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RESUMEN

La incidencia de las infecciones micéticas en los seres humanos, en particular las
relacionadas con la piel y las mucosas; aumentan considerablemente. A pesar de
los progresos en la medicina humana, nuevos agentes antifungicos (mas seguros,
eficaces y menos toxicos, con amplio espectro de actividades) son necesarios, asi
como también la busqueda de estrategias, para mejorar el efecto, como es el uso

de combinaciones.

La provincia de San Juan cuenta amplia variedad de plantas de uso medicinal.
Algunas de ellas son reconocidas por su contenido de aceites esenciales vy
moléculas bioactivas, que poseen propiedades tales como efecto antioxidante,

antifungica y antibacteriana.

El objetivo de este trabajo de tesis fue contribuir al conocimiento en la quimica y la
actividad biolégica de los Productos Naturales de la provincia de San Juan con

énfasis en la actividad antifungica.

La composicion quimica y la actividad antifungica de los aceites esenciales de las
especies Artemisia mendozana, Azorella cryptantha (de Bauchaceta y Agua Negra),
G. polycephalum y T. mendocina colectadas en el departamento Iglesia, provincia
de San Juan fue determinada. La proporcién de los constituyentes mayoritarios del
aceite esencial de las dos poblaciones de A. cryptantha fue similar, sin embargo se
presentaron diferencias en los constituyentes minoritarios, el AE de A. cryptantha-
AN presentdé monoterpenos oxigenados. Todos los AEs fueron activos frente a los
dermatofitos: M. gypseum, T. rubrum y T. mentagrophytes con valores de CIM de
250 y 500 pg/ml. Los AEs de A. mendozana, A. cryptantha y T. mendocina fueron
activos frente a C. albicans y C. neoformans. La combinacién de los AEs con
antifungicos comerciales mostré efecto aditivo y redujo considerablemente la dosis
del antifungico, esto permite reducir la toxicidad del antifungico comercial.
Solamente la combinacion de AE de A. cryptantha-AN con fluconazol mostré efecto

sinérgico frente a C. albicans.

Se realizo el aislamiento bioguiado de A. cryptantha (de Bauchaceta), G. multicaulis

y T. mendocina.

De A. cryptantha se aislaron nueve compuestos: azorellolido, mulinol, stachytriol,
1a, 10B, 4B, 5a-Diepoxi-7B-germacran-6B3-ol, 1B, 10a, 4B, 5a-Diepoxi-7B-
germacran-643-ol, 1,2,3,3a,4,5,6,7,8,8a-Decahidro-7-(1-hidroxi-1-metiletil)-1,4-

Beatriz Viviana Lima 1
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dimetilazuleno-3a,8a-diol, madreporanona, yaretol, chrysotol. Chrysotol vy

madreporanona presentarn la mejor actividad antimicrobiana.

De la especie G. multicaulis se aislaron cuatro xantonas oxigenadas y dos
triterpenos. Los extractos seriados y las xantonas aisladas presentaron efecto
antifungico frente a los hongos dermatofitos M. gypseum, T. rubrum y T.
mentagrophytes. Los compuestos bellidina, bellidifolina e isobellidifolina
presentaron actividad antifungica frente a M. gypseum como asi también frente a
las dos especies de Trichophyton (T. rubrum y T. mentagrophytes) con valores de
CIM de 50 pg/ml, mientras que swerchirina resulté el compuesto menos activo (CIM
=100 pg/ml).

De la especie T. mendocina se aislaron compuestos caracteristicos de este género,
tipo tiofenos, hidroxiacetofenonas y furanos. Los tiofenos BBTOAc y BBTOH fueron

activos frente a M. gypseum, T. rubrum y T. mentagrophytes.

Los aportes realizados durante este trabajo de tesis, relacionados al estudio
quimico de aislamiento e identificacion de compuestos, caracterizacion de aceites
esenciales y la actividad antifungica, asi como el estudio del efecto sinérgico de la
combinacion de aceites esenciales con farmacos conocidos, de cinco especies
colectadas en la provincia de San Juan, contribuyen al conocimiento cientifico del
potencial de estas especies como fuente de productos bioactivos y a la

conservacion de la biodiversidad de la flora de la region.
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I. INTRODUCCION
I.1.-Infecciones microbianas

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias, virus, hongos y parasitos, a
pesar de los enormes avances en la medicina humana, aun son una amenaza
significativa para la salud publica. El uso inadecuado e irracional de los antibidticos
crea condiciones favorables para la aparicién, propagacion y persistencia de
microorganismos (enfermedades de origen fungico y bacteriano). Esto ocurre, por
ejemplo, cuando los pacientes interrumpen el tratamiento. Actualmente, las
infecciones causadas por microorganismos resistentes no responden a tratamientos
habituales, lo que trae como consecuencia enfermedades prolongadas, incluso en

algunas con riesgo de muerte (OMS, 2012).
I.1.2.-Micosis

Las infecciones fungicas invasoras son el mayor desafio que enfrentan actualmente
los micélogos de todo el mundo. La incidencia de las infecciones micéticas en los
seres humanos, en particular las relacionadas con la piel y las mucosas; aumentan
considerablemente, sobre todo en los paises tropicales y subtropicales, donde los
patébgenos mas frecuentes son los dermatofitos y candidas (Pfaller y Diekema,
2007).

En América Latina, la incidencia de las infecciones fungicas oportunistas varian
considerablemente. Por ejemplo, un amplio estudio realizado en Brasil reveld una
frecuencia de candidemias de 3 a 15 veces mayor en comparacion con las referidas
en América del Norte y Europa. Aunque diversos programas de vigilancia aportan
informacién sobre la epidemiologia de la infecciéon por candida en el mundo, las
caracteristicas epidemioldgicas para Latinoamérica se conocen poco (Nucci y col.,
2010).

La prevalencia de las micosis superficiales y onicomicosis ha aumentado
rapidamente en los ultimos afios debido al uso de farmacos inmunosupresores,
enfermedades sistémicas (diabetes, SIDA, colagenosis), insuficiencia venosa y
arterial, asistencia asidua a gimnasios y al envejecimiento de la poblacion. En los
diabéticos, el 7% de las amputaciones de las extremidades inferiores se asocian a
una infeccion fungica subyacente. Los individuos con un érgano solido trasplantado
también tienen un riesgo incrementado de sufrir micosis superficiales debido al uso
de esquemas farmacologicos inmunosupresores. Cerca del 70% de los
trasplantados renales presenta alguna dermatomicosis como, por ejemplo,
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candidiasis oral y pitiriasis versicolor (Weitzman y Summerbell 1995; Freixa y col.,

1998; Gulec y col. 2003, Monk y Goffeau, 2008).

En la Argentina se evidencia un notable incremento en la frecuencia de las
infecciones emergentes. Por otra parte, las micosis profundas localizadas y las
sistémicas endémicas, asi como las asociadas al SIDA, siguen siendo motivo
frecuente de consulta y diagndstico en distintos centros del pais (Arechaval, 2008).
A modo de ejemplo, Davel y Canteros (2007), informaron sobre micosis
diagnosticadas, entre enero y diciembre de 2004 con datos provistos por 72
laboratorios de 19 provincias y la Ciudad Auténoma de Buenos Aires. Se
diagnosticaron 23.600 casos de micosis: 11.107 (47%) superficiales, 10.830 (46%)
candidiasis de las mucosas y 1.663 (7%) profundas. Del total de micosis profundas,
las mas frecuentes fueron fungemia causadas por levaduras (2,52%), criptococosis
(1,54%), aspergilosis broncopulmonar (0,98%), histoplasmosis (0,84%),

paracoccidioidomicosis (0,63%) y neumocistosis (0,5%).

Lépez Moral y col. (2012) Informaron sobre la incidencia de las fungemias en
hospitales de la ciudad de Buenos Aires. Para establecer si hubo modificaciones en
el curso de 4 anos, registraron datos desde enero de 2005 a diciembre 2008. Los
parametros analizados fueron los agentes flungicos involucrados; el tiempo de
desarrollo en los hemocultivos; consignaron el sexo, edad y enfermedad de base de
los pacientes. Ademas evaluaron en los episodios de candidemias, el tiempo
transcurrido desde el ingreso del paciente hasta su desarrollo, la complejidad de la
unidad de hospitalizacion, el antecedente de catéteres venosos centrales y la
antibioticoterapia previa. La incidencia se mantuvo estable en el periodo estudiado,
predominé las fungemia por Candida spp. C. albicans estuvo implicada en menos
de la mitad de los episodios. Ademas, la recuperacion de Cryptococcus spp e
Histoplasma capsulatum estuvo fuertemente asociada a pacientes VIH reactivos,
respecto a las candidemias se concluyo que se producen en su mayoria durante la
hospitalizacion del paciente. Este estudio indicd que es prioridad, en el area de la
salud en Argentina, el desarrollo de estrategias de control para que estas

infecciones no continlen en aumento.

