, se realizo la técnica de dilucion. Se prepararon tubos con 5 mL de
caldo dextrosa sabouroud; una vez estériles, se le adicion6 concentraciones de 0.1-1.5 mg
de EH/ mL y 0.1-1.5 mg de MP/ ml contra Cryptococcus neoformans var. neoformans y
2.5-5 mg de EH/mL y 0.25-2.5 mg de MP/ mL contra Candida albicans (ATCC 10231)
(Anexo 2 y 3), provenientes de una soluciéon Stock (Anexo 1). A partir de un cultivo de
Candida albicans (ATCC 10231) de 24 h y de un cultivo de Cryptococcus neoformans var.
neoformans de 48 h, se prepararon indculos; ambos igualados al tubo 0.5 del Nefelometro
de Mac Farland (1x10° UFC/mL) en solucién salina fisioldgica estéril, a los tubos se le
agreg6 100 pL de indculo, respectivamente. Fueron homogeneizadas e incubadas a 35° C
durante 24 h con respecto a Candida albicans (ATCC 10231) y 48 h para Cryptococcus

neoformans var. neoformans.

Se tomo 10 pL de los tubos inoculados con Candida albicans (ATCC 10231) y se sembro
en cajas de 6mL de caldo dextrosa sabouroud. Todas las placas fueron incubadas a 37 °C
durante 24 h. A las 48 h se tomd 10 pL de los tubos inoculados con Cryptococcus
neoformans var. neoformans y se sembro en cajas de 6mL de ASD. Todas las placas fueron
incubadas a 35° C durante 48 h. Se emplearon como controles negativos, crecimiento de
Candida albicans (ATCC 10231) de 24 h y Cryptococcus neoformans var neoformans de

48 h en placas con medio ASD, sin compuestos a evaluar.

7.1.3.4. INHIBICION DEL TUBO GERMINATIVO **

Se evalu6 mediante la prueba de formacion de tubo germinativo en suero fetal bovino, para
ello se parti6 de un cultivo de cepa de referencia de Candida albicans (ATCC 10231) de 24
h de crecimiento, del cual se tomaron 100 uL para la inoculacién de tubos con 500 pL de

suero a fin de alcanzar un volumen de 600 pL, éstos fueron adicionados con EH (4 mg/mL)
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y con MP (0.5 mg/mL) y control sin EH y MP. Se incubaron a 35° C. y después de tres
horas se observo al microscopio Optico para determinar positivo con crecimiento del tubo
germinativo y negativo con inhibicion del tubo germinativo y se midié su longitud y
diametro de los conidios, mediante el anélisis de imagen, con el programa Image Pro-
Express Version 4.

El anélisis cuantitativo de la inhibicion del tubo germinativo se realizé con un conteo de 10
células para determinacion del crecimiento del tubo germinativo El anélisis estadistico se
realizd con la prueba de comparacion multiple Tuckey’s con ANOVA, usando el programa

GraphPad Prism version 5.01.

7.1.3.5. EVALUACION DEL CAMBIO MORFOLOGICO

Se determiné a partir de la preparacion de tubos con 1000 uL de caldo dextrosa sabouroud
estéril, agregando concentraciones de 4 mg de EH/mL y 0.5 mg de MP/mL, contra 1000
uL a partir de un cultivo de Candida albicans (ATCC 10231) de 24 h. Se incub¢ a 35° C
durante 24 h y control sin EH 6 MP. Se realiz6 una preparacion en fresco con 30 pL de
dicha suspension, para después ser observado por microscopio para medir tamafio de la
célula, forma y el conteo de nimero de células por campo, mediante el analisis de imagen,

con el programa Image Pro-Express Version 4.

A partir de cultivo de Cryptococcus neoformans var neoformans de 48 h, se incubaron con
1000 puL a tubos con 1000 pL de caldo dextrosa sabouroud estéril, agregando
concentraciones de 0.25 mg de EH/mL y 0.75 mg de MP/mL. Se homogeneiz6 e incub6 a
35° C; después de 48 h, se tom6 30 uL en donde se realizaron preparaciones en fresco. El
analisis del cambio morfoldgico se efectud con un conteo de 10 células por triplicado, por
medio de andlisis de imagenes, para determinar los cambios morfologicos observados
(tamafo y forma), asi como, el conteo de nimero de células por campo (15 campos). El
analisis estadistico se realizd con la prueba de comparacion multiple Tuckey’s con

ANOVA, usando el programa GraphPad Prism version 5.01.
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7.2. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA EVALUAR EL EFECTO
ANTIMICOTICO DE Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray SOBRE Candida albicans
(ATCC 10231).

Obtencion del EH,
purificacion y caracterizacion
del MP

Evaluacion del efecto del
EH y MP sobre el
crecimiento de C. albicans

Método de difusion en disco

Determinacion de la CMI
en la cepa de referencia de
C. albicans (ATCC 10231)

Determinacion de la Efecto sobre la formacion Evaluacion del
CFM en la cepa de del tubo germinativo en la daino estructural
referencia cepa de referencia
Preparacion
Preparacion en fresco
en fresco

Analisis de imagen con el
programa Image Pro-Express
Version 4

Evaluacion de los
resultados estadisticos

Diagrama 1. Estrategia experimental para realizar el estudio del efecto de EH y MP sobre

Candida albicans (ATCC 10231). 28



7.3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA EVALUAR EL EFECTO
ANTIMICOTICO DE Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray SOBRE Cryptococcus

neoformans var. neoformans

Obtencion del EH,
purificacion y caracterizacion
del MP

Evaluacion del efecto del EH y
MP sobre el crecimiento de
Criptococcus neoformans

Método de difusion en disco

Determinacion de la CMI
en la cepa de referencia de
Criptococcus neoformans

Determinacion de la Evaluacion del
CFM en la cepa de dafio estructural
referencia
Preparacion
en fresco

