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RESUMEN

L.a presencia de especies del genero Aspergilfus en las regiones agricolas del
estado de Sonora, representa un riesgo latente para el desarrollo de
enfermedades micdticas. En los dltimos afios, la disminucion de la efectividad
de las terapias antifingicas ha dado lugar a la busqueda de nuevas fuentes
de antibioticos. Ante esta problematica, las plantas de uso medicinal
representan una alternativa para ello. Por lo tanto, la finalidad del presente
trabajo fue evaluar la actividad antifungica de cuatro fracciones del extracto
metandlico de la corteza de la raiz Zizyphus obtusifolia (“Jutuki’} contra A.
niger, como un paso determinante en el proceso de aislamiento del compuesto
responsable de la actividad antifungica. El fraccionamiento se realizod
mediante un proceso de particion y la actividad se evaludé mediante el método
de dilucion en agar. Los resultados demuestran que el extracto metandlico de
la corteza de la raiz posee una actividad antiflingica en contra de A niger
catorce veces mayol que la reportada por Almada en 2010. A una
concentracion de 0.50 mg/mL, la fraccién residual presento 1.4 veces mas
actividad que el extracto metandlico al séptimo dia de evaluacion. Asi mismo,
fue 2.18 veces mas activa que la fraccion de etanol, y 14.75 veces mas activa
que la fraccion la de hexano. Debido a que el efecto inhibitorio del extracto
metandlico y de las fracciones activas se redujo a traves del tiempo, los
resultados sugieren que los compuestos presentes en la corteza de la raiz
tienen propiedades fungistaticas.



JUSTIFICACION

Ante la disminucion de la efectividad de las terapias antibidticas en contra de
las infecciones micoticas, las plantas de uso medicinal representan una
alternativa para la blisqueda de Nuevos antifingicos. En los Gltimos afios,
numerosas investigaciones han aislado compuestos a partir de plantas, y han
demosfrado que poseen propiedades farmacoldgicas importantes. En la
mayoria de estos trabajos, el fraccionamieNto consecutivo de los extractos
vegetales ha sido fundamental para su éxito. EN la region sur del estado de
Sonora, los resultados obtenidos por AlMada en 2010 demuestran que el
extracto metandlico de Zizyphus obtusifolia posee actividad antifungica en
contra de Aspergillus niger y sugiefen que Tepresenta una fuente potencial
para |a obtencion de nuevos antifingicos. Ante ello, el fraccionamiento del
extracto metandlico de Z obtusifolia repfesenta un paso esencial en el

procesoc de aislamiento del compuesto responsable de la actividad.



OBJETIVOS
General

Evaluar la actividad antifungica de la fraccidon de hexano, acetato de etilo,
etanol y residual del extracto metandlico de Zizyphus obtusifolia contra
Aspergiflus niger (NRRL3).

Especificos

» Obtener el extracto metandlico de Zizyphus obtusifolia

* Fraccionar el extracto metandiico de Zizyphus obtusifolia mediante

particidén sélido-liquido

¢ Evaluar el efecto antifungico del extracto y de sus fracciones sobre el

crecimiento de Aspergilfus niger (NRRL3)

Xi



HIPOTESIS

La principal actividad antifungica del extracto metandlico de Zizyphus

obtusifolia en contra de A. niger (NRRL3) sera retenida en una sola fraccién

xi



INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariotas de distribucion ubicua, y aunque la
mayoria se consideran saprofitos, existen algunas especies capaces de
causar dafio a tejidos de organismos superiores como plantas y animales
mediante mecanismos bioquimicos adaptados (Guarro., 2012). En las Ultimas
décadas, de manera conjunta con el incremento en la incidencia de
enfermedades cronico-degenerativas, inmunodeprimentes e
inmunodeficientes, se ha observado un aumento en la micosis oportunistas
(Arenas., 2008). Entre los principales géneros involucrados se encuentra
Aspergillus, Candida, Criptococcus y zygomicetes (Sanchez., 2001; Murray y
col, 2006). Sin embargo, a pesar de la existencia de antiflungicos efectivos,
en las Ultimas deécadas se ha visto una disminucién en el éxito de las terapias
con antibiéticos debido a su uso indiscriminado, la aparicion de mecanismos
de resistencia y su toxicidad crénica (Diomedi., 2004; Cuenca., 2010; Mellado
y col, 2002). La presencia de especies del genero Aspergiflus (A niger, A
flavus y A. ochraceus) en las regiones agricolas del estado de Sonora

representa un riesgo latente para su poblacion (Cortez-Rocha y col. 2003).

Se ha demostrado que las plantas utilizadas con fines medicinales
poseen propiedades farmacologicas importantes, lo que las ha catalogado
como fuentes potenciales para la obtencidn de nuevos medicamentos
(Vivanco y col, 2005; Joy y col, 1998). Varios trabajos demuestran el
aislamiento de compuestos con actividad antifingica a partir de extractos de
plantas mediante un esquema de aislamiento biodirigide (Salgueiro y col.
2004; Lago y col. 2004; Ahumed y col. 2005; Yenesew y col. 2005; Dabur y
col. 2005). En la mayoria de ellos, el fraccionamiento previo de los
constituyentes quimicos de los extractos vegetales representa un paso
fundamental para identificar el compuesto responsable de la actividad. En la
region sur del estado de Sonora, Almada en el 2010 demostrd que el extracto
metandlico de Zizyphus obtusifolia presentd actividad antifungica sobre A
niger. Los resultados de Almada 2010 sugieren que Z obtusifolia representa

una fuente potencial para la obtencion de nuevos antifUngicos. Dado gue el
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fraccionamiento del extracto metanolico es fundamental para e éxito del
aislamiento biodirigido, el objetivo del presente trabajo fue fraccionar el
extracto metanclico de Z obtusifolia y evaluar la actividad antifungica de cada
fraccion en contra A niger.