Otro aspecto que contribuye a las recidivas fungicas es la administracion de
antimicrobianos de amplio espectro y de pautas profilacticas difundidas
mundialmente para prevenir las infecciones por microorganismos mas comunes, las
cuales muchas veces no alcanzan a prevenir las infecciones fungicas. Su
frecuencia es baja y afectan a poblaciones muy concretas de pacientes, pero su
morbilidad y mortalidad se mantienen elevadas (Auberger y col., 2008; Sipsas y

5
Beatriz Viviana Lima



Estudio Fitoquimico Bioguiado por Actividad Antifingica, de Plantas de la Flora de San Juan

Introduccion
Kontoyiannis, 2008). Ambas circunstancias, han generado que las micosis

emergieran como una complicacién muy importante en estos procesos, por lo que
se piensa que existe en la Argentina, un numero indeterminado de nuevas
infecciones de elevada morbimortalidad (Dictar y col.,, 2000, Quindés, 2011;

Zaragoza y Peman, 2012).
I.1.3.-Hongos oportunistas

Los hongos oportunistas son un grupo de patdégenos responsables de causar
infecciones, en un grupo cada vez mayor de pacientes vulnerables, como los
tratados con inmunosupresores, los que presentan infeccion por VIH u otras
condiciones de inmunodeficiencia adquirida y los pacientes con tratamiento

quimioterapico (Mishra, 2007; Pappas 2010).

En la actualidad se observa un incremento en la variedad y el numero de
infecciones producidas por otros micomicetos, tales como Candida (no C. albicans y
otras levaduras), por diferentes especies de Aspergillus, Fusarium, Scedosporium,
Paecilomyces, y por otros agentes de hialohifomicosis, asi como de infecciones por

hongos pigmentados y Zygomycetes (Alexande y Pfaller, 2006).

El género Candida se refiere a especies patégenas comunes y oportunistas,
encontradas en animales de sangre caliente, incluyendo a los seres humanos.
Coloniza en las superficies mucosas de las cavidades orales, del tracto digestivo o
genitourinario de las personas sanas y causa una variedad de infecciones, segun la
susceptibilidad del huésped (Mishra y col., 2007). Las candidiasis son la causa mas
comun de infecciones fungicas invasivas en los seres humanos y el origen de las
infecciones intrahospitalarias del torrente sanguineo (candidemia intranosocomial).
En los Estados Unidos y otros paises desarrollados, la candidemia es la cuarta
causa mas comun de infeccion nosocomial del torrente sanguineo (Fridkin 2005).
Estas infecciones tienen lugar, especialmente, en los enfermos graves internados
en unidades de cuidados intensivos, en los pacientes neutropénicos, en personas
sometidas a procedimientos quirdrgicos y también en los neonatos prematuros
(Nucci y col., 2010; Lépez Moral y col., 2012).

La terapia para las infecciones por Candidas, se ha convertido en un desafio, se
debe considerar que el tratamiento para combatirla estas es dificil debido a que se

trata de células eucariotas (Mukherjee y col., 2005).

Otro grupo de hongos, son los dermatofitos pertenecientes a los géneros
Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton, que tienen la capacidad de invadir el

tejido queratinizado (piel, ufias y pelo) produciendo infecciones, llamadas
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dermatofitosis o conocidas como “tifias”. Este tipo de infeccion es generalmente

cutanea con presencia del hongo en la capa cérnea de la piel, o en la cuticula del
pelo, raras veces es sintomatica, por lo que la infeccion se torna crénica. Las
dermatofitosis pueden variar de leves a grave como consecuencia de las
reacciones del huésped a los productos metabdlicos del hongo, de la virulencia de
la infeccién, cepa o especie, de la localizaciéon anatomica de la infeccion, y de

factores ambientales locales (Weitzman y Summerbell, 1995).

Las micosis superficiales propiamente dichas incluyen enfermedades donde la
respuesta celular del huésped esta reducida. En los pacientes inmunosuprimidos,
estas pueden ser graves, conduciendo a fungemia, y comprometiendo los 6rganos
internos. Incluyen la Pitiriasis Versicolor, Piedra Blanca, Piedra Negra y Tifia Negra.
La aparicion de estas micosis depende de factores tales como el calor, la humedad,
la maceracion, los microtraumatismos cutaneos, y otros de orden general como la
genética, edad, raza, sexo, profesibn e inmunidad mediada por células. Las
dermatofitosis son mas frecuentes en hombres que en mujeres con una relacion
3:1. Las tifas de cuero cabelludo son mas frecuentes en la infancia y muy raras en
la edad adulta. Al contrario, la dermatofitosis de pies se inicia en la pubertad y
aumenta su incidencia hasta los treinta o cuarenta afios. Las enfermedades que
alteran la inmunidad celular como los linfomas, SIDA, corticoterapia oral y local en
forma prolongada y extensa, antineoplasicos, diabetes etc. favorecen la extensién
de las dermatofitosis y las tornan mas crénicas en su evolucién (Galimberti y

Gonzalez Ramos, 2001).

Los miembros del género Trichophyton se encuentran entre los dermatofitos que
con mayor frecuencia estan implicados en las infecciones cutaneas superficiales.
Las especie T. rubrum y T. mentagrophytes son responsables de aproximadamente
el 90% de las infecciones cronicas causadas por dermatofitos, muestran un patrén
comun de asociacién en las tifias en la ingle, pies, manos, barba, y onicomicosis. La
especie T. rubrum (aislados predominantemente de ufas), seguido por T.
mentagrophytes; es con frecuencia el agente etiolégico de la tifa pedis (conocido
como ‘pie de atleta”), y tiene demostrada su elevada resistencia a antifungicos
comerciales (Campbell y col., 2004; Loo, 2007; lorizzo y col. 2007; Havlickova y
col., 2008).

En las ultimas décadas, se ha observado un aumento de onicomicosis debido
diversos factores: longevidad de la poblacion general, aumento en el uso de
terapias inmunosupresoras, mayor exposicion a los agentes fungicos e incremento

en la realizacion de actividades deportivas (Nazar y col., 2012).
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I.2.-Usos y limitaciones de las drogas antifangicas
De acuerdo a lo informado por Rapp, (2004) y Catalan y Montejo, (2006), los
agentes antimicéticos comerciales conocidos se pueden clasificar, de acuerdo a su
estructura, en cinco grupos principales: polienos (Nistatina y Anfotericina B),
pirimidinas fluoradas (5- Fluocitosina), azoles: imidazoles (Ketoconazol y
Miconazol) y los triazoles (Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol), alilaminas
(Naftifina y Terbinafina) y los lipopéptidos, conocidos como equinocandinas
recientemente introducidos en el mercado (Caspofungina, Micafungina vy

Anidulafungina).

A continuacién se presenta un esquema de la evolucion histérica de los farmacos

antifungicos mas conocidos:

Anfotericina B Flucitocina Ketoconazol Caspofungina Voriconazol Ravuconazol
Posaconazol
\L \L \L Fluconazol, Itraconazol \l/ \l/ Alcanazol
| | | | i | v
A A
1950 1960 1970 1980 1990 2000 Micafungina

Anidulafungina Otros

l ’ Aminofungina

Formulaciones lipidicas de Anfotericina B

A pesar de la gran variedad de antimicéticos, los hongos patdgenos tienen la
capacidad de superar la accion inhibitoria del antifingico utilizando mecanismos de
resistencia especificos. Durante los Ultimos afos, los estudios se basaron en el
analisis de la resistencia a los farmacos antifungicos, mediante la comprensién de
la base molecular del hongo en cuestién. Asi, por ejemplo, de los antifungicos de
tipo azoles se aislaron diversos alelos del gen que codifica su diana,
correlacionando la aparicion de resistencia con distinta mutaciones (Sanglard, 2002,
Walker y col., 2010).

La adquisicién de resistencia a los azoles se ha observado principalmente en el
género Candida, con importancia decreciente, en C. albicans, C. glabrata, C.
dubliniensis, C. tropicalis y, con menor con frecuencia, en Cryptococcus

neoformans en los casos de meningitis (Kontoyiannis y Lewis, 2002).

Por otra parte, existen factores que limitan el uso de farmacos antimicéticos tales
como la baja potencia y solubilidad, toxicidad del farmaco y la aparicion de cepas
resistentes debido a su uso profilactico intensivo (Isham y col., 1999; Mukherjee y
col., 2003). A pesar de los progresos en la medicina humana, hay una clara

necesidad que impulsa al descubrimiento de nuevos agentes antifungicos, mas
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seguros, eficaces, menos toxicos; tanto de uso tépico como sistémico, con mas

amplio espectro de actividades (Abad y col., 2007).