Anélisis de imagen con el
programa Image Pro-Express
Version 4

Evaluacion de los
resultados estadisticos

Diagrama 2. Estrategia experimental para realizar el estudio del efecto de EH y MP sobre

Criptococcus neoformans var. neoformans
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RESULTADOS

8. RESULTADOS

Se obtuvo el extracto con 1.192 Kg de hoja molida sometidos a maceracioén con hexano,
obteniendo como peso final 99.0 g de EH, se realizaron pruebas de evaluacion de la
actividad antimicotica, encontrando resultados positivos, que se mencionan
posteriormente. Estos resultados nos llevaron a considerar la purificacion del metabolito
secundario mayoritario del extracto trabajado, utilizando 44.5 g de EH, obteniendo 7 g
de MP, el cual fue obtenido en forma pura mediante cromatografia en columna (90:10
Hexano: Acetato de etilo) y una retencion relativa de Rf = 0.87 por medio de la
cromatografia en capa fina (fase estacionaria: gel de silice; fase movil: hexano-acetato

de etilo 70:30).

El metabolito secundario mayoritario (MP), fue identificado mediante técnicas
espectroscopicas convencionales, tales como Resonancia Magnética Nuclear de 'H
(RMN'H) ver figura 6, Resonancia Magnética Nuclear de °C (RMN'C) ver figura 7 y
Espectrometria de masas (EM) ver figura 8, la cual corresponde al alcano
hexatriacontano (CsgH74). El andlisis de estos resultados de identificacion se presenta

posteriormente.

El metabolito puro es polvo blanco, con olor caracteristico y altamente soluble a
disolventes no polares y poco polares (hexano, acetato de etilo, DMSO, Acetona, etanol

y Cloroformo), su punto de fusién es de 68 — 70 °C.
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RESULTADOS.

METODO DE DIFUSION EN DISCO

En la figura 9 se ilustran los halos de inhibicion producidos por los discos impregnados
con 2y 3 mg de MP/mL (A), 4 y 5 mg de MP/mL (B), 2 y3 mgde EH/mL (C)y4y5
mg de EH/mL (D) contra Candida albicans (ATCC 10231), con un porcentaje de
inhibicion al 20% como lo muestran en las tablas 5 y 6. Se empled como control

positivo Ketoconazol 7ug/mL (E).

Figura 9. Método de difusion en agar. Determinacion de halos de inhibicion de Candida
albicans (ATCC 10231), con discos impregnados de EH, MP y como Control positivo (C+)
Ketoconazol 7ug/mL. El ensayo se llevé a cabo por duplicado en experimentos independientes

a35°C. 34



RESULTADOS.

Para Cryptococcus neoformans var. neoformans, en la figura 10 se muestran los halos
de inhibicién con concentraciones de 2 mg de EH/mL y 2 mg de MP/mL (A), 3 y 4 mg
de EH/mL, 3 y 4 mg de MP/mL (B), 5 mg de EH/mL y 5 mg de MP/mL(C). Utilizando
como control positivo (C+) Ketoconazol 7ug/mL (A y C). Con porcentajes de

inhibicion mayor al 20 % tanto para EH y MP, ver tablas 5 y 6.

Figura 10. Método de difusion en agar. Determinacion de halos de inhibicion de Criptococcus
neoformans var. neoformans. Control positivo (C+) Ketoconazol 7ug/mL. El ensayo se llevo a
cabo por duplicado en experimentos independientes a 35° C.
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RESULTADOS.

Tabla No. 5 Porcentaje de inhibicién de C.albicans y C. neoformans frente a EH

CONCENTRACION ) 3 4 5 Cr
(mg/mL)
Promedio halos de inhibicion 30 31.66 34 35 4333
(mm)
% inhibicion C. albicans 30.76 26.93 21.53 19.22
Promedio halos de inhibicion 13.33 1916 27133 34.33
(mm) 44.5
% inhibicion C. neoformans 70.04 56.94 38.58 22.85

Tabla No. 6 Porcentaje de inhibicion de C.albicans y C. neoformans frente a MP
CONCENTRACION

_|._
) 2 3 4 5 C
Promedio halos de inhibicion
12 13 17.16 22.33
(mm) 43.33
% inhibicion C. albicans 72.31 70.00 60.40 48.47

Promedio halos de inhibicion 14.66 18.33 26.66 28.66
(mm) ' ) ' ‘ 44.5
% inhibicion C. neoformans 67.06 58.81 40.09 35.60

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

Se partié de concentraciones de 2.5 mg de EH/mL (A), 3.0 mg de EH/mL (B), 3.5 mg
de EH/mL (C), 4.0 mg de EH/mL (D), 4.5 mg de EH/mL (E) y 5mg/mL de EH (F)
sobre el crecimiento de Candida albicans (ATCC 10231) como se observa en la figura
11., de acuerdo con los resultados obtenidos, revela que la CMI del EH fue de 4.0 mg de
EH /mL (D). Para el caso del MP se partié de concentraciones de 0.25 mg de MP / mL
(G), 0.5 mgde MP/mL (H), 1.0 mg de MP / mL (I), 1.5 mg de MP / mL (J), 2.0 mg de
MP / mL (K), 2.5 mg de MP / mL (L), como se aprecia en la figura 12, la cual mostr6
inhibicion de crecimiento con un CMI de 0.25 mg de MP/mL (G). Control positivo
Candida albicans (ATCC 10231) (M).
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RESULTADOS

Figura 11. Determinacion de CMI del EH contra Candida albicans (ATCC 10231), por medio
de la técnica de dilucion en agar. Fue de 4.0 mg de EH/ mL (D). El ensayo se llevo a cabo por

duplicado en experimentos independientes a 35° C por 24 h. 37



RESULTADOS

Figura 12. Determinacion de CMI del MP contra Candida albicans (ATCC 10231), por medio
de la técnica de dilucion en agar. La CMI del metabolito puro fue de 0.25 mg de MP/mL (H). El
ensayo se llevd a cabo por duplicado en experimentos independientes a 35° C por 24 h.
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RESULTADOS