ANTECEDENTES

Infecciones micoticas

Los hongos son organismos eucariotas, heterétrofos, quimiolitrotofos, e
inméviles agrupados dentro del reino fungi con distribucién ubicua. Se
clasifican en levaduras y mohos atendiendo a la forma de desarrollo uni o
pluricelular en su medio, y su principal caracteristica es la presencia de una
pared celular rigida compuesta por carbohidratos modificados como la quitina
(Pontdn, 2008). Esta estructura distintiva les confiere la incapacidad de
fagocitar material extracelular para la obtencion de energia, por lo que la
absorcion de nutrientes se realiza mediante la degradacion enzimatica de los
componentes organicos contenidos en el medio colonizado. La forma de
reproduccion de los hongos puede ser sexual y asexual, presentandose con
mayor frecuencia la asexual mediante la esporulacion con estrategias
reproductivas facilitando su diseminacién. La esporulacion se puede ver
favorecida por circunstancias medioambientales adversas como falta de
disponibilidad de nutrientes, luz o puede ser parte del ciclo de vida normal
durante la reproduccién (Guarro., 2012).

Algunos hongos han desarrollado la capacidad de invadir a los
organismos superiores como las plantas, animales y humanos mediante
mecanismos  bioguimicos adaptados. La presencia de estas especies
‘patégenas” conlievan al desarrollo de afecciones en los hospederos, debido
a gue la funcionalidad de sus estructuras celulares se ven comprometidas a
consecuencia de la degradacion causada por € honge colonizante (*/nfeccion
micotica” o “micosis”) (Peman y Salavert, 2012., Nucci y col, 2010). Algunos
hongos considerados no patégencs (“saprofitos” pueden colonizar los
epitelios y las mucosas, e infectar al huésped cuando se presenten
condiciones que favorezcan & desarrollo fungico (“patégeno oportunista’)
como el inmunocompromiso del huésped, inmunodepresién, aspiracién de

esporas O traumatismo epitelial. Las micosis clinicamente relevantes se



clasifican en superficiales, subcutaneas y sistémicas dependiendo del grado

de invasién al huésped (Sanchez y col, 2010).

Las micosis superficiales estan dadas por aguellas infecciones que
afectan exclusivamente la capa cornea de la piel 0 los cabellos sin que se
acompafne de reaccidn inflamatoria en los tejidos (Richardson y Lass-flor,
2008). Las infecciones micoticas subcutaneas aparecen por implantacion
directa de las esporas o fragmentos de miceiios en |as heridas de la piel y en
las erosiones por picaduras, caracterizéndose por la formacion de abscesos y
granuiomas subcutaneos. Las invasiones fungicas sistémicas son las mas
graves y son producidas principalmente por la inhalacion de esporas las
cuales germinan en los pulmones comprometiendo su funcién, dando por
resuitado iesiones purulentas y granulomatosas, acidosis metabdlica, hipoxia
y difusion por el torrente sanguineo invadiendo otros dérganos (Sanchez,
2001).

Epidemiologia

La incidencia de infecciones micoticas varian en todo el mundo y presentan
diferentes caracteristicas epidemioldgicas dependiendo de la region
geogréfica, siendo notorio las infecciones que se contagian desde & medio
ambiente (Patterson, 2011). La incidencia de infecciones micéticas invasivas
ha aumentado en ios uitimos 20 afios. En los Estados Unidos, las infecciones
del sistema sanguineo constituye la cuarta infeccion mas comun, y existe una
tendencia similar reportada alrededor dei mundo. Las infecciones micéticas
invasivas pueden asociarse con una mortalidad mayor de 40% si son
causadas por Candida albicans, y es mayor de 50% en caso de aspergilosis
(Denning y col, 2011). Las infecciones micoticas oportunistas se presentan
principaimente en personas inmunocomprometidas con anomalias en su
sistema inmunolégico (Warnock, 2007., Grau y col, 2012).

Las micosis oportunistas provocadas principalmente por e género

Aspergiilus, Candida, Criptococcus neoformans y los perteneciente a los



zygomicetes han aumentado considerablemente (Sanchez., 2001). Los
principales factores gue facilitan la invasion fungica son: defecto de la
inmunidad, sea celular (sindrome de inmunodeficiencia adquirida SIDA) o
humoral (leucemia, mieloma), por alteraciones en la fagocitosis (lupus y
diabetes); granulocitopenia (medicamentos citotdxicos y radioterapia) o
inmunodepresién consecutiva a uso de quimioterapia principalmente en
pacientes con trasplante (Arenas., 2008) Asi mismo, el empleoc de
antinegplasicos, agentes inmunosupresores, € uso indiscriminado de
antimicrobianos y antifungicos profilacticos de amplio espectro han facilitado
la entrada de hongos oportunistas en pacientes susceptibles. Otros factores
como la dificultad para realizar el diagndstico de las micosis profundas vy la
resistencia a los antifungicos contribuyen a empeorar €l pronéstico de las

infecciones micoéticas invasivas (Guango., 2008).

Las micosis oportunistas sugieren un desafio diagndstico y terapéutico,
y € aislamiento e identificacion de microorganismos patdgenos es
fundamental para lograr el control adecuado de las infecciones producidas por
las especies mas frecuentes de hongos oportunistas (Murray y col., 2006).
Algunos de estos microorganismos presentan resistencia al tratamiento
convencional utilizado, como o es la administracidén de derivados azolicos o
polienos (Fico, 2004 A., Fico, 2004 B., Da Silva y col, 2004). El aumento de
las dosis prescritas a los pacientes infectados con este tipo de cepas puede
resultar toxico, por lo que en los dltimos afos, se ha optado por la busqueda

de nuevos medicamentos.