La falta de éxito en las terapias antifungicas se debe principalmente a la resistencia
observada in vitro (resistencia que puede ser intrinseca a la cepa o adquirida
durante el tratamiento) o a la resistencia clinica asociada con numerosos factores
relacionados con el huésped, el agente antifungico o la cepa responsable de la

infeccion (Espinel-Ingroff, 2008).

Asimismo, los métodos estandarizados provenientes de la Comision Europea sobre
las pruebas de sensibilidad antibiética de antifingicos y el Instituto de Laboratorios
Clinicos Estandarizados (CLSI) detectaron un incremento en la resistencia de cepas
de levaduras y hongos filamentosos frente a agentes antifungicos (es decir, altos
valores de concentraciones inhibitorias minimas, CIM). Asimismo, los datos sobre
cepas resistentes, son utilizados en modelos experimentales para obtener
parametros farmacocinéticos que permitan predecir la respuesta clinica (Rodriguez-
Tudela y col., 2008).

En el siguiente esquema (Portén y col., 2006) se muestran algunos factores que
afectan la resistencia antifungica dependiendo del tipo de hongo, el paciente y el

antifungico utilizado:

Hongo
Resistencia innata y adquirida al
antifungico
Especie
Tamano de la poblacion fungica
Cambio fenotipico
Biopeliculas

Fallo terapéutico

Paciente
Estado del sistema inmunitario
Lugar de la infeccion
Presencia de cuerpos extrafios
Incumplimiento terapéutico

Antifangico
Dosis inapropiada
Accion fungistatica
Absorcién, distribucion y metabolismos
pobres
Interacciones con otros farmacos
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Sanglard (2002), informd la resistencia que presentan ciertos hongos a farmacos

antifungicos convencionales como los polienos, los analogos de pirimidina (5-
fluorocitosina) y a los azoles, estos ultimos son los que presentaron el mayor

numeros de casos clinicos de resistencia antifungica.
I.2.1.-Antifangicos comerciales

El polieno anfotericina B fue desde su desarrollo en 1955, el Unico farmaco activo
disponible para tratar la mayoria de las infecciones fungicas invasoras graves. Sin
embargo, debido a la toxicidad de este medicamento, en la década de los 90, la
industria farmacéutica desarroll6 formulaciones lipidicas de anfotericina B tales
como Anfotericina B en dispersion coloidal, Complejo lipidico de Anfotericina B y
Anfotericina B liposomica, mejor toleradas y con menores efectos adversos
(Boucher y col., 2004).

En 1990, surgi6 el fluconazol, posteriormente itraconazol y ketoconazol, del tipo
azoles. El ketoconazol, es una droga antifungica administrada en forma oral,
utilizada para el tratamiento de infecciones profundas y superficiales causadas por
Trichophyton. Sin embargo, genera efectos secundarios desagradables incluyendo
nauseas, dolor abdominal, picazén y su toxicidad en muchos casos limita su uso
terapéutico (Sugar y col., 1987). Ademas, la respuesta terapéutica puede ser leve y
hasta inapropiada para el tratamiento de pacientes con micosis severa o progresiva,

su eficacia es pobre en pacientes inmunosuprimidos (Craven y col., 1984).

Posteriormente, en el ano 2000, surgieron caspofungina y voriconazol,
revolucionando el tratamiento para las infecciones fungicas, principalmente de la
aspergilosis invasora. A estos le sucedieron las nuevas generaciones de
antifungicos como ravuconazol, posaconazol, albaconazol, micafungina,

anidulafungina y aminofungina (Bennet, 2005; Wenzel y Bennet, 2005).

El uso de Icofungipen, un derivado sintético de la cispentacina, sigue aun en fase
de investigacion Il y lll, con la ventaja de no presentar resistencia cruzada con otros
antimicéticos. Otro antifungico es Mycograb, es un fragmento de un anticuerpo
humano genéticamente recombinante contra la proteina de shock térmico de 90
kDa (HSP90) de la célula fungica. Este anticuerpo contra HSP90, esta
estrechamente asociado con la recuperacién en pacientes con candidiasis invasiva

que estan recibiendo la anfotericina B (Allevato y col., 2007).
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I.2.3.-Mecanismos de Accion de los agentes antifiingicos
Los antifungicos conocidos presentan diferentes mecanismos de accion por
ejemplo, inhibicion de la epdxido escualeno, unién al ergosterol (molécula esencial
en la membrana fungica), intervienen en la biosintesis de acido félico y proteinas,
inhibicion de la replicacion de DNA, o de la $-(1,3)-glucano sintasa (Kocsis, y col.,
2009). No obstante, en términos de numero de clases de agentes que se pueden
utilizar para tratar la micosis, los objetivos se centran, en gran medida, directa o
indirectamente, en la envoltura celular (pared y membrana plasmatica), y
particularmente en la membrana fungica: esteroles, ergosterol, y su biosintesis.
Determinar otros objetivos en la célula seria una innovacion de bienvenida para
agentes antifungicos sistémicamente biodisponibles (Old y col., 2003; Petrikkos y
Skiada, 2007). En la siguiente tabla (Tabla 1) se resumen los mecanismos de

accién de los cinco grupos principales de drogas antimicéticas.

Tabla 1: Sitio de accion, actividad e implicancias clinicas de los grupos de agentes

antifungicos comerciales

Agente Sitio de accién Actividad Implicancias clinicas
en
. Se une al ergosterol causando Pqt(?ntg actividaq
Polienos Membrana antifungica, amplio
la muerte celular
espectro
Inhibe la enzima CYP 450 Actividad fungistatica de
Azoles Membrana responsable de la sintesis de potencia y espectro
ergosterol, dafia la membrana variable
citoplasmatica
Inhiben la biosintesis del Espectro restringido.
ergosterol y la escualeno Activos frente a muchos
Alilaminas Pared celular y epoxidasa, paso importante en hongos filamentosos,
membrana la via, con consecuencias pero pocas levaduras
fungicidas en especies patégenas
susceptibles.
Espectro restringido.
o . Interfiere en la sintesis del ADN Actividad an.tlfunglca
Fluocitosina Nucleo sumatoria en

Equinocandinas Pared celular

al inhibir el timidilato sintetasa

Inhiben la sintesis de glucanos,
destruye la estructura de la
pared celular causando lisis

fungica

combinacién con
Anfotericina B

Potente actividad
antifangica de amplio
espectro. Potencial efecto
aditivo en terapias
combinadas

(Old y col., 2003; Sanglard, 2003; Espinel-Ingroff, 2009)
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En la Figura 1 se representa las distintas dianas o sitios de accion.

Membrana celular: Pared celular:
Polienos: Anfotericina B Equinocandinas
y formulaciones lipidicas

de Anfotericina B

Membrana celular:
Triazoles: Fluconazol,
Itraconazol, Voriconazol .
(Posaconazol,

Ravuconazol)

— Sintesis de acidos nucleicos:
Fluocitocina

Figura 1: Esquema general de las dianas de algunos agentes antifungicos
I.3.-Buasqueda de moléculas bioactivas de origen natural

Desde la antigiedad, el hombre utiliza las plantas para el tratamiento de
enfermedades infecciosas comunes y algunas de estas medicinas tradicionales
siguen siendo incluidas como parte del tratamiento habitual de diversas

enfermedades (Rios y Recio, 2005).

Comenzando con el descubrimiento de la penicilina, la industria farmacéutica utiliza
los recuersos provenientes de los productos naturales como fuente inigualable de

pequefas moléculas biactivas adecuadas para el desarrollo de antibiéticos.

Los productos naturales son una fuente de inspiracion para gran parte de la
farmacopea actual. Newman y Cragg (2007), en su revisibn sobre nuevos
medicamentos provenientes de productos naturales en los ultimos 25 afos, indican
que casi el 50% de los nuevos medicamentos, introducidos durante este periodo,
tiene su origen en un producto natural. Asimismo, indicaron que de 29 drogas
antifungicas conocidas (desde enero de 1981 a junio de 2006), veintidos son
sintéticas, tres derivan de productos naturales, tres provienen de una subclase
denominada “imitacién de un producto natural” y una de origen bioldgico, por esto,
el uso de los productos naturales como fuentes de nuevas estructuras sigue

vigente.

Numerosos trabajos presentan las oportunidades ilimitadas que proporcionan las
plantas para el aislamiento de nuevos compuestos antifingicos y esto se debe, en
gran parte a la disponibilidad sin precedentes de la diversidad quimica (Koroishi y
col., 2008, Svetaz y col., 2009; Aguero y col., 2010; 2011; Kurdelas y col., 2012).
Con la consideracion de conservar a los productos naturales como una diversa y
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unica fuente de moléculas bioactivas que permite el descubrimiento de nuevas

drogas (Kingston, 2011).