Para determinar la actividad antifungica del EH y MP sobre el crecimiento de
Cryptococcus neoformans var. neoformans, ver figura 13, se partieron de
concentraciones de 0.1 mg de EH/mL (A), 0.25 mg de EH/mL (B), 0.5 mg de EH/mL
(©), 0.75 mg de EH/mL (D), 1.0 mg de EH/mL (E), 1.5 mg de EH/ mL (F) y 0.1 mg de
MP/mL (G), 0.25 mg de MP/mL (H), 0.5 mg de MP/mL (I), 0.75 mg de MP/mL (J), 1.0
mg de MP/mL (K), 1.5 mg de MP/mL (L), ver figura 14.

El resultado obtenido demostrd inhibicion del crecimiento, con un CMI de 0.5 mg

EH/mL (C) y con respecto a MP fue de 0.1 mg de MP/mL (G). Control positivo

Cryptococcus neoformans var. neoformans (M).
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RESULTADOS______

Figura 13. Determinacion de CMI del EH contra Cryptococcus neoformans var. neoformans,
por medio de la técnica de dilucion en agar. La CMI del EH fue de 0.5 mg de EH/mL (D). El
ensayo se llevo a cabo por duplicado en experimentos independientes a 35° C por 48 h.
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RESULTADOS

Figura 14. Determinacion de CMI del MP contra Cryptococcus neoformans var. neoformans por
medio de la técnica de dilucion en agar. La CMI del MP fue de 0.1 mg de MP/mL (H). El
ensayo se llevo a cabo por duplicado en experimentos independientes a 35° C por 48 h.
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RESULTADOS

CONCENTRACION MINIMA FUNGICIDA (CMF)

La CMF es la menor concentraciéon del antifungico (EH y MP) que no muestra
crecimiento o bien, éste es inferior a tres colonias, la cual corresponde a 99.5 % de la
actividad fungicida. Dicho de otro modo, es la concentracion del compuesto que inhibe
un 99-99.5 % de hongos levaduriformes, asi que se puede distinguir la concentracion
fungicida a una concentracion fungistatica, como podria ser la CMI. En la figura 15 en
el cuadrante (A), se partid con concentraciones de 2.5 mg de EH/mL, 3.0 mg de EH/mL,
3.5 mg de EH/mL, 4.0 mg de EH/mL y en el cuadrante (B) 4.5 mg de EH/mL, 5 mg de
EH/mL, control positivo (C+) Candida albicans (ATCC 10231) y control negativo sin
inoculacion. La CMF fue de 4.0 mg de EH/mL (A).

Para el MP se enfrenté contra Candida albicans (ATCC 1023), en ¢l cuadrante (C) se
partié de 0.25 mg de MP/mL, 0.5 mg de MP/mL, 1.0 mg de MP/mL y 1.5 mg de MP
/mL, y para el cuadrante (D), 2.0 mg de MP/mL, 2.5 mg de MP/mL, control positivo
(C+) Candida albicans (ATCC 10231) y control negativo sin inoculacion. La CMF fue
de 1.0 mg de MP/mL (C), ver figura 15.

Figura 15. Determinacion de CMF de EH y MP, frente a Candida albicans (ATCC 10231). La
fue 4.0 mg de EH/ mL (A) y 1.0 mg de MP/mL (C) El ensayo se llevé a cabo por duplicado en
experimentos independientes a 35° C por 24 h. 42



RESULTADOS

En la figura 16 se observan los resultados de la CMF frente a Cryptococcus neoformans
var. neoformans, partiéndose con concentraciones de 0.1 mg de MP/m y 0.25 mg de
MP/mL (A), 0.5 mg de MP/mL y 0.75 mg de MP/mL (B), 1.0 mg de MP/mL, 1.5 mg de
MP/mL y el control positivo (C+) cuadrante (C), la CMF fue de 0.75 mg de MP/mL
(B). Para el EH se partié de 0.1 mg de EH/mL y 0.25 mg de EH/mL (D), 0.5 mg de
EH/mL y 0.75 mg de EH/mL (E), 1.0 mg de EH/mL y 1.5 mg de EH/mL (F). La CMF
del EH fue de 0.25 mg de EH/mL (D).

Figura 16. Determinacion de CFM de MP y EH contra Cryptococcus neoformans var.
neoformans fue de 0.75 mg de MP/mL (B) y 0.25 de EH/mL (D). El ensayo se llevé a cabo por
duplicado en experimentos independientes a 35° C por 48 h. 43



RESULTADOS.

INHIBICION DEL TUBO GERMINATIVO

En la grafico 1 muestra que hay diferencia significativa en la disminucion de la longitud
del tubo germinativo tratado con 4 mg de EH/mL, asi como la longitud de las células
(conidios) y el 97% de las células observadas presentaron formacion del tubo
germinativo ver grafico 2, con respecto al control, sin embargo, para la concentracion
de 1.0 mg de MP/mL hubo inhibicion total del tubo germinativo y disminucioén

significativa de la longitud de las células, ver figura 17.
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Grafico 1. Longitud del tubo germinativo, a concentraciones de 4 mg de EH/mL y 1.0 mg de
MP/mL. El analisis estadistico se realizoé con la prueba de comparacion multiple Tuckey’s con
ANOVA, usando el programa GraphPad Prism version 5.01. (C+ vs MP 1.0 mg/mL y 4 mg de
EH/mL vs MP 1.0 mg/mL ***p<0.0001).
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Grafico 2. Diametro de las células, a concentraciones de 4 mg de EH/mL y 1.0 mg de MP/mL.
El analisis estadistico se realizo con la prueba de comparacion multiple Tuckey’s con ANOVA,
usando el programa GraphPad Prism version 5.01. (C+ vs 1.0 mg de MP/mL * p<0.01) y (4
mg de EH/mL vs 1.0 mg de MP/mL **p<0.001)
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RESULTADOS______

g oy oy

Q

S 90+

4

2

% 80‘

E070-

7h=

=

o 61 %

O

Zé%so-

.50

\5540-

O

Mo

5Q30-

m

A

5 20 -

2 )