Aspergilosis de importancia clinica

El género Aspergillus spp posee alrededor de 900 especies clasificados en 18
grupos y estd conformado por hongos filamentosos hialinos ubicuos
caracterizados por la produccion de hifas especializadas, denominadas
conidiéforos, donde se ubican las células conidiogenas que generan a la
esporas asexuales o conidios (Alcala y col, 2012). De todas las especies

conocidas, solo 12 han sido relacionadas con infecciones en humanos, entre
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las cuales se encuentran A. fumigatus (85%), A flavus (5-10%), A. niger (2-
3%), A terreus (2-3%), A. versicolor, Anidulans, A. glaucus, A. clavatus, A.
cervinus, A. candidus, A. flavipes y A. ustus (Abarca, 2000; Koneman., 2008).
La principal via de contagio es la inhalacion de esporas, las cuales se
encuentran diseminadas en el medic ambiente. Debido a esto, el tracto
respiratorio se ve directamente comprometido, pues las esporas germinan y
el hongo invade el tejido. Estas infecciones pueden diseminarse a otros
organos y producir patologias graves (Carrillo, 2011). El término aspergilosis
incluye enfermedades de diferente patogenia como son la aspergiosis
broncopulmeonar alérgica, las formas pulmonares crénicas, no invasivas o
semi-invasivas, las formas invasivas de la via aérea, las formas cutaneas y
las formas extrapulmonares yfo diseminadas (Severo y col, 2010). Sin
embargo, la invasién tisular es poco frecuente y ocurre en pacientes
neutropénicos o sometidos a algun grado de inmunosupresién celular. La
mortalidad de las formas invasivas depende de la forma clinica y el tipo de

huésped, pero suele ser superior al 50% (Fortun., 2012).

Aspergillus niger

Es un hongo filamentoso distribuido ampliamente en la naturaleza
caracterizada por su estructura reproductora denominada conidias. En agar
papa dextrosa (APD) forma colonias miceliales lanosas blancas o amarillentas
y conforme desarrolla la superficie del micelio se cubre de puntos negros
conidiéforos cargados de conidiosporas. Su morfologia microscopica se
describe con conididforos lisos, de tamano variable, cabezas conidiales
biseriadas, metulas y fialides cubriendo a la vesicula, ademas, los conidias
tienen la pared aspera (figura 1) (Abarca, 2000). Generalmente, se pueden
encontrar invadiendo granos de cereal y tejidos de algodén, y aungue posee
una patogenicidad relativamente insignificante, la inhalacién de sus esporas
conduce a desarrollo de cuadros clinicos severos (aspergilosis) (Perfect,
2011).



Figura 1. Morfologia microscopica de A. niger (Conidiéforo) bajo

microscopia éptica y tincién de azul de jactofenol (40X)



En horticultores, se ha demostrado que existe una inCidencia mas frecuente
de aspergilosis debido a su exposicion a las esporas (Guevara y col., 2010).
En México, los datos epidemiologicos sobre este tipo de micosis son escasos
y se limitan al reporte de casos clinicos aislados (Arza-Fernandez y col, 2006).
Esta carencia de informacion se debe principalmente a que tales infecciones
no se consideran de reporte obligatorio (Méndez-Tovar y col, 2007). Las
infecciones micéticas en México estdn asociadas hasta con un 40% de
defunciones por sepsis (Harvey y Myers, 1987, Vazquez y col, 2002, y
Hernandez-Hernandez y col, 2003), y con una mortalidad del 30 al 60% en el
94% de pacientes trasplantados (Frias-de Leon y col, 2013). En las regiones
agricolas del estado de Sonora, A. niger, A. flavus y A. ochraceus representan
un riesgo latente para su poblacion (Cortez-Rocha y col. 2003).

Tratamiento de las aspergilosis

El tratamiento de las infecciones micoticas en humanos ha evolucionado de
manera lenta debido a tres factores principales: la existencia de un numero
limitado de antifungicos, su baja distribucion en los liquidos corporaies. y su
elevada toxicidad (Cuenca-Estrella 2010). La mayoria de ellos son de uso
local, y los mas efectivos se administran por via intravenosa (Catalan y
Montejo 2008), y aunque existen diferentes familias de antifungicos (azoles,
polienos, equinocandinas, alilaminas, hicomicinas, y analogos nucleosidos),
la mayoria de ellas solo cuenta con pocos miembros (Arenas 2008). Los
antifingicos mas eficaces tienen como objetivo inhibir la sintesis del
ergosterol, la sintesis de los componentes de la pared, o modificar la
permeabilidad de la membrana. Los principales antimicéticos utilizados para
€l tratamiento de la aspergilosis son: la anfotericina B, la caspofungina vy el
itraconazol (figura 2) (Allevato y col, 2007).

La anfotericina B es el principal polieno utiizado en el tratamiento de
las infecciones fungicas invasoras debido a su amplio espectro de actividad.
Las dosis de administracion estan limitadas por su elevada toxicidad contra

el huésped (Cuenca 2010). Su efecto antifungico se debe a su capacidad de
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Fuente: tomado de Diomedi 2004; Gregori 2005
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unirse al ergosterol, lo cual provoca la desestabilizacién de la membrana
celular y aumenta su permeabilidad. La formacién de poros por accién de los
complejos anfotericina B-ergosterol facilita la pérdida de iones y moléculas
carbonatadas (figura 3) (Mellado y col, 2002). Al igual que la anfotericina B, &
itraconazol tiene la capacidad de desestabilizar la membrana (figura 2)
{Saballs, 2010). Forma parte de la familia de los azoles, los cuales inhiben &l
crecimiento flngico por su accién sobre la 14-a lanosterol demetilasa. La
unidn a esta enzima bloguea la sintesis de ergosterol, provoca una
desestabilizacidon de la membrana y una acumulacion de esteroles metilados
toxicos para la célula fungica. (figura 3) Aunque, este bloqueo de la sintesis
del ergosterol inhibe e crecimiento de la célula pero no la mata (Mellado y
col, 2002; Cuenca.,, 2010). La caspofungina pertenece a la familia de las
equinocandinas y actia sobre la 1,3-betaglucano sintetasa, enzima necesaria
para la formaciéon de polimeros de 13-beta-glucanc que forman parte de la
pared fungica (figura 2) (Odio, 2010). Esta inhibicidn enzima reduce la sintesis
del glucano, causa inestabilidad osmética y la lisis celular (figura 3) (Diomedi.,
2004),