Otro aspecto que justifica la busqueda de nuevos compuestos de origen natural con
actividad antimicrobiana es la creciente incidencia de microorganismos patogenos,
resistentes a medicamentos clasicos, su toxicidad y los costos necesarios (Silva y
col., 2011).

I.4.-Combinacion de drogas antifingicas con productos
naturales:

Una nueva alternativa

El valor terapéutico de las interacciones sinérgicas se conoce desde la antigiedad,
y existen diversos sistemas culturales que se basan en el concepto que la terapia
de combinacion puede mejorar la eficacia de moléculas o conjunto de moléculas

bioactivas (van Vuuren y Viljoen, 2011).

La combinacién de farmacos es el método mas ampliamente utilizado en el
tratamiento de la mayoria de las enfermedades graves, como el cancer y el SIDA.
Los principales objetivos son: lograr un efecto terapéutico sinérgico en la dosis,
reduciendo la toxicidad, y minimizar o retrasar la induccion de la resistencia a la
droga (Chou, 2006).

Esta estrategia para las terapias son consideradas especialmente por la falta de
nuevas clases de farmacos o diferentes dianas moleculares, donde se aprovecha la
multiplicidad de los “target” contra los que los agentes actuales son eficaces
(Mukherijee y col., 2003).

Las interacciones de farmacos pueden resultar en un efecto sinérgico, aditivo o
indiferente y antagonico. El sinergismo, en un sentido amplio, se define como el
efecto potenciador que se produce por la interaccién entre dos o mas elementos,

fuerzas o compuestos en un contexto dado (Wagner y Ulrich-Merzenich, 2009).

La busqueda de la sinergia ha seguido tortuosos caminos durante los ultimos 100
afios, y especialmente durante los ultimos 50 afos. La confirmaciéon del efecto
sinérgico, tanto en el tratamiento terapéutico como tdéxico; de combinaciones de
drogas, se presenta en varias areas, entre ellas en el campo de la Biomedicina. Por
encima de 20.000 articulos en la literatura biomédica, desde 1981 hasta 1987,

incluyé el "sinergismo" como palabra clave (Greco y Lawrence, 1988).

Una ventaja de utilizar combinaciones es el efecto sinérgico, en el que actividad

antifungica es mayor que la contribucion individual de cada agente. Los beneficios
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incluyen un espectro mas amplio de la eficacia, mejora la seguridad y la

tolerabilidad y una reduccidon en resistencia antifungica. Estas pruebas de
interaccion con otros medicamentos podrian proporcionar una valiosa orientacion
para la seleccion de la terapia de combinacién (Borisy y col., 2003; Biavatti y col.,
2009).

Se han desarrollado terapias donde se combinan distintos tipos de agentes
antifungicos comerciales, como por ejemplo Amfotericina B, considerado una de las
principales moléculas para el tratamiento de infecciones fungicas, se ha utilizado
combinado con otras drogas antifingicas tales como los azoles (Rosato y col.,
2007).

Serena y col., (2005) informaron sobre las interacciones in vitro de la micafungina,
ya sea con la amfotericina B, fluconazol, itraconazol o voriconazol frente a
diferentes cepas de Cryptococcus spp. La combinacion de amfotericina B vy
micafungina mostré sinergismo. Asimismo, la misma combinacion en estudios
experimentales para tratar aspergillosis, (Denis y col., 2006) presento resultados
similares. Pai y col. (2008), informaron que la combinaciéon entre micafungina y
flucitosina mejoro la actividad fungicida en cepas de Candida endocarditis que

cuando se utilizaron individualmente.

Zaas (2008), inform6 sobre las mezclas de equinocandinas con triazoles vy
formulaciones lipidicas en ensayos clinicos aleatorios. Ademas, la combinacién de
caspofungina con estos ultimos agentes en su mayoria ha proporcionado resultados
favorables. También se han probado diversas combinaciones de drogas
antifungicas (micafungina con anfotericina B y flucitocina; y por otro lado,
micafungina y voriconazol) tratando de evitar la resistencia y los efectos tdxicos de

las drogas cuando actuan solas.

Por otra parte, las combinaciones de antifingicos permiten combatir la formacion de
biopeliculas de las especies de Candida, mejorando asi el tratamiento de estas
infecciones. Chatzimoschou y col.,, (2011) informaron las combinaciones
simultaneas o secuenciales de dos triazoles, voriconazol y posaconazol, con dos
equinocandinas, anidulafungina y caspofungina, en contra de Candida albicans y

Candida parapsilosis.

Ante la necesidad de desarrollar nuevos antifungicos potentes y mas seguros que
los existentes actualmente (con baja toxicidad), en la bibliografia, existen
numerosos trabajos referidos al uso de antimicrobianos de origen natural
combinados con antibidticos comerciales (Giordani y col. 2004; Hemaiswarya y col.
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2008; Rosato y col. 2008, 2009, Bassolé y Juliani, 2012). El uso de aceites
esenciales obtenidos de especies aromaticas de uso medicinal en combinaciéon con
antifungicos comerciales ha cobrado relevancia, como por ejemplo aceites
esenciales con amfotericina B contra Candida spp. (Rosato y col.,, 2008), con
nistatina (Rosato y col.,, 2009); la combinacién de aceites esenciales con
Ketoconazol contra Trichophyton spp (Pyum y Shin, 2006); aceites esenciales que
potencian la accién antifungica de Amp B y fluconazol para el tratamiento de la
candidiasis (Saad y col., 2010). El aceite de Coriandrum sativum y amfotericina B

contra C. albicans y C. tropicalis (Silva y col., 2011).
I.5.-Flora de San Juan

La provincia de San Juan esta situada en las laderas de los Andes en el centro-
oeste de Argentina (31° de latitud Sur, 69° de longitud Oeste). Las montafias a lo
largo de la frontera con la provincia, son de mas de 4000 m s.n.m., y los valles van
desde las zonas bajas, cubiertas de nieve, a abandonar las zonas con escasas
lluvias. Asi, la flora comprende un gran numero de especies distribuidas a lo largo
de diferentes ecosistemas. La provincia cuenta con una medicina tradicional basada
en su amplia variedad de plantas medicinales (Bustos y col., 1996). Algunas de las
especies, que crecen en esta regidn, pertenecen a las familias Asteraceae,

Apiaceae, Verbenaceae y Lamiaceae.

Existen numerosos trabajos que informan sobre los aceites esenciales y sus
componentes mayoritarios, muchos de ellos usados en la medicina popular, tales
como alimentos, cosmética, o como conservantes, y en las industrias de perfumeria
y farmacéutica (Bakkali y col., 2008, Bassolé y Juliani, 2012). Adicionalmente, en la
bibliografia, se informa sobre propiedades de los aceites esenciales como
antimicrobianos, frente a numerosas bacterias y hongos oportunistas como los
dermatofitos que causan infecciones recurrentes (Koroch y col, 2007; Luna y col.,
2008; Lima y col. 2008; Tavares y col., 2010; Al-Ja’fari y col., 2011; Kurdelas y col.
2012, Jamaliana y col., 2012).

La informacién quimica y farmacolégica que se dispone sobre las propiedades
medicinales de plantas de la provincia de San Juan es limitada, considerando el
potencial quimico y posibilidades farmacoldgicas que ella ofrece. Sobre la base de
la necesidad de encontrar productos bioactivos, este trabajo de tesis esta orientado
a la busqueda de moléculas con actividad antifungica a partir de la flora autdctona

de la provincia de San Juan.
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1.6.-OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento en la quimica y la actividad biologica de los Productos
Naturales de la provincia de San Juan con énfasis en la actividad antifingica,
priorizando la utilizacion responsable de los recursos naturales y la conservacion de

la biodiversidad de la region.

I1.6.1.-Objetivos Especificos

1- Colectar e identificar las especies de la flora autéctona de la Provincia de San

Juan con uso potencial en el tratamiento de micosis.

2- Evaluar la actividad antifingica de los extractos seriados (éter de petrdleo,
diclorometano y metanol) de Azorella cryptantha, Gentianella multicaulis, y
Tagetes mendocina y de los aceites esenciales de Artemisia mendozana,
Azorella cryptantha (de dos zonas de colecta), Gymnophyton polycephalum, y
Tagetes mendocina, frente a un panel de hongos filamentosos, dermatofitos y

levaduras estandarizados.
3- Determinar la composicién quimica de los aceites esenciales por CG-EM

4- Realizar el fraccionamiento bioguiado de los extractos activos. Aislar y purificar los
metabolitos presentes en los extractos activos y elucidar la estructura de los

metabolitos bioactivos mediante un completo estudio espectroscépico.