%é 10

g 0 : 0.5 %
Control EH 4 mg/mL MP 1.0 mg/mL

Grafico 3. Porcentaje de células que presentan formacion del tubo germinativo a
concentraciones de 4 mg de EH/mL y 1.0 mg de MP/mL.
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EVALUACION DEL CAMBIO MORFOLOGICO

Se observo cambio morfologico en tamafio, forma y numero de células por campo,
medidas mediante analisis de imagenes, con el programa Image Pro-Express Version 4

de Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var. neoformans.

En el grafico 4 se muestra que hay diferencia significativa en la disminuciéon de la
longitud de las células de Candida albicans (ATCC 10231), tratadas con 5 mg de
EH/mL, 4 mg de EH/mL, 5 mg de MP/mL y 1.0 mg de MP/mL, comparandose con el
control durante 0, 24 y 48 horas. En los graficos 4, 5 y 6, se aprecia disminucion muy
considerable en el nimero de células observadas por campo, asi como cambios en la
morfologia de manera visible, observandose de diversos tamaios, alargadas y/o

amorfas, ver figuras 18 y 19.
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CONTROL EH 4.0 mg /mL EH 5.0 mg /mL

Figura 18. Efecto del EH sobre la morfologia y nimero de células por campo (marcadas con
flechas) de Candida albicans (ATCC 10231), evaluado con laminillas preparativas en fresco.
Fotografias tomadas en el microscopio optico a 40x.
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CONTROL MP 1.0 mg /mL MP 5.0 mg /mL

Figura 19. Efecto del MP sobre la morfologia y numero de células por campo (marcadas con
flechas) de Candida albicans (ATCC 10231), evaluado con laminillas preparativas en fresco.
Fotografias tomadas en el microscopio optico a 40x.
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Grafico 4. Alteracion en la longitud de la célula de Candida albicans (ATCC 10231), causado
por EHy MP a 0, 24 y 48 h. 1.Control, 2. EH 5 mg/mL, 3. EH 4 mg/mL, 4. MP 5 mg/mL, 5. MP
1.0 mg/mL Diferencias significativas entre las concentraciones estudiadas, esto corresponde a la
media error estandar y desviacion estandar en las 10 células observadas. (1 vs todas las
concentraciones a 24 y 48 h ***p<(0.0001), (2 vs 5 a 48 h **p<0.001) y 3 vs 5y4vs 5a48 h
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Grafico 5. Alteracion en la longitud de la célula de Candida albicans (ATCC 10231), causado
por EH (EH 5 mg/mL, EH 4 mg/mL) y MP (MP 5 mg/mL, MP 1.0 mg/mL) comparadas con el
Control a 1. 0 h, 2. 24 h y 3. 48 h. Diferencias significativas entre las concentraciones estudiadas,

esto corresponde a la media error estandar y desviacion estandar en las 10 células observadas.
(Control vs todas las concentraciones a 2 y 3 respectivamente ***p<0.0001), (MP 1.0 mg/mL 2
vs 3 *¥*p<0.001) y (MP 5 mg/mL 2 vs 3 *p<0.05).
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Grafico 6. Numero de célula observadas por campo del EH y MP frente a Candida albicans
(ATCC 10231), comparandose con el Control, a las 0, 24y 48 h.

También se obtuvo disminuciéon en la longitud de las células de Cryptococcus
neoformans var. neoforman, tratada a concentraciones de 5 mg de EH/mL, 0.25 mg de
EH/mL, 5 mg de MP/mL y 0.75 mg de MP/mL y en el nimero de células (conidios)
observados por campo, ver los graficos 7, 8 y 9. Los cambios morfolégicos que se
observan en las figuras 20 y 21 son significativos, haciéndolo atractivo para una posible
alternativa en el tratamiento de la micosis causado por dichos hongos, ademas de

considerar futuros estudios fitoquimicos y biologicos para demostrar su eficacia.
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CONTROL EH 0.25 mg /mL EH 5.0 mg /mL

Figura 20. Efecto del EH sobre la morfologia y nimero de células por campo (marcadas con
flechas) de Cryptococcus neoformans var. neoformans, evaluado con laminillas preparativas en
fresco. Fotografias tomadas en el microscopio optico a 40x.
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CONTROL MP 0.75 mg /mL.  MP 5.0 mg /mL

Figura 21. Efecto del MP sobre la morfologia y nimero de c€lulas por campo (marcadas con
flechas) de Cryptococcus neoformans var. neoformans, evaluado con laminillas preparativas en
fresco. Fotografias tomadas en el microscopio dptico a 40x.
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Grafico 7. Alteracion en la longitud de la célula de Cryptococcus neoformans var. neoformans),
causado por EH y MP a 0, 24 y 48 h. 1.Control, 2.EH 5 mg/mL, 3.EH 0.25 mg/mL, 4. MP 5
mg/mL, 5.MP 0.75 mg/mL Diferencias significativas entre las concentraciones estudiadas, esto
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concentraciones estudiadas, esto corresponde a la media error estandar y desviacion estandar en
las 10 células observadas. (Control vs todas las concentraciones a 2 y 3 respectivamente
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9. DISCUSION

Los alcanos lineales y ramificados de 20 a 40 4tomos de carbono forman parte de los
metabolitos secundarios de muchos especimenes vegetales y que, ademés, presentan
posible actividad antimicrobiana diversa, aunque en el campo de la investigacion esto

no ha sido muy estudiado.