Resistencia antifingica

El aumento en la utilizacion de farmacos antifungicos y su uso indiscriminado,
ha dado lugar a la aparicion de cepas capaces de confrarrestar sus efectos
(‘cepas resistentes”). Los principales mecanismos mediante los cuales las
cepas fungicas pueden generar esta resistencia farmacolégica son: (i)
incapacidad del antifingico para alcanzar su blanco dentro de la célula,
mediado por un aumento en la permeabilidad de membranas, y/o a sistemas
de bombeo activo del compuesto al exterior; (ii) variabilidad en la interaccion
farmaco-blanco (incremento en el nimero de copias de los blancos 0 cambios
debido a mutaciones); (iii) alteracion en las enzimas de las vias metabdlicas:
y (iv) modificaciones en el procesamiento intracelular del farmaco (Espinel,
2008).



En las ultimas décadas, se han descrito los mecanismos de resistencia de
algunas cepas del género aspergillus. Se ha observado que la resistencia a
la anfotericina B por un descenso en la concentracion de ergoesterol, y/o a un
aumento en la concentracion de fosfolipidos (Deray 2002; Da Silva y col, 2004,
Espinel 2008). Por ofra parte, las mutaciones discretas en los genes que
codifican la sintesis de ciertas enzimas han dado lugar a la generacion de
resistencia al itraconazol y a la caspofungina. En el caso del itraconazol,
existen modificaciones puntuales en la secuencia de aminoacidos de la 14-a
lanosterol demetilasa, lo cual reduce su afinidad a los azoles (Méndez y col,
2007, Manzano y cal, 2007). De igual manera, la resistencia a caspofungina
esta dada por la modificacién de la secuencia de aminoacidos en la enzima
glucano sintetasa (Diomedi 2004). La aparicion de estos mecanismos de
resistencia representa un problema de salud a nivel mundial, e implican un
nuevo reto para tratamiento de las micosis por aspergiflus (Peman y Salavert
2012).

Propiedades farmacolégicas de las plantas de uso medicinal

Recientemente, diversas investigaciones han demostrado que las plantas de
uso medicinal poseen propiedades farmacologicas importantes, y representan
una alternativa para la busqueda de nuevos farmacos (Suarez y col, 2013.,
Gahlaut y col, 2013., Thembo v col, 2010). Las plantas de uso medicinal han
sido fuente de compuestos efectivos, los cuales actualmente se prescriben
para el tfratamiento de diversas enfermedades (tabla ) (Joy y col, 1998). Las
propiedades farmacologicas de las plantas estan dadas por compuestos
quimicos de bajo peso molecular denominados metabalitos secundarios, los
cuales representan un mecanismo de defensa contra factores ambientales,
como €l exceso de radiacién solar, o la invasidn y/o de microorganismos
patoégenos (hongos, virus, parasitos y bacterias) (Sepulveda y col, 2003;
Vivanco y col, 2005; Garcia y col, 2006). Algunos metabolitos secundarios

presentan funciones especificas comao atrayentes o repelentes de animales
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Tabla I. Farmacos prescritos aislados de plantas de uso medicinal

Farmaco Planta Uso

Quinina Cinchona sp. Antimalarico, disenteria
amoebica

Ajmalacina Catharanthus roseus Anticancerigeno,
hipotensivo

Vinblastina Catharanthusroseus Anticancerigeno

Artemisina Artemesiaannua Antimalarico

Berberina Berberis Contra leishmaniasis

Pristimerina Celastruspaniculata Antimalarico

Quassinoides Ailanthus Confra protozoarios

Plumbagina

Allicina
Emetina
Rescinamina
Reserpina
Pilocarpina
Cocaina
Morphina
Codeina
Atropina
Atropina
Glucosidos cardiacos

Taxol

Forskolina

Magnolal
Soforadina
Catequina
Nimbidina
Glycyrrhizina
Gossypol

Plumbago indica

Alliumsativum
Cephaelisipecacuanha
Rauvolfia serpentina
Rauvolfia serpentina
Pilocarpus jaborandi
Erythroxylum coca
Papaversomniferum
Papaversomniferum
Atropa belladonna
Hyoscyamusniger
Digitalissp.

Taxusbhaccata

Taxus Brevifolia
Coleusforkskohlii

Magnolia bark
Sophorasubprostrata
Acacia catechu
Azadirachta indica
Glycyrrhizia glabra
Gossypiumsp.

Antibacterial,
Antifungico
Antifungico, amebiasis
Amebiasis
Tranquilizante
Tranquilizante
Antiglaucoma
Analgésico topico
Analgésico

Contra tos
Espasmolitico, resfriado
Espasmeclitico, resfriado
Para la insuficiencia
cardiaca congestiva
Cancer de mama y
ovario

Antitumoral
Hipotensive,
cardiotdnico

Contra ulcera péptica
Antiulcérico
Antiulcérico
Antiulcérico
Antiulcérico
Antiespermatogénico

Fuente: tcmada de Joy y col., 1998



contribuyendo a la polinizacién y a la difusién de semillas. Otros compuestos
tienen funcién protectora en forma de repelentes frente a depredadores,
dandole a la planta sabores desagradables, haciéndolas repugnantes o
venencsas e interviniendo en mecanismo de defensa frente a diferentes
patogenos. Las principales familias de metabolitos secundarios son: los
terpencs, los alcalcides, l0s glucosidos, les tanines y los flavonoides (Domingo
y Lopez-Brea 2003).