5- Determinar el espectro de actividad de los compuestos antifingicos naturales

identificados.

6- Evaluar la potencialidad clinica preliminar, a través de pruebas in vitro

realizados con cepas fungicas aisladas de materiales clinicos.

7- Determinar la CIM (concentracién inhibitoria minima) de drogas antifingicas

comerciales: ketoconazol y terbinafina

8- Evaluar el efecto sinérgico de los aceites, con drogas antifungicas comerciales

frente a un panel de hongos dermatofitos y levaduras.

9- Contribuir a validar o a desalentar el uso de ciertas plantas empleadas para

combatir infecciones fungicas en la medicina popular.

Beatriz Viviana Lima 16



CAPITULO II:

MATERIALES Y METODOS



Estudio Fitoquimico Bioguiado por Actividad Antifingica, de Plantas de la Flora de San Juan

Materiales y Métodos

II.-MATERIALES Y METODOS
II.1.-Material Vegetal

En este capitulo, se presenta una descripcion de los materiales utilizados asi como

también las técnicas aplicadas para su desarrollo.

Las especies seleccionadas fueron: Artemisia mendozana, Azorella cryptantha,
Gentianella multicaulis, Gymnophyton polycephalum y Tagetes mendocina. Todas
las muestras se colectaron en la zona de Bauchaceta en el departamento Iglesia
(San Juan), en la época de floracién, en el periodo 2007-2008. La especie A.
cryptantha fue colectada de dos zonas diferentes del departamento Iglesia, una
muestra de la localidad de Bauchaceta aproximadamente a 1800 m s.n.m (A.
cryptantha-BAU) y una segunda muestra de la localidad de Agua Negra

aproximadamente a 4000 m s.n.m (A. cryptantha-AN).

Un ejemplar de herbario de cada especie, se depositdé en el Museo Botanico de
Cdrdoba, Universidad Nacional de Cérdoba. Las plantas fueron identificadas por el
Dr. Luis Ariza Espinar, y por la MCs Eva Filippa (Instituto Multidiciplinario de
Biologia Vegetal, IMBIV, CONICET-UNC).

A continuacion, en Tabla 2 se presentan las especies seleccionadas para este

estudio, su nombre cientifico, nombre vulgar y cédigo de ejemplar de herbario.

Tabla 2. Especies seleccionadas, nombre vulgar y cédigo de herbario.

Nombre cientifico Nombre vulgar Caodigo de herbario
Artemisia mendozana Ajenjo BT6
Azorella cryptantha (BAU) Yerba del soldado CORD 1193
Azorella cryptantha (AN) Cuerno de cabra CORD 1092
Gymnophyton polycephalum Bio-bio CORD 1188
Gentianella multicaulis Nencia CORD 101
Tagetes mendocina Quinchihue BT5

Las plantas una vez colectadas, se desecaron al abrigo de la luz a temperatura
ambiente. Luego fueron molidas y utilizadas para preparar los diferentes extractos.
Los aceites esenciales de las especies aromaticas se extrajeron a partir del material

fresco.
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I1.2.-Estudio Quimico

I1.2.1.-Técnicas de separacion

Para el aislamiento de los compuestos bioactivos, a partir de los extractos de las
especies seleccionadas, se emplearon técnicas cromatograficas convencionales
como: columnas rapidas secas en silica gel 60 Merck, tamafio de particula 0,063-
0,200 mm (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, USA), de media presion (CCMP) y
preparativas (CCDP) eluidas utilizando gradientes de solventes con polaridad
creciente (éter de petréleo, acetato de etilo y metanol) e isocraticamente con
metanol o mezclas de solventes. Adicionalmente, se empled permeaciéon en
Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals), estabilizada con la siguiente mezcla
de solventes: éter de petroleo:cloroformo:metanol (2:1:1) o con metanol, segun las

caracteristicas de la fraccion que se iba a permear.

Para las cromatografias en capa delgada (CCD) se utilizaron placas comerciales de
aluminio cubiertas con silica gel Merck (60 GF254), se desarrollaron con solventes
apropiados para cada caso. Luego se observaron con lampara UV (254 y 365 nm),
se rociaron y revelaron con m-fenilbérico en metanol, o p-anisaldehido (acido

acetico:acido sulfurico:etanol, 1,5:20:10:170), calentando a 110°C por 3 min.

También se utilizé cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) semipreparativa
con sistema de termo-separaciones usando una bomba P100 con series de
espectros (Waltham, USA), un Refracto-monitor 1V, detector IR (Waltham, USA), y
un detector con serie de espectro de UV100 (Waltham, USA), UV simultaneos (220
nm) y deteccién IR. Se utilizé columna de fase reversa YMC RP-18 (5 mm, 20 mm x
250 mm) con un flujo de velocidad de 5 mL/min. Los solventes utilizados fueron de
grado HPLC, se us6 como fase moévilagua/metanol o acetonitrilo/agua en diferentes

proporciones, de acuerdo a la fraccidén que se estaba trabajando.
I1.2.2.-Elucidacion estructural

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y *C se realizaron en
un instrumento Briker Avance Il de 500 MHz (Karlsruhe, Germany). Los espectros
de RMN de "H se midieron a 500,13 MHz y los de RMN de *C a 125,13 MHz. Los
compuestos puros se disolvieron en CDCl; y se utiliz6 como compuesto estandar
tetrametilxilano (TMS). Las correlaciones homonuclear 'H se determinaron
mediante experimentos de correlacién espectroscépica (COSY). También se
utilizaron experimentos de correlacion heteronuclear, acoplado a deteccidén cuantica

unica (DEPT-HSQC), para determinar las multiplicidades de los carbonos y se
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determin6é el numero de protones unidos a carbonos mediante experimentos de

correlacion heteronuclear de enlaces multiples (HMBC).

Para establecer los patrones de sustitucion en los anillos aromaticos, se utilizé
experimento NOESY. Los experimentos RMN en dos dimensiones, se realizaron
usando secuencias de pulsos estandar. Los espectros de masa de alta resolucion
(HRESI) se registraron usando un espectrometro de masa MicrOTOF QIl Briker
(Billerica, MO, USA). Los valores de desplazamiento quimico (8) se expresaron en
ppm y los valores de la constante de acoplamiento (J) en Hz. Los puntos de fusion
de los compuestos se determinaron en un equipo de etapa Kofler caliente
(electrotérmica 9100). Los espectros IR se registraron en un instrumento Nicolet
Nexus FT-IR.

I11.2.3.-Extraccion de los Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AEs) se obtuvieron mediante hidrodestilacién en un equipo
tipo Clevenger, durante 1h, segun establece la Farmacopea Europea (2005). El
rendimiento porcentual fue calculado utilizando el peso seco del material vegetal de

partida.

Los aceites esenciales se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se almacenaron
en oscuridad a -18° en microtubos herméticos tipo eppendorf hasta su estudio. El
analisis de la composicion de los aceites esenciales se hizo mediante cromatografia

de gaseosa acoplado a espectrometria de masas (CG/EM).

I1.2.3.1.-Caracterizacion quimica de los aceites esenciales por
analisis CG-EM

Los aceites esenciales se analizaron por cromatografia gaseosa acoplado a
espectrometria de masas (CG/EM). Los espectros se obtuvieron con un equipo
Perkin Elmer Clarus 600, acoplado directamente a un cromatégrafo gaseoso Perkin
Elmer Series Clarus 600, equipado con una columna capilar DB-5, fase 5% de fenil-
metil-siloxano de 60 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25 ym de
espesor de fase. Se us6 Helio como gas portador (49,6 psi). La relacion de Split

seleccionada fue 1:5.

El programa de temperatura de horno que se utilizé temperatura inicial de 60°C
durante 5 min, luego a 5°C/min hasta 240°C, isotérmico durante 10 min. La presion
sobre la cabeza de columna fue de 15 psi y la temperatura del inyector y del
detector FID fue de 250°C.
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La linea de trasferencia del CG se mantuvo a 200°C. La ionizacion se llevd a cabo

en un espectrémetro bajo vacio con impacto de electrones, la energia de ionizacion
fue de 70-eV. Los cromatogramas se obtuvieron en el modo 'barrido' del cuadrupolo
de 50m/z a 300m/z. Se utilizé un tiempo de exploracién de 0,2 s y 0,1 s entre

tiempos de exploracion.