Dentro de los alcanos mencionados anteriormente, el triacontano (CsoHgy), el
hentriacontano (Cs1Hgs) y algunos més de cadena entre 32 y 37 atomos de carbono,
representan especial interés en el presente trabajo, ya que uno de ellos fue identificado
mediante su espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno y de carbono 13, asi
como de su espectro de espectrometria de masas, como parte del extracto hexanico de
hojas de la planta Brickellia veronicaefolia HBK (Gray) “PEXTO”, recolectada en la

comunidad de Ocopulco Chiautla, Estado de México.

En el espectro de RMN'H, como se ilustra en la figura 6, se observa una senal triple
centrada en 0.90 ppm, que corresponde a los grupos metilo del alcano y una senal

sencilla en 1.27 ppm correspondiente a los grupos metileno del compuesto.

En el espectro de RMN"’C figura 7, se localizan las siguientes sefiales: en 14.1 ppm,
asignada a los grupos metilo; en 19.7 ppm una sefal que se origina por la presencia de
los grupos metileno unidos a los grupos metilo; en 29.7 y 29.8 ppm, dos sefales que
corresponden al resto de los grupos metileno, excepto para los grupos metileno beta a

los grupos metilo.

El espectro de masas figura 8, se puede observar una serie de fragmentos que se
diferencian por 14 unidades de masa/carga (m/z), debido a las fragmentaciones
sucesivas de los grupos metileno, y que presentan una abundancia relativa de los
mismos en forma de media campana, caracteristica de alcanos de cadena abierta de
mediano y alto peso molecular. Ademas de los fragmentos mencionados, se observan
fragmentos derivados de los anteriores, con una o dos unidades de m/z menores, los
cuales se forman debido a la generacion de los alquenos y cationes alilicos

correspondientes.
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Otra caracteristica adicional en el espectro de masas de impacto electronico de los
alcanos de medio o alto peso molecular, es que regularmente el idn molecular es muy
pequetio e inclusive no llega a ser detectado. Asi, como se observa en el espectro de
masas del metabolito secundario puro, en la zona de altos valores de relacion m/z, se
puede localizar una serie de picos muy pequeios que llegan hasta un valor apreciable de

m/z cercano a 500.

A partir de esta observacion, se propone que el compuesto MP debe de corresponder al
hexatriacontano (Cs;sH74), considerando que ademas de las pérdidas consecutivas de los
grupos metileno, también es posible proponer la pérdida de una unidad de m/z a partir
de cada carbocation formado, para dar lugar a la funcion alqueno que, mediante otra
pérdida de una unidad de m/z, generaria un carbocation alilico; o bien a partir del
carbocatién original de tipo primario, se puede proponer una transposicion de hidruro
para generar un carbocation mds estable, el cual daria las correspondientes
fragmentaciones, lo que en suma hace que el espectro sea grande en la cantidad de
fragmentos producidos. Aunado a lo anterior, se determiné el punto de fusion 68 — 70
°C, teniendo valores cercanos al reportado 74 — 75 °C, por lo que se sugiere que

corresponda al hexatriacontano (CssH74).

Por otro lado, se han identificado aproximadamente 15 compuestos quimicos del
espécimen Brickellia veronicaefolia HBK (Gray) “PEXTO”, utilizados como agentes
antiinflamatorios, relajantes musculares, * * presentan efecto hipoglucemiante en el
tratamiento de la diabetes mellitus, vermifugos; en el tratamiento de gastroenteritis,
afecciones del estomago, dispepsia, colicos biliares, artritis, problemas de diarrea > * y
tratamiento contra el coélera. Sin embargo, en la bibliografia consultada no se han
encontrado informes que muestren datos sobre la actividad antifingica de los

compuesto (EH y MP) estudiados en este trabajo sobre C. albicans y C. neoformans var.

neoformans.

La capacidad antifingica del extracto de hoja puede ser atribuida, a que se ha reportado

. . : - 12
la presencia en su mayoria de compuestos derivados del acido benzdico *“y no se
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descarta que produzca diversos metabolitos secundarios, mucho de los cuales tienen
actividad antifungica. Sin embargo, es importante mencionar que de manera general, la
familia de las compuestas (Asteraceae), ocupa un lugar preponderante en la flora de
México, tanto a nivel de géneros como de especies y contribuyen sustancialmente a la

56 , ) X
; ademas, se caracteriza por ser rico en

enorme riqueza de la flora de nuestro pais
lactonas sesquiterpénicas del tipo eudesmandlido como isoalantolactonas, 11-13
dihidroalantolactona, 11-13 dihidroisoalantolactona (han mostrado propiedades
bactericidas y fungicidas in vitro), triterpenos como la fridelina, dammarandienol (y su
correspondiente acetato), principalmente contienen la tuyona, cuyo principio activo le
confiere propiedades vermifugas al paralizar a los parasitos intestinales, ademas de
contener estragol, felandreno, ocimeno, hidroxicumarinas (confiere propiedades
antisépticas), alcaloides como la quinina, taninos, nitrato de potasio, absintina, fenoles,
germacreno-D-lactona, hidrocarburos sesquiterpénicos y alifanicos, fitoesteroles del
tipo B y (-sitosterol y estigdienol y su correspondiente acetato), insulina, flavoniodes,
sales potasicas , mucilagos y la inulina con accidon hipotensora en animales,
expectorante, espasmolitica y antihelmintica y en uso tOpico; cicatrizante y

SRR 53,57
antipruriginosa. ~~

Un ejemplo de este comportamiento son los datos obtenidos en este trabajo. El
metabolito puro (hexatriacontano (Cs3sH74)) identificado en la figura 8, corresponde a un
compuesto con cadena lineal y ramificado, alin no se han encontrado reportes que
demuestren alguna actividad biologica. Sin duda lo hace atractivo como un posible

metabolito con actividad antifingica.