Terpenos

Constituyen el grupe mas numeroso de metabolitos secundarios, incluye
pigmentos carotenoides, estéroles y derivados (funcién protectora contra
insectes), hormonas y aceites esenciales {actlan ccmo repelentes de insectos
o insecticidas) Se han encontrado terpenos con propiedades
anticarcinogenicas, antiulcerosas, antimalariales y antimicrobiana (Avalos y
col, 2009). Ahmed y colaboradores en 2005 demostré que los terpenos
presentes en el extracto de raiz de Daucus carofa L. spp Carola inhibia el
crecimiento de Aspergillus niger. Asi mismo, Salgueiro y colaboradores 2004
demostré actividad de los aceites esenciales {monoterpenos) de Thymbra

capitata en contra de especies de Candida, Aspergillus y los dermatofitos.

Flavonoides, taninos y fenoles

Son compuestos que se caracterizan por tener en su estructura un anillo
aromatico con uno 0 mas grupes hidroxilo, los cuales estan directamente
relacionados con prepiedades toxicas frente a microorganismes (Domingo y
col., 2003). Los flavonoides son compuestos fendlicos que tienen en su
estructura un grupo carbonilo, representan el grupo de fencles naturales mas
amplio. Su mecanismo de accién frente a microorganismos se debe a la
formacién de complejos con proteinas solubles y extracelulares y con las
células de la pared bacteriana (Sepulveda y col, 2003). Ragasa y col,, 2005

aislé a partir del extracto vegetal de Blumea balsamifera (L) (D.C.) dos
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compuestos con actividad en contra de Aspergillus niger. Asi mismo, Yenesew
y colaboradores 2005 encontraron que €l principal flavonoides de la raiz de
Aquilegia vulgaris L (4-metoxi-5,7-dihidroxiflavona 6-C-glucdsido) posee
actividad inhibitoria del crecimiento de Aspergiflus niger. Los taninos
constituyen un grupo de sustancias fendlicas poliméricas, clasificados en
hidrolizables o condensados dependiendo de su conformacion estructural.
Existen reportes de taninos con capacidad antibacteriana y antifungica
(Avalos y col., 2009; Domingo y col., 2003). Dabur y colaboradores en 2005,
aislaron de Datura mete/! L. € tanino ((2-(3,4-dimetil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-yi})-
1-metiletil pentanoato)) con actividad antifungica en contra de A fumigatus, A.

flavus y A niger.

Alcaloides

Son metabelitos secundarics que son solubles en agua, contienen al menos
un atomo de nitrdgeno en la molécula y exhiben actividad biolégica (Avatos y
col, 2009). La mayoria son heterociclicos aungue alguncs son compuestos
nitrogenados alifaticos (no ciclicos). Sus efectos inhibitorios estan
determinados por su capacidad de intercalarse con €l ADN, de detener la
sintesis de proteinas, inducir la apoptosis € inhibir las enzimas del
metabolismo de carbohidratos. (Domingo v col., 2003; Avalos y col., 2009).

Varios trabajos demuestran €l aislamiento de compuestos con actividad
antifungica a partir de extractos de plantas medante un esquema de
aislamiento biodirigido (Salgueiro y col. 2004; Lago y col. 2004; Ahmed y col.
2005; Yenesew y col. 2005 y Dabur y col. 2005). En la mayoria de ellos, la
separacion previa de los constituyentes guimicos de los extractos vegetales
representa un paso fundamental. El fraccionamiento por particion mediante el
uso de solventes de creciente polaridad presenta las siguientes ventajas: 1)
reduce la probabilidad de que diferentes fracciones compartan los mismos
constituyentes; 2) permite concentrar los compuestos responsables de la
actividad; y 3) brinda informacién Utl para elaboracion de protocolos de
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purificacion cromatografia. En el estado de Soncra existe una amplia cantidad
de plantas sivestres utilizadas para la elaboracion de medicamentos
destinados el tratamiento de enfermedades, y en los Ultimos afos, numerosos
tfrabajos han demostrado sus propiedades farmacolédgicas (Moreno-Salazar y
col 2008; Rosas-Burgos y col 2009; Ruiz-Bustos 2009; Robles-Zepeda y col
2011, Alday-Provencio y col 2015). En algunas de ellas, el fraccionamiento
por particion representd un paso fundamental para el aislamiento vy
caracterizacion de los compuestos responsables (Zamora 2014; Rascén y col
2015; Rascén-Valenzueia y col 2015).

Zizyphus obtusifolia

Zizyphus obtusifolia (jutuki) es un arbusto native perteneciente a la familia
Rhamnaceae, generalmente erecto, a menudo espinoso, intricamente
ramificado y de 1-3 m de aito. Posee una corteza blanco-grisacea con hojas
estrechamente elipticas a oblongas, de 5-7 mm de ancho por 8-15 mm de
largo; delgadas, presentan nervaduras laterales anchas, evidentes y a veces
reticuladas. Presenta flores y fruto, las flores son fasciculadas, pedicelos de
2-6 mm de largo y pétalos blancos de 1.5 mm de largo. El fruto es anchamente
elipsoide u obovoide de 6-8 mm de largo y negro con un apruina azulosa
cuando estd maduro (figura 4). Esta especie es utiizada para el tratamiento
de padecimientos comc dolor de pies, rifones, nervios, enfermedades del
pecho, diabetes, llagas e infeccién en los ojos. Las partes utilizadas para la
preparacion de medicamentos son la corteza de la raiz, e fruto y las ramas.
(Johnson y col, 1996). En 2010 Almada evalud la actividad antifungica del
extracto metandlico de la raiz de Z obtusifolia, de las hojas de Lycium
berfandieri, Vallesia glabra, Forchammeria waisonii y de la corteza de
Rhizophora mangle en contra A. flavus y A niger. Alimada enconird que solo
el extracto de Z obiusifolia presenté un efecto inhibitorio significativo scbre el
crecimiento de A niger (41.6%) , y sugirié que Z obtusifolia representa una

fuente potencial para la obtencién de nuevos antifingicos.
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MATERIALES Y METODOS
Obtencion de la muestra