La identificacion de los compuestos se establecid por comparacion: de sus indices
de retencion (IR), referido a la serie homologa de n-alcanos (Co-Cys), de sus
espectros de masa con datos reportados en la literatura, con los estandares de las
librerias computacionales Wiley y Adams, y por co-inyeccién con compuestos

auténticos cuando fue posible (Adams, 2001).
I1.3.-Actividad Antimicrobiana
I1.3.1.-Microorganismos

Para el estudio de la actividad antifungica, se utilizaron las siguientes levaduras:
Candida albicans ATCC 10231, Candida tropicales C 131 2000, Cryptococcus
neoformans ATCC 32264, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763. Hongos
filamentosos: Aspergillus flavus ATCC 9170, Aspergillus fumigatus ATCC 26934,
Aspergillus niger ATCC 9029. Dermatofitos: Trichophyton rubrum C113,
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972 y Microsporum gypseum C115, provistos
por CEREMIC, Centro de Referencia Micoldgica, Facultad de Ciencias Bioquimicas

y Farmaceéuticas, Universidad Nacional de Rosario, Argentina.

Para la evaluacion del efecto antibacteriano, las cepas que se usaron fueron:
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli-LM1, Salmonella enteritidis-IM. Se
utilizaron cepas de Coleccién de Cultivos Tipificados Americanos (ATCC) Rockville,
MD (USA), Instituto Malbran (IM) y Laboratorio de Microbiologia (LM, Facultad de

Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina).
I1.3.2.-Ensayo de actividad antifiingica: determinacion de la CIM

La CIM de cada extracto o compuesto fue determinada usando el método de
microdilucion en caldo recomendado por el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI, 2002) de acuerdo a lo establecido en los documentos M27-A2
para levaduras y M 38 A para hongos filamentosos (CLSI, 2008). EI medio de
cultivo usado fue RPMI-1640 (Sigma, St Louis, MO, EEUU) tamponado a pH 7.0

con acido 3-[N-morfolino propano sulfénico MOPS].

Para el ensayo, se prepararon soluciones stock de los extractos, AE y/o de los

compuestos en el medio RPMI-1640, para obtener concentraciones desde 1000 a
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0,98 pug/mL en el caso de los extractos, mientras que para los AEs y/o, compuestos

puros se prepararon diluciones entre 250 a 0,98 ug/mL (volumen final = 100 pl). Las
muestras se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) y la concentracién de este fue <
1% en todos los casos. El indculo de las células o suspension de esporas fue
ajustado a 1-5 x10* células/esporas formadoras de colonias por mililitro (CFU)/m.
Un volumen de 100 ul de suspensidén de inéculo se agregd a cada pocillo con la
excepcion del pocillo de control de esterilidad, donde se colocé agua en lugar de la
muestra. Los antifingicos Ketoconazol (Sigma Chem. Co.) y Anfotericina B (Sigma
Chem. Co.). Se usaron como controles positivos para levaduras y Aspergillus. Se
us6 Terbinafina (Novartis, Argentina) como control positivo para los dermatofitos.
Las placas se incubaron a 35 °C para levaduras y Aspergillus, mientras que fue 28-
30 °C para dermatofitos utlizando una camara oscura y humeda. La lectura se
realizé a las 48 h para levaduras y para los hongos filamentosos fue en un tiempo

acorde con el control de crecimiento de hongo.

La CIMq, se definié como la menor concentracién de extracto, AEs y/o compuesto,
que produjo la inhibicion total del crecimiento visible, comparado con el crecimiento
en los pocillos controles, (sin muestra o antifungico). Los ensayos se hicieron por
duplicado. Las CIMg, se definid como la menor concentracién de un compuesto que
mostré 80% de reduccion del crecimiento del control. Estos fueron leidos a 405 nm
espectrofotmetricamente en un lector de microplacas VERSA Max (Molecular
Devices, USA)

I1.3.2.1.-Evaluacion del efecto sinérgico de los aceites esenciales

en combinacion con antifiingicos conocidos.

Para evaluar el efecto de los AEs en combinaciéon con los antibidticos comerciales,
se aplico el método “Tablero de ajedrez” (Borisy y col., 2003). Los valores de la CIM
de los AEs y de los antifingicos comerciales se utilizaron como control positivo. Se
prepararon las soluciones stock de los AEs y los antifungicos disueltos en DMSO (a
una concentracion < 1%). El ensayo se realizo en microplacas de 96 pocillos. A
continuacion se presenta un modelo de la organizacion de la microplaca en la

metodologia utilizada (Figura 2).
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Figura 2: Modelo de la organizacion de la microplaca en la metodologia utilizada

El ensayo se realizé por duplicado, la microplaca se dividid en dos (desde la
columnas 1 a la 6 y desde la columnas 7 a la 12). Las soluciones de los AEs, se
afiadieron al medio de cultivo (Columnas 1 al 5). En la columna 3 se afadio la
concentracién correspondiente al valor de la CIM, mientras que en las columna 1 se
colocé el valor de la CIM por cuadruplicado (CIMx4) y en la 2 por duplicado
(CIMx2). En la columna 6 no se agregd AE, con el objeto de obtener el valor de la
CIM del antifungico en el tablero. A lo largo de las filas de la microplaca (A hasta G)

se adicionaron las diluciones en serie de los antibidticos.

El rango de las concentraciones de los antifungicos se disefié de la siguiente
manera: la concentracion correspondiente al valor de la CIM del antifungico en la
fila D, en la fila A se coloc6 ocho veces el valor de la CIM (CIMx8), en la fila B: el
cuadruple del valor de la CIM (CIMx4), y en la fila A: el doble del valor de la CIM
(CIMx2). Del mismo modo en las filas E se colocé la mitad del valor de la CIM
(CIM/2), en la fila F 4 y en la fila G se colocé la octava parte del valor de la CIM
(CIM/8). A la fila H no se afiadio antifungico, para obtener con el valor de la CIM del

AE en experimento del tablero.

Finalmente se adicionaron 100 ul de inéculo en cada pocillo, para obtener un

indculo de 5 x 10* CFU/mI. Las microplacas se incubaron durante de 24 a 48 hs a la
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temperatura correspondiente para cada hongo. Para el caso de los hongos

levaduriformes, el desarrollo en cada pocillo se determiné en lector de microplaca a
405 nm.

El porcentaje de desarrollo reducido en un 80% (CIMgy) en cada pocillo fue

calculado como sigue:
CIMgo = 100 x (DO de la muestra sola x 100 / DO control)

DO: densidad 6ptica

Para determinar la CIM en los pocillos en combinacién se utilizé la misma ecuacion

reemplazando la DO de la muestra sola por la DO de la muestra en combinacion.

Para determinar la actividad antifungica frente a los hongos dermatofitos se evalu6
la CIMyq0 ¥ se indico el crecimiento del hongo como (+) y la inhibicidn completa del

crecimiento visible como (-).

Para analizar el efecto de la combinacién de los AEs con los antifungicos
comerciales, frente a los hongos levaduriformes ensayados, se consideré el valor
de ClIMg, es decir la minima concentracion del AE que inhibe en un 80% el
desarrollo del hongo y frente a hongos dermatofitos se evalud el valor de las CIMyqq
es decir la minima concentracion del AE que inhibe en un 100% el desarrollo del

dermatofito.

Los resultados se interpretan de la siguiente forma: teniendo en cuenta que el
ensayo se realiza por duplicado (ver Figura 1), los valores de absorbancia a lo largo
de la ultima fila (Fila H) indicaron el valor de la CIM del aceite esencial (sin
combinar) y los valores de absorbancia de las ultimas columnas (columnas 6 y 12)
indicaron el valor de la CIM del antifungico comercial. El resto de las filas y
columnas mostraron los valores de absorbancia de las combinaciones entre el AE
de cada especie aromatica y el antifingico comercial fluconazol o terbinafina,

dependiendo del hongo evaluado.

I11.3.2.2.-Determinacion de la concentracion inhibitoria

fraccionaria (CIF) y su indice (ICIF)

Para determinar si la combinacion de los AEs con los antifiungicos conocidos
genera aditivismo (no se modifica la actividad), sinergismo (aumenta la actividad, es
decir reduce los valores de las CIM) o antagonismo (disminuye la actividad), se
calcularon los ICFI (indices de concentracion fraccionarias inhibitorias) (Rand y col
1993). El ICFI representa la suma de las CIFs (concentraciones inhibitorias

fraccionarias) para cada muestra testeada. Las CIFs se calcularon como el cociente
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de las CIM de cada muestra en combinacion con las CIM de cada muestra sola.

Segun la siguiente expresion:
CIF = (CIMmuestra en combinacién/CIMmuestra sola)

ICIF = (CIF de lamuestra A + CIF de la muestraB)

Para la interpretacion de los resultados se siguio lo informado por Robisy y col.
(2003), que indicaron que si el valor de ICIF es menor o igual a 0,5, el efecto se
considera sinérgico, y cuando los valores del ICIF estan comprendidos entre 0,5 y
4, el efecto se considera aditivismo, mientras que cuando el ICFIl es mayor que 4 el

efecto es considerado antagonico.
I1.3.2.3.-Isobologramas

Para representar los resultados del analisis del efecto sinérgico de los aceites
esenciales en combinacion con los antifungicos comerciales, se construyeron las

graficas conocidas como isobologramas (iso = equivalente y bol = efecto).