Se evalu6 la actividad antifingica del MP y EH de Brickellia veronicaefolia HBK
(Gray) “PEXTO”. Para este fin se emple6 el método de difusion en disco, que
determina de manera relativamente sencilla, si un compuesto es sensible frente a hongos
o bacterias, en cuanto a su fundamento, tan pronto como el disco impregnado con los
compuestos (MP y EH), toman contacto con la superficie humeda del agar, el agua se
absorbe en el papel de filtro y los compuestos se difunden en el medio que lo rodea. La

velocidad de extraccion de los compuestos fuera del disco es mayor que su difusion
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hacia el interior del medio, de modo que la concentracion inmediatamente adyacente al
disco puede exceder a la del disco mismo. No obstante, a medida que aumenta la
distancia, hay una reduccion logaritmica de la concentracion de los compuestos, si la
placa ya fue inoculada con una suspension en este caso de Candida albicans (ATCC
10231) y Cryptococcus neoformans var. neoformans, se produce el crecimiento
simultaneo de los hongos sobre la superficie del agar. Cuando se alcanza una masa
celular critica de los hongos, se sobrepasa la actividad inhibitoria y asi observandose
crecimiento de los mismos (interfase), apareciendo bodes definidos con claridad y
donde la concentracion fue suficiente para evitar el crecimiento, se produce una zona o

54, 58

llamado halos de inhibicién (area donde no hay crecimiento). como se ilustra en la

figura 9 y 10. La concentracion de los compuestos que se difundieron en esta interfase

.. . . ., L. 58
de crecimiento y los hongos inhibidos se conoce como concentracion critica.

La informacion consignada en las tablas 5 y 6, muestran los resultados obtenidos en la
prueba de difusion en agar, se evaluaron considerando activos los extractos que
presentaron un porcentaje de inhibicién mayor al 20% *, sin embargo, hubo variacién
en los resultados de 5 mg de EH/mL contra Candida albicans (ATCC 10231), con un
porcentaje de 19.22%, siendo este cercano al 20%. El tamafio del halo que se observa
en la prueba de difusion de disco anteriormente descrita, no es significativo por si solo
ya que permite hacer aproximaciones de la CMI de los compuestos in vitro.

Se utilizd6 como control positivo ketoconazol, el cual es uno de los miembros de la
familia de los azoles es de gran utilidad para el tratamiento de las micosis causadas por
los hongos estudiados en este trabajo y son en muchos casos la terapia de eleccion,

debido a su baja toxicidad y eficacia, entre otras ventajas.>®

Para todas las concentraciones y los tiempos, al igual que para los controles, se hicieron
3 repeticiones para obtener datos representativos estadisticamente. Se midi6 el diametro
en milimetros de la zona de crecimiento de los hongos, en intervalos de dos dias,
tomando como resultado el valor promedio de estas mediciones, determinandose el

porcentaje de inhibicion del crecimiento de los hongos.
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En los ultimos afios, se han publicado muchas técnicas para determinar la sensibilidad
de los hongos a los antifungicos. Las metodologias que se emplean con mayor éxito en
la evaluacién de la actividad bioldgica de extractos de origen natural, es el método de
dilucion, algunos autores han realizado el método usando diferentes condiciones de
ensayo, las ventajas de las pruebas de dilucion proporcionan mas informacion de tipo
cuantitativo y pueden ser aplicadas a un rango mas amplio de aislamiento que las

. ., . . . . . ., 54
pruebas de difusién, sin embargo, existe un riesgo definido de una mala interpretacion™.

Los resultados obtenidos para la prueba de sensibilidad por dilucién en agar, estdn
dados por el punto limite, representado por la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI),
que es definido como la menor concentracién de un fArmaco o agente antimicotico que
impide el crecimiento in vitro de un microorganismo, por convencion; si se desarrolla el
crecimiento del hongo en las primeras placas pero no en la que sigue, puede

establecerse un valor de CMIL * % *°

Esto se puede observar en la figura 11, el punto
limite estd entre 3.5 mg de EH/mL donde se evidencia crecimiento de colonias
caracteristica de Candida albicans (ATCC 10231) (C) y 4.0 mg de EH/mL como se
aprecia en el cuadrante (D) que son inhibidos por la concentracion del EH contenidos en
la placa, por lo tanto es el valor de CIM. En cuanto al MP ocurre que el valor de CMI es
de 0.25 mg de MP/mL (ver figura 12 cuadrante G), la inhibicion ocurre a una

concentracion menor en comparacion que el EH.

Similar a lo anterior, se muestra el mismo fenomeno para Cryptococcus neoformans var
neoformans en la figura 13, el valor de CMI es de 0.5 mg de EH/mL (C) y para el MP
es de 0.1 mg de MP/mL (G), ver figura 14. Para tales efectos, lo que se sugiere, es que
el MP inhibe a bajas concentraciones en comparacion con EH, porque se encuentra

puro, en mayor concentracion y con ello hay un aumento de potencia.

En cuanto a la CFM, a diferencia de la CMI, es la menor concentracion de un
compuesto como el EH y MP, que produce la muerte de mas del 99.9 % de un in6culo
estandarizado™ de Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var
neoformans. La figura 15 muestra la determinacion del CMF contra Candida albicans
(ATCC 10231) la cual corresponde a 4.0 mg de EH/mL (placa A). Para el MP figura 15,
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se determind que la cantidad de colonias obtenidas a una concentracion de 1.0 mg de
MP/mL (placa C) es menor al 99.9% del in6culo (o bien 3 colonias después de un
periodo de incubacion), por lo tanto corresponde a la CMF. Dicha concentracion que
inhibe o produce la muerte de Candida albicans (ATCC 10231) es muy cercana a la
CMI se debe encontrar dentro de una o dos diluciones al medio. **

Esto también se observa para Cryptococcus neoformans var. neoformans, En la figura
16 la CMF es de 0.25 mg de EH/mL (placa D). Finalmente para el MP, la CMF es de
0.75 mg de MP/mL (B).