La muestra vegetal de Z obtusifolia fue colectada en las orillas del rio Mayo
en el municipic de Navojoa, Sonora, en las coordenadas: 27°06'13.61";
109°26'22.06" y transportadas al Laboratorio de Bioguimica y Toxicologia del
Departamento de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad de Sonora,
Unidad Regional Sur. Posteriormente, fue secada a una temperatura
aproximada de 25 °C para separar la corteza de la raiz, triturarla finamente
mediante un moline mecanice y almacenarla en bolsas de polietileno a

temperatura ambiente hasta la preparacién del extracto.

Obtencion del extracto metandlico

El polvo obtenido de la muestra vegetal seca se le agrego metanol bajo una
proporcién 1:10 p/v. La suspensidén se dejd en agitacidn por 3 dias a
temperatura ambiente en una placa de agitacién. Posteriormente, la solucidén
fue filtrada al vacio utilizando papel Whatman No. 1 y el sobrenadante fue
evaporado mediante un evaporador rotatorio marca Yamato RE300 a presién
reducida a una temperatura de 40 °C. Al producte obtenido se le denomino
“extracto metandlico”, y fue colocado en un lugar seco para la eliminacién del
metanal residual y protegido de la luz para posteriormente ser almacenado en

refrigeracidén a una temperatura de 4 °C hasta su utilizacion.

Fraccionamiento del extracto metandlico

La obtencidn de las fracciones a partir del extracto metandlico se realizo
mediante un proceso de particién con solventes de polaridad siguiendo lo
propuesto por Rondina y col. en 1985 y por Ramirez y Diaz en 2007. El
procedimiento se basa en realizar lavados exhaustivos con cada uno de los

solventes (hexano, acetato de etilo, etanol) de manera consecutiva en orden
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creciente de polaridad, iniciando con el hexano. Para cada caso, e
sobrenadante obtenido fue filtrado al vacio con papel Whatman No. 1 vy
concentrado en un evaporador rotatorio marca Yamato RE300. Mediante la
anterior metodologia se obtuvielron la fraccion de hexano, acelalc de etilo,

etanol y residual.
Cultivo de microorganismos

La cepa de A niger utlizada fue la NRRL 3 y fue proporcichada por el
Laboraterio de Microbiologia y Micotoxinas del Departamento de Investigacion
y Posgrado en Alimentos de la Universidad de Sonora. Las conidias obtenidas
de la cepa de referencia se mantuvieron congeladas a -80 °C en una
suspension de solucion salina 0.85% con un 15% de glicerol. Para la
preparacion del inoculo de trabajo, se incculd agar papa dextrosa con las
conidias de la cepa de referencia y se incubd a 26 °C durante 7 dias.
Posteriormente, se tomd parte del micelic aérec con un asa microbicldgica en
aro, suspendiéndose en 2 mL de soclucion salina (0.85%) con 0.1% de
detergente Tween 80. Posteriormente se ajustd a una concentracion de 1x109
conidias/mL peor medic de conteo en camara de Neubauer (Tequida-Meneses
y col, 2002; Rosas-Burgos y col., 2009).

Determinacién de la actividad antifungica

La evaluacién de la actividad antifingica se realizé mediante el método de
dilucién agar. Para el extractoc metandlico de Z obtusifolia se evaluaron
concentraciones de 7, 5 1, 0.75, 0.50, 0.25 mg/mL, mientras que para las
fracciones obtenidas se evaluaron concentraciones de 0.50, 025 y 0.125
mg/mL. En cada caso, se prepararon soluciones stock en Dimetilsulfoxido
(DMSQO), se mezclaron con APD a una temperatura aproximada de 40 °C y se
vaciaron en placas Petri. La concentracién final de DMSO en cada placa de
prueba fue del 3%. Después de la solidificacion del medio de cultivo, en €l

centro de cada agar, se hize un pequefo orificio con ayuda de un sacabocado
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estéril. Posteriormente, cada placa fue inoculada centraimente con 100 pL del
inoculo ajustado (1x10® conidias/mL) e incubada a 26 °C por 7 dias. Como
control de prueba se inocularon placas con medio APD, las cuales contenian
DMSO a una concentracion del 3%. Para ver el efecto del solvente utilizado
sobre el crecimiento fungico, se inocularon placas con APD (control de
crecimiento normal). El diametro de las colonias fue medido cada 24 horas
durante 7 dias con la ayuda de un Vernier (Rosas-Burgos y col, 2009). El
porcentaje de inhibicidén del crecimiento de A niger por efecto del extracto y

de sus fracciones fue calculado usando la siguiente férmula: % Inhibicion =

100 - % crecimiento. El porcentaje de crecimiento se determing: dividiendo el
crecimiento radial del hongo (cm) entre el crecimiento radial del control de
prueba y multiplicado por 100. Todas las mediciones se realizaron por

triplicado en tres ensayos diferentes.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante el paquete estadistico SPSS
version 18, se realizd un Andlisis de Varianza (ANOVA) de una via
acompanado de la prueba de Tukey para comparacion de medias. Valores de
P>0.05 fueron considerados significativos. Se compararon los porcentajes de
inhibicién obtenidos bajo el efecto de [as concentraciones evaluadas contra el
control de prueba. Asi mismo, se compararon los porcentajes de inhibicién

entre fracciones,



RESULTADOS

Fraccionamiento del extracto metandlico de Z obtusifolia

A partir de 200 g de muestra vegetal seca se obtuvieron 77 g de extracto
metandlico, lo cual representa el 38.5 % del peso total El fraccionamiento del
extracto metandlico dio como resultado 1.30 g de fraccién de hexano, 4.96 g
de la fraccion de acetato de etilo, 48.36 g de la fraccién de etanol y 19.34 g de
la fraccién residual. Estos valores de rendimiento representan el 1.683 %, 6.44
%, 6281 % y 251253 % del peso total del extracto metandlico

respectivamente.