Asi, el analisis isobolografico ofrece una base fundamental para evaluar si las
respuestas bioldgicas inducidas por mezclas de agentes son mayor, igual o menor
que la que se habria esperado sobre la base de las actividades individuales de los
agentes, ademas permite analizar e incluir el concepto de dosis de aditividad
(Gessner, 1995). Los graficos representan el efecto de los AEs versus las dosis
(CIM en combinacién) de los antifungicos comerciales. En general, una linea recta
que conecta la relacion de 1,0 en la ordenada y 1,0 en el eje de abscisas indica la
linea de aditividad. Si la ubicaciéon de los puntos de la combinacion estd muy por
debajo de esta linea, indica que el efecto es sinérgico y por encima de la linea
indica que el efecto es antagonico, los puntos cercanos a la linea indican aditivismo
(Figura 3).

Db

Interaccidn antagénica
(da/Da+dh/Db » 1)

Interaccidn cero
{aditrwsmo)
(daDa+db/Db = 1)

Dosis B

Inferaceion sinéngica
(daDasdbDb < 1)

Dosis A Da

Figura 3: Isobolograma o Lineas de aditivismo (a), de sinergismo (b) y de antagonismo (c).
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I1.3.3.-Actividad antibacteriana: determinacion de la CIM
Para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos y/o compuestos se utilizé el
meétodo de microdilucion en caldo recomendado por el Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2008). Para el ensayo, se prepararon soluciones
stock de los extractos y/o de los compuestos a ensayar y fueron diluidas en el
medio para obtener concentraciones finales de 1000 a 0,98 ug/mL para extractos,
AEs y/o compuestos puros de 100 a 0,98 pg/mL (volumen final = 100 ul) en
dimetilsulfoxido (DMSO) una concentracion < 1%. Se incluyé como control positivo
el agente antimicrobiano cefotaxima (Argentia Farmacéutica) a una concentracion
de 5 pug/mL. Las bacterias se mantuvieron en agar Miieller-Hinton por 24 h a 37 °C.
Las suspensiones celulares se ajustaron en agua destilada estéril a una
concentracién final de 5.10° UFC/mL utilizando como referencia de turbidez el valor
0,5 de la escala Mac Farland. Las microplacas se incubaron por 24 h a 37°C. La
CIM se defini6 como la menor concentracion de extracto y/o compuesto, que no

mostré desarrollo visible luego del tiempo de incubacion.
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II.4.-Descripcion Botanica y Antecedentes de 1las Especies

Seleccionadas

La descripcion boténica de las especies seleccionadas se presenta sobre la base de

los estudios etnobotanicos disponibles, del uso asignado por los pobladores en la

provincia de San Juan y de una exhaustiva busqueda bibliogréfica.

I1.4.1.-Artemisia mendozana DC “Ajenjo”

La especie Artemisia mendozana se
desarrolla como un arbusto comun. En
general, son hierbas perennes, es
decir viven durante varias temporadas
y rara vez se desarrollan como hierbas

con menos frecuencia anual o bienal.

Figura 4: Especie A. mendozana

(San Juan)

Beatriz Viviana Lima

En la familia Asteraceae, Artemisia, es uno
de los géneros mas grande. La distribucion
de Artemisia mendozana en San Juan, fue
reportada por primera vez por Marquez
(1999). Sus hojas, flores y raices son usadas
en la medicina tradicional como infusos para
tratar problemas hepaticos y dolores
estomacales (Bustos y col, 1996). La
actividad antiviral y el compuesto mayoritario
del aceite esencial fueron informados por
Duschatzky (2005). Asimismo, la actividad
antibacteriana de su aceite esencial se
evalud frente a bacterias tipificadas ATCC,
tales como Staphylococcus aureus
(resistente y sensible a meticilina) y frente a
Echerichia coli (Lima y col., 2008).
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11.4.2.-Azorella cryptantha (Clos) Reiche

La especie A. cryptantha,

colectada en Bauchaceta,
departamento lglesia, crece como
arbusto a una altura
aproximadamente de 1800 m

s.n.m.

Figura 5: Especie A. cryptantha

(Bauchaceta, San Juan)

A. cryptantha  (Figura 6)
colectada en la zona de Agua
Negra crece como un “cojin”
lefioso a una altura cercana a los

4000 m s.n.m. Las plantas “cojin”

se caracteriza por una alta
densidad de ramificado
semiesférica, una forma de

crecimiento similar a las esteras,

pero se diferencia por la
presencia de su raiz pivotante
central. Este tipo de fenotipo se
debe a las condiciones climéticas

a las que estd expuesta dicha

Beatriz Viviana Lima

La familia Apiaceae cosmopolita esta comprendida
por 480 géneros y 2600 especies (Martinez,
1989). El género Azorella Lam. comprende 30
especies que crecen en las montafias de los
Andes y la Patagonia argentina. Solamente 15
especies son reconocidas en Argentina. Esta
especie crece en los Andes de Argentina y Chile
(Lucerna y col.,, 2001). En San Juan, a A.
cryptantha los pobladores le llaman segun la zona
donde se desarrolla “yerba del soldado” o
“cuerno de cabra”, se utiliza en decoccién como
colagogo, depurativo de la sangre, expectorante y

antigonorreica (Barboza, 2009).

Las especies de Azorella son conocidas

comiunmente como ‘yareta’ o ‘llareta’. Varios

autores han reportado sobre la composicién
guimica de las especies chilenas A. madreporica,
A. yareta (Loyola y col.,, 1997a, 1997b, 1997c,

1998a, 1998b, 2001b, 2002, 2004) y A.

compacta (Wachter y col, 1999).

Figura 6: Especie A. cryptantha (Agua Negra, San

Juan)
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poblacion (Alonso-Amelot, 2008).

Beatriz Viviana Lima
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I1.4.3.-Gymnophyton polycephalum Gillies & Hook. Clos “Bio-bio”

Esta especie se desarrolla como un arbusto de
30-80 cm de altura. Presenta ramas basales
espinosas, distales  flexuosas, finamente
estriadas. Sus hojas basales enteras son lineares
de hasta 3 cm de longitud y umbelas de 10-25
floras. Su fruto es oblongo-eliptico 4,5-6,5 mm

longitud x 3-4 mm lat. con alas poco mas

angostas que el cuerpo del mericarpo (Martinez,
1999; 2003).

Figura 7: Especie Gymnophyton polycephalum

(San Juan).
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Gymnophyton polycephalum
pertenece a la familia Apiaceae
(Umbelliferae), se desarrolla en la
Cordillera, desde Salta a
Neuquén, a 1200 a 3200 m s.n.m.
Crece en todos los
departamentos de la provincia de
San Juan (Martinez, 1999; 2003).
Esta especie, colectada en la
fue
de

evaluacion antifingica de 327

provincia de San Luis,

incluida en un estudio
especies seleccionadas sobre la
base de su uso etnobotédnico de
siete paises de Latinoamérica

(Svetaz y col., 2009).
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I1.4.4.-Gentianella multicaulis (Gillies ex Griseb.) Fabris “Nencia”

Esta especie es muy variable tanto en sus
caracteres vegetativos como florales. El rango de
variacion se observa en el nimero, grosor y altura
de los tallos, en la presencia y cantidad de hojas
de

inflorescencia y en el color de la corola. Son

basales, en la cantidad flores  por

plantas de habito generalmente herbaceo y muy
pocas lefiosas; presentan distintas estrategias
metabdlicas, siendo la gran mayoria de las

especies autotréficas y solamente 30 son

aclordfilas y micoheterotréficas (Smith y Read,
2008).

Figura 8: Especie Gentianella multicaulis (San Juan)
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La familia Gentianeceae esta
constituida por varias especies
con propiedades quimicos
interesantes. Estas especies son
ampliamente utilizados en la

medicina tradicional y como

constituyentes amargos y
brebajes. La especie Gentianella
multicaulis es una hierba pequefia
que se encuentra distribuida en
las regiones noroeste y central de
Argentina y crece a 1500-2700 m
s.n.m de latitud en la regién de la

Pre-Cordillera de los Andes.

En la provincia de San Juan, la
infusion de las partes aéreas de
G. multicaulis, conocida
localmente como ‘pasto amargo’,
‘hierba amarga’ o ‘nencia’; es
usada como ténico estomacal
amargo para tratar problemas
digestivos y hepaticos (Bustos y

col., 1996).
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I1.4.5.-Tagetes mendocina Phil. “Quinchihue”

El género Tagetes L. (Asteraceae, Helenieae)
comprende especies orrnamentales vy
aromaticas, conocidas popularmente como
“caléndulas” (Abdala, 1999). Sus partes aéreas
son usadas como plantas ornamentales,

medicinales y para rituales (Soule, 1996).