El siguiente punto que se abordd, es la formacion del tubo germinativo de Candida
albicans (ATCC 10231) en presencia de suero fetal bovino y sometida a la accion de
EH y MP a una concentracion de 4.0 mg de EH/mL y 1.0 mg de MP/mL durante 3 h.

Para el MP se encontr6 una disminucion significativa (p<0.0001) en la longitud del tubo
germinativo, en comparacion con el control positivo como se demuestra en el grafico 1,
asi como disminucion en el didmetro de los conidios (p<0.001), ver grafico 2,
finalmente solo el 0.5% de las células observadas al microscopio Optico presentaron

tubo germinativo, de lo anterior se ilustran dichos resultados en la figura 17.

Y para el EH no hay diferencias significativas en la longitud (grafico 1) y en el didmetro
de los conidios (grafico 2), teniendo que el 61% de las células observadas al
microscopio presentaron tubo germinativo (grafico 3). Ambos compuestos se
compararon con el control, la cual no se le adiciond ninguna concentracion de EH, MP
y cumpliendo con las mismas condiciones de manipulacion e incubacion que las

tratadas.

Con los resultados arrojados en esta prueba, encontramos que es factible utilizar el MP,
sin embargo, aunque no hubo diferencias significativas con respecto al EH, mostraron
alteraciones en la morfologia del tubo germinativo (figura 17), dichos cambios podrian
afectar la capacidad de adherencia, colonizacion del huésped y a su vez en la
patogenicidad, lo cual es de gran importancia esta capacidad de filamentacion, ya que
esta relacionada como un factor de virulencia que le permite la invasion y colonizacidén
al hospedero a través de poros, mediante el proceso de penetracion de las células, tejidos

y de adherencia a la superficie epitelial. El hecho de que no pueda sufrir este cambio
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morfogenético, hace mas susceptible a C. albicans para que sea eliminada por el sistema
inmunologico del hospedero, incluso, ese es el motivo de que surja la necesidad de
desarrollar compuestos antifingicos que puedan prevenir la formacion de hifas y de

. 10, 15, 33
destruir ambas formas de la levadura. ™

Otro aspecto importante es la evaluacion del cambio morfoldgico de Candida albicans
(ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var neoformans, tratadas de igual manera
con EH y MP, mediante el andlisis de imagen se realiz6 con el programa Imagen Pro-
Express Version 4. En el grafico 4 se muestra que a cero horas no hay alteracion en la
longitud de los conidios de Candida albicans (ATCC 10231). A 24 h en todas
concentraciones existen diferencias significativas de p<0.0001 con respecto al control;
pero comparandolas entre ellas, no hay diferencia significativa. Al tiempo de 48 h de
incubacion hay diferencias significativas de p<0.0001 con el control y todas las
concentraciones tratadas (EH 5 mg/mL, EH 4 mg/mL, MP 5 mg/mL, MP 1.0 mg/mL);
entre EH 5 mg/mL vs MP 1.0 mg/mL hay diferencia de p<0.00, EH 4 mg/mL vs MP
1.0 mg/mL p<0.05 y MP 5.0 mg/mL vs MP 1.0 mg/mL también hay diferencia
significativa de p<0.05, la cual sugiere que el MP a concentraciones muy pequefias
disminuye la longitud de los conidios, por lo tanto se podria tomar la decision de
utilizarlo sin la necesidad de ocupar concentraciones altas para el mismo efecto, esto se
veria reflejado en costo-beneficio-efecto, por otro lado, en el grafico 5 sefiala que hay
diferencia significativa de p<0.0001 con el control, 0 h contra las concentraciones de
EH. No hay diferencia del EH 5 mg/mL vs EH 4 mg/mL a 24 y 48 h, por lo que
podria decidir utilizar concentraciones bajas a un tiempo menor, ya que se tiene el

mismo efecto (EH 4 mg/mL a 24 h).

Para el MP hay diferencias a 24 y 48 h de MP 5 mg/mL y para MP 1.0 mg/mL, en el
grafico 6 muestra una disminucion considerable en el porcentaje de células observadas
por campo de 3.53 % a 5.7 % con las concentraciones tratadas contra cada uno de los
controles, por lo que se diria que si hubo alteracion en cuanto a tamafio y nlimero de
conidios observados por campo y sin olvidar otro aspecto importante, el cambio en la

forma de las células, la cual se observan en las figuras 18 y 19.

En el grafico 7 muestra que hay alteraciones en la longitud de la célula de Cryptococcus

neoformans var. Neoformans. Se encontré que al tiempo de 24 h de incubacion, todas
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las concentraciones tratadas tuvieron diferencias significativas (p<0.0001) con respecto
al control, pero no entre ellas (EH 5 mg/mL, EH 0.25 mg/mL, MP 5 mg/mL y MP 0.75
mg/mL); de igual forma, se hace evidente a las 48 h, con una diferencia minima a una
concentracion de EH 0.25 mg/m vs 4. MP 5 mg/mL de p<0.05. Con lo anterior se puede
sugerir en utilizar concentraciones pequefas a tiempos cortos, como por ejemplo, a una
concentracion de EH 0.25 mg/mL a 24 h, inclusive no seria necesario la purificacion del
MP, esto es porque de acuerdo a los graficos 7 y 8 se demuestra que a concentraciones
bajas o altas tiene el mismo efecto, tomando en cuenta de igual forma el costo-
beneficio-efecto, obteniéndose disminucion de la longitud de los conidios y porcentajes
en el numero de células observadas por campo (30% al 41%) con respecto al control
(93% al 95%) ver grafico 9, asi como alteracion en la forma los conidios como se

observan en las figuras 20 y 21 (marcadas con flechas).