Actividad antifungica del extracto metandlico de Z. obtusifolia contra
A. niger (NRRL3)

Los promedios del crecimiento radial de A niger bajo el efecto del extracto
metandlico de Z obtusifolia se muestran en la figura 5a. Con respecto al
control de crecimiento normal (APD), la presencia de DMSO en el medio
disminuyo el desarrollo fingico a partir del primer dia de incubacién, e indujo
cambios en la morfologia del micelo. Bajo los efectos del DMSO, A niger
desarrollo una cinética de crecimiento con un patrén similar al control APD,
perc con una reduccién promedio del crecimiento del 13 + 5 %. El extracto
metandlico mostro una reduccion del crecimiento de A. niger bajo todas las
concentraciones probadas. La concentracidn de 7 mg/mL del extracto
metandlico presento los valores de inhibicion mas altes con 100%, 100%, 94%
y 92% a los dias 1, 3, 5y 7 de incubacién, respectivamente, comparado a las
otras fracciones (figura 5b). A una concentraciéon de 5 mg/mL, se presentaron
porcentajes de inhibicidn del 100%, 100%, 91% y 90% al 1, 3, Sy 7 dia de
incubacion respectivamente. La evaluacién de 1 mg/mL de extracto mostro
porcentajes de inhibicion del 100%, 90%, 78% y 74% alos 1, 3, Sy 7 dias
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Figura 5. Actividad antifingica del extracto metandlico de Z obtusifolia a
concentraciones de 7, 5, 1 mg/mL contra A. niger(NRRL3). a) *crecimiento

radial {cm) y b) *porcentaje de inhibicion.
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de incubacién. A 0.75 mg/mL los porcentajes de inhibicién fueron del 100%,
81%, 70% y 59% al 1, 3, 5y 7 dia de incubacién. Bajo las concentraciones de
0.50 mg/mL y 0.25 mg/mL se obtuvieron porcentajes de inhibicién menores,
con valores del 100%, 68%, 57%, y 41%, y del 38%, 31%, 24% y 13% al 1, 3,

5y 7 dia de incubacién respectivamente (figura 6).

Actividad antifungica de la fraccion de hexano, acetato de etilo, etanol y
residual del extracto metandlico de Z obtusifolia contra A. niger
(NRRL3)

En la figura 7a se presenta el crecimiento radial de A. niger bajo el efecto de
la fraccién de hexano a concentraciones 0.50 mg/mL, 0.25 mg/mL y 0.125
mg/mL. Aunque durante las primeras 24 horas de evaluacién se presenté una
inhibicién completa, tal efecto se redujo a través del tiempo. Todas las
cinéticas de crecimiento describen el mismo patrén de comportamiento de
control prueba, pero con valores de crecimiento menores y con una tendencia
dosis dependiente. A 0.50 mg/mL se observaron valores de inhibicion de
100%, 45%, 18% y 4%, a los dias 1, 3, 5 y 7 de incubacién respectivamente
(figura 7b). A 0.25 mg/mL se observaron valores de inhibicion de 100%, 31%,
9% y 5% alos dias 1, 3, 5y 7 de incubacioén, respectivamente. A 0.125 mg/mL
se obtuvieron los valores de inhibicion del 100%, 11%, 3% y 1% a los dias 1,
3, 5y 7 de incubacion, respectivamente. La fraccién de acetato de etilo fue la
menes activa y no se presentd un efecto inhibitorio significativo (figura 8). A
0.50 mg/mL solo se mostro inhibicién a los dias 1, 3, 5 con porcentajes del
40%, 3% y 3%, respectivamente. A 0.25 mg/mL solo se observé un 10% al
primer dia, mientras que a 0.125 mg/mL no se observé inhibicion durante dias
evaluados.
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Figura 7. Actividad antifiungica de la fraccidon de hexano del extracto
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El efecto de la fraccion de etanol sobre el crecimiento de A niger se
presenta en la figura 9. Fue la segunda fraccion mas activa, y mantuvo un
efecto inhibitorio relativamente uniforme a traves del tiempo, decayendo en
las fases finales de la evaluacion. A 0.50 mg/mL se exhiben los porcentajes
de inhibicion del 57%, 50%, 456% y 27% a los dias 1, 3, 5y 7 de incubacion,
respectivamente. A 0.25 mg/mL se presentaron valores 0%, 21%, 20% y 9%,
mientras que a 0.125 mg/mL se obtuvieron porcentajes de inhibicién del 0%,

1%, 10% y 2% a los 1, 3, 5 y 7 dias, respectivamente.

El crecimiento fungico bajo el efecto de la fraccion residual a 050
mg/mL, 0.25 mg/mL y 0.125 mg/mL se muestra en la figura 10. A diferencia
de las fracciones anteriores, se presentaron altos porcentajes de inhibicidn en
contra el crecimiento de A niger. Asi mismo, al igual que las fracciones de
hexano y etanol, se presentd un efecto dosis dependiente, pero con un
sostenido efecto inhibitorio a través del tiempo. A 0.50 mg/mL los valores de
inhibicién a los dias 1, 3, 5 y 7 de incubacién fueron del 100%, 80%, 73% y
59%, respectivamente. A 0.25 mg/mL se obtuvieron valores del 14%, 35%,
29% y 17%, y a una concentracién de 0.125 mg/mL valores del 0%, 12%, 13%

y 4% respectivamente,
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Figura 9. Actividad antifingica de la fraccion de etanol de! extracto
metandlico de Z. obtusifolia a concentraciones de 0.50, 0.25, 0125 mg/mL
contra A. niger (NRRL3). a) *crecimiento radial (cm) y b) *porcentaje de
inhibicién.