-
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El género Tagetes (Asteraceae)
comprende 12 especies en la
Argentina, crecen desde el noroeste
del pais hasta el sudoeste de la
provincia de San Juan (Abdala,
1999; Ariza Espinar, 1967). En la
Argentina, la especie Tagetes
mendocina Phil. “Quinchihue” es
utilizada en infusién, como diurético,
(Bustos y col, 1996). En la literatura
hay trabajos previos de Tagetes
spp., de Argentina que informan su
distribucion quimiotaxondémica, y su
actividad como captador de
radicales libres (Abdala y col., 1983,
1991, Shmeda-Hirschmann y col.,
2004). Feresin 'y col., 2000,
Tereschuk, 2000; 2003; 2004
informaron el efecto antimicrobiano
de diferentes especies de Tagetes

spp. de Argentina
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II1.-RESULTADOS Y DISCUSION

III.1.-Introduccion
La industria de los productos naturales estd en constante busqueda de agentes y
compuestos que reemplacen a los sintéticos, para ser usados como antibiéticos, como

terapéuticos o0 como conservantes naturales (Bakkali y col., 2008).

Adicionalmente, se conoce que las plantas producen una alta diversidad de metabolitos
secundarios con propiedades biocidas con el fin de protegerse de depredadores, de
patdgenos microbianos o de herbivoros. Algunos de estos metabolitos también estan
implicados en mecanismos de defensa contra el estrés abidtico (por ejemplo, la
radiacion UV), ademas cumplen un rol importante en la interaccion de las plantas con
otros organismos, como por ejemplo la atraccion de los polinizadores (Schafer y Wink,
2009).

Los aceites esenciales (AEs) son una mezcla compleja de moléculas organicas
biosintetizadas por las plantas aromaticas. El tipo de compuestos incluidos en ellos,
son terpenos hidrocarbonados y oxigenados, terpenoides, caracterizados en general,
por su bajo peso molecular. Algunas de las propiedades atribuidas desde hace tiempo,
son las relacionadas a la actividad antimicrobiana, antivirales, insecticidas,
antioxidantes entre otras (Koroch y col, 2007; Tavares y col., 2010; Al-Ja’fari y col.,
2011; Kurdelas y col. 2012, Jamaliana y col., 2012). Otro aspecto relevante es que
estas mezclas (los AEs), es que han mostrado, en reiteradas ocasiones, mas actividad
biolégica en su conjunto que sus componentes por separado, esto podria indicar que la
actividad que presentan se debe al efecto combinado de sus componentes, ya sea los
mayoritarios o minoritarios presentes en el mismo (Bassolé y Juliani, 2012). El objetivo
de este capitulo fue caracterizar quimicamente y estudiar la actividad antifingica de los
aceites esenciales de Artemisia mendozana DC conocida como “Ajenjo”, Azorella
cryptantha (Clos) Reiche (de dos poblaciones distintas); Gymnophyton polycephalum
Gillies & Hook. Clos y Tagetes mendocina Phil.

II1.2.- Extraccion de los Aceites esenciales

Las especies aromaticas seleccionadas para este estudio, Artemisia mendozana,
Azorella cryptantha, Gymnophyton poliycephalum y Tagetes mendocina tienen

diferentes usos, (ver antecedentes Capitulo Il) como condimentos, en infusiones o
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decocciones para tratar problemas hepaticos, desordenes estomacales, Ulceras,
infecciones en la piel, y enfermedades domésticas (Bustos y col., 1996).

De las partes aéreas de las especies (500 g), se realizo la extraccion de los AEs por
hidrodestilacion como se describe en el Capitulo Il. A continuacion en la Tabla 3 se
presentan las especies estudiadas (nombre cientifico y vulgar), el rendimiento

porcentual de los AEs obtenidos y las propiedades fisicas de los mismos.

Tabla 3. Especies colectadas en el departamento Iglesia, en la provincia de San Juan (especie,
familia, nombres cientifico y comun, rendimiento de los AEs y sus propiedades fisicas.

Familia Rend. % (p/v) Propiedades fisicas
Especie 5% np?® [a]p®®
[mg/mi]

Asteraceae A. mendozana 0,62 0,670 1,4840 -
Apiaceae A. cryptantha-BAU 1,0 Ni Ni Ni
Apiaceae A. cryptantha-AN 0,4 Ni Ni Ni

) +41,82
Apiaceae G. polycephalum 1,15 0,870 1,4770
(c=0,416 MeOH)
. 2,70
Asteraceae T. mendocina 0,81 0,940 1,4990

(c=0,074 CH;ClI)

Ni: no identificado, 8*°: densidad medidos; np?: indice de refraccion [a]D25: angulo de rotacion, a
25°C.

II1.3.-Composicion quimica de los aceites esenciales

La composicion quimica de los AEs se analizé6 mediante CG-EM (descripto en el
Capitulo II). En las siguientes tablas (2-5) se presentan los constituyentes y el
porcentaje relativo de cada uno, obtenidos mediante analisis por CG y CG-EM para los
AEs de Artemisia mendozana, Azorella cryptantha (de ambas zonas de colecta),
Gymnophyton polycephalum y Tagetes mendocina.

La composicién porcentual de los AEs fue calculada a partir de las areas de los picos
sin correccion, obtenidos del factor de respuesta de la FID, y los indices de retencién
(IR) se calcularon usando las series homélogas de n-alcanos Cg-Cqg. A continuacion,
en la Tabla 4 se muestra la composicion quimica del AE de Artemisia mendozana.
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Tabla 4. Composicién quimica (%) del AE de Artemisia mendozana, indice de retenciéon y modo

de identificacion

IR

Compuestos

Composicion [%]

Identificacion

873

894

998

908

928

935

963

96

1002
1013
1020
1023
1025
1042
1047
1056
1064
1072
1086
1092
1103
1112
1135
1154
1162
1174
1191
1208
1281
1411
1468
1489
1519

Santolina trieno
Artemisia trieno
a-Tujeno

a-Pineno

Canfeno
Verbeneno
Artemisol
B-Pineno

Alcohol Yomogi
a-Terpineno
p-Cimeno
Limoneno
1,8-Cineol
Santolina- epoxido
y- Terpineno
Hidrato de cis-Sabineno
2-isobutil-Norbonano
Alcohol Artemisia
Hidrato de trans-Sabineno
a-Tujona

B-Tujona
Crisantenona
Alcanfor
Pinocarvona
Borneol
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Verbenona
Acetato de Bonil
Trans-Cariofileno
0-Selineno
Biciclogermacreno

o0-Cadineno
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4.4
0,1
0,2
2,4
1,3
0,2

11,1
0,3
3,6
0,4
0,8
0,4
2,6
2,0
4.4
0,3
0,5

10,8
0,2
3.4
1,0
0,6

22,4
0,5
7,2
2,1
0,2
1,3
3,5
0,3
0,1
1,4
0,2

EM, IR

EM, IR

EM, IR, co-CG*
EM, IR, co-CG
EM, IR, co-CG
EM, IR

EM, IR,

EM, IR, co-CG
EM, IR

EM, IR, co-CG
EM, IR, co-CG
EM, IR, co-CG
EM, IR, co-CG
EM

EM, IR, co-CG
EM, IR

EM

EM, IR

EM, IR

EM, IR

EM, IR

EM, IR

EM, IR

EM, IR

EM, IR

EM, IR, co-CG
EM, IR, co-CG
EM, IR

EM, IR

EM, IR

EM, IR

EM, IR

EM, IR
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1573  Spatulenol 2,3 EM, IR
1579  Globulol 0,3 EM, IR
TOTAL 92,8

*co-CG: co-inyeccion con las muestras auténticas.

En el AE de A. mendozana, se identificaron y cuantificaron treinta y seis componentes
que representan el 92,8 %. Los compuestos mayoritarios fueron: alcanfor (22,4 %),
artemisol (11,1 %), alcohol artemisia (10,8 %) y borneol (7,2 %).

En 2006, Shatar y col. informaron la composicidon quimica del aceite esencial de once
especies de Artemisia colectadas en el Desierto Gobi Mongolia, en este estudio, el
alcanfor fue el componente mayoritario en seis de las especies de Artemisias
evaluadas, coincidiendo con los resultados del AE de Artemisia mendozana, colectada

en San Juan.

En la Tabla 5 se presenta la composicion quimica del AE de la especie Azorella
cryptantha, para la muestra colectada en la zona de Bauchaceta (BAU) y la de Agua

Negra (AN), en el Departamento Iglesia

Tabla 5. Composicidon quimica del aceite esencial de la especie Azorella cryptantha colectada

en Bauchaceta