La importancia de que se desarrolle cambio en la morfologia de Candida albicans
(ATCC 10231) y de Cryptococcus neoformans var. neoformans, esta en que se ha
demostrado que un agente antimicotico es una sustancia quimica o fotoquimica que
tiene la capacidad de producir alteraciones en la estructura de una célula fingica, con el
proposito de inhibir su desarrollo, alteracién o capacidad de supervivencia, de forma
directa o indirecta, lo que facilita el funcionamiento de los sistemas de defensa del
hospedero. *° A continuacion se mencionaran algunos ejemplos de grupos que afectan
de acuerdo a su sitio de accién ® ; como aquellos grupos de farmacos como es el caso de
los polienos (Nistatina), que alteran la membrana citoplasmatica, desorganizandola y
produciendo inestabilidad osmética, pérdida de su integridad, dando lugar a la salida de
los componentes citoplasmaticos. Otro ejemplo de fdrmacos que alteran la membrana
citoplasmatica, son los azoles (Ketoconazol, Itraconazol, Fluconazol, entre otros),
alilaminas (Terbinafina y Naftifina) y tiocarbamatos, que disminuyen la sintesis del
ergosterol por la inhibicion de la enzima del sistema P450, teniendo como consecuencia
un aumento en la permeabilidad de la membrana citoplasmatica alterando la
organizacion de la célula y provocando disminucion en el crecimiento del hongo. Otro
ejemplo son los lipopéptidos (Equinocandinas, Papulacandinas y Triterpenos
glicosilados) que actian inhibiendo la sintesis de los glucanos, a través de la
inactivacion de las enzimas responsables de formacion de los polimeros de glucosa,

siendo éste esencial para la estructura de la pared celular, ésta se debilita y se torna
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incapaz de soporta el estrés osmotico, por lo que la célula fingica muere. Y el grupo
que afecta al nucleo celular, las pirimidinas fluoradas (Fluocitosina) que inhiben el
crecimiento y reproduccion de los hongos impidiendo la sintesis de proteinas de la

, 61,62, 63, 64, 65
célula. ° """

Los resultados obtenidos en este trabajo son la base para profundizar en el mecanismo
de accion molecular del EH y MP sobre las levaduras. Esto lo hace atractivo para seguir
investigando en la parte fitoquimica como nueva posibilidad contra el tratamiento de las
micosis causadas por Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var.

neoformans.
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10. CONCLUSIONES

A partir de Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray, conocida como Pexto, se obtuvo un
extracto hexanico de las hojas, que presentd actividad antifungica contra Candida albicans

(ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var. Neoformans.

A partir del extracto hexanico de las hojas, se purificé el metabolito secundario
mayoritario, el cual se identific6 como el hexatriacontano, que también present6 actividad
antifingica contra Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var.

Neoformans.

Se determiné la sensibilidad con el método de difusion en disco, CMI y CMF para el
extracto hexanico de las hojas y metabolito puro, concluyendo que se requiere de menor
concentracion del metabolito puro para obtener la inhibiciéon de ambos hongos, que cuando

se emplea el extracto de hojas.

Se demostro alteracion morfologica en tamafio, forma y nimero de células observadas por
campo para Candida albicans (ATCC 10231) y Cryptococcus neoformans var.
Neoformans. Sin embargo, entre los resultados obtenidos para el extracto de hoja y el

metabolito puro, hubo una minima diferencia estadistica del cambio morfologico evaluado.

Hubo inhibicion en la formacion del tubo germinativo de Candida albicans (ATCC 10231),
empleando el metabolito puro. Para el extracto de hoja si hubo formacion de tubo

germinativo, pero con alteraciones en el mismo.
Se sugiere continuar con estos estudios para profundizar acerca del mecanismo de accion

del extracto hexéanico de hojas y del metabolito puro sobre las levaduras estudiadas y sobre

otros hongos de importancia médica.
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12. ANEXOS
ANEXO 1
PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK

El EH y CP es soluble con los siguientes solventes:

v" Hexano

Acetona

Dimetil sulfoxido (DMSO)
Etanol

Acetato de etilo

ANRNENEN

e Solucion Stock de EH con respecto a la Tabla 8. Se pes6é 40 mg de EH en 0.5 mL de DMSO,
obteniéndose una concentracion de 80 mg / mL.

e Solucion Stock de MP de la Tabla 9. Se pes6é 115 mg de MP en 0.25 mL de DMSO,
obteniéndose una concentracion de 460 mg / mL.

e Solucion Stock de la Tabla 10. Se pesé 25 mg de EH y MP, cada uno en 0.5 mL de DMSO,
para obtener una concentracion de 50 mg/mL.

ANEXO 2

PREPARACION DE LAS DILUCIONES EXTRACTO DE HOJA (EH)

Tabla No. 7 Diluciones para el extracto de hoja (EH)

TUBO mg/mL mg extracto BL stock
1 2.5 12.5 27.17
2 3.0 15 32.60
3 3.5 17.5 38.04
4 4.0 2 43.47
5 4.5 22.5 48.91
6 5 25 54.34
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PREPARACION DE LAS DILUCIONES DE METABOLITO PURO (MP)

mg/mL M extracto BL stock
0.25 125 15.62
0.5 2.5 31.25
1.0 5.0 62.5
1.5 7.5 93.75
2.0 10.0 125.0
2.5 125 156.2

ANEXO 3

PREPARACION DE LAS DILUCIONES

mg/mL Mg extracto UL stock
0.1 0.5 10
0.25 1.25 25
0.5 2.5 50
0.75 3.75 75
1.0 5.0 100
1.5 7.5 150
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