*Se presenta la media y la desviacion estandar

a, b, ¢, letras diferentes indican sigrificancia estadistica P> 0.05
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Figura 10. Actividad antifingica de la fraccion residual del extracto
metandlico de Z. obtusifolia a concentraciones de 0.50, 0.25, 0125 mg/mL
contra A niger (NRRL3). a) *crecimiento radial (cm) y b) *porcentaje de
inhibicién.
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DISCUSION

La solvatacion de los extractos es fundamental para la realizacién de las
pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos, entre ellas, e método de
dilucion agar. En el presente trabajo se enconiro que el DMSO utilizado para
la solvatacion de los extractos (3%) mostré una inhibicién significativa sobre
el crecimiento de A niger, resultados similares han sido reportados por Akram
2006, Sharma y Sharma 2011, y Hazen 2013, Por lo cual, es importante que
en futuras evaluaciones se seleccione el solvente mas adecuado, el que
permita la solubilizacion del extracto y ofrezcan el menor efecto inhibitorio
sobre el microorganismo evaluado, Comparado con lo reportado por Almada
en 2010, los resultados indican que la actividad antifungica de Z obtusifolia
en contra de A niger proviene de la corteza de ka raiz. En el presente estudio
se encontré gue a una concentracion catorce veces mas baja, & exiracto
metanolico de la corteza de la raiz de Z obtusifolia mostrd porcentajes de
inhibicién similares a los encontrados por Almada al sexto dia de evaluacion
{(alrededor del 49 %).

De todas las fracciones obtenidas, la fraccion residual presentd el
mayor efecto inhibitorio sobre A niger. A una concentracion de 0.50 mg/mL,
la fraccion residual fue 1.4 veces mas activa que el extracto metandlico al
séptimo dia de evaluaciéon. Asi mismo, fue 2.18 veces mas activa que la
fraccién de etanol, y 14.75 veces mas activa que la fraccion la de hexano. Los
resultados indican que el efecto antifingico del extracto metandlico de Z
obtusifolia esté dado por la accién de multiples constituyentes, pues todas las
fracciones inhibieron el crecimiento de A. niger en menor 0 mayor grado. Asi
mismo, sugieren gue los compuestos presentes en la corteza de la raiz tienen
propiedades fungistaticas, pues el efecto inhibitorio del extracto metandlico y

de las fracciones activas se redujo a través del tiempo.

Debido a que la fraccién con mayor actividad contiene los compuestos
mas polares del extracto metandlico, y tiende a formar espuma al mezclarse
con agua (datos no mostrados), las observaciones sugieren que la actividad

antifungica de Z oblusifolia puede deberse a la accion de saponinas. La
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fraccion residual posee caractefisticas que concuerdan con dos de las
principales propiedades de las saponinas: 1) al sel compuestos heterogéneos
conformados por una molécula esteroide y uno o varios carbohidratos, son de
elevada polaridad; y 2) al mezclarse con agua tienden a generar soluciones
espumosas (Valencia 1995; Lopez-Luengo 2001; Diaz-Puentes 2009).
Johnson y col, en 1996, reportaron gue la corteza de la raiz de Z obtusifolia
se utiliza en la medicina tradicional del estado de Sonora para la elaboracion
de jabones destinados al tratamiento de enfermedades dermatolégicas. Otros
trabajos han reportado la existencia de saponinas con actividad antifungica en
la raiz de la planta de avena y en las hojas de la planta de tomate (Osbourn y
col 1995; Trojanowska y Threlfall 1999), y han reportado la capacidad de las
saponinas de alterar la permeabilidad de la membrana de Candida spp.
(Herrera-Arellano y col 2007). Con base en lo anterior, los hallazgos del
presente trabajo sugieren que la fraccion residual representa un candidato

para el aislamiento y obtencion de un nuevo antifungico en contra de A. niger
(NRRL3).

Finalmente, como se plante¢ al inicio de este trabajo, el
fraccionamiento por particién ha brindado informacién importante para
establecer los protocolos de purificacion de los principales compuesto
bioactivos del extracto metandlico de Z obtusifolia. Los resultados muestran
que |2 separacion cromatografia debe de iniciarse utilizando solventes mas
polares que el etanol, como lo son el metanol y el agua, o mezclas de ellos. A
diferencia de las metodologias propuestas antefiormente (Ahmed vy
Abdelgaleil 2005; Gémez y col 2007; Barros y col 2011) donde el proceso de
aislamiento biodirigido genera una gran cantidad de fracciones
cromatograficas, deben plantearse adecuaciones mMas practicas (Pieters y
Viientinck 2005). Mediante el uso de cromatografia en capa fina y en placa
preparativa, debe de establecerse la fase movil mas adecuada para la
separacion, extraccion y evaluacion de la actividad antifungica de cada una
de las bandas presentes en la muestra. La identificacion de la banda mas

activa marcara la pauta para la separacion cromatografia por columna, pues
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al descartar las bandas inactivas, se reducira el numero de fracciones a
evaluar, el tiempo y los recursos. El esquema del aislamiento biodirigido debe
de mantenerse, repitiendose ciclicamente estos procesos hasta la purificacion

de los compuestos activos.



CONCLUSIONES

La corteza de la raiz de Z obtusifolia posee compuestos antifungicos
en contra de A. niger (NRRL3).

La reduccion del efecto inhibitorio del extracto metandlico y de las
fracciones activas a través del tiempo sugiere que los compuestos presentes

en la corteza de la raiz tienen propiedades fungistaticas.

La fraccion residual representa una alternativa para el aislamiento y

obtencién de un antifungico en contra de A. niger (NRRL3).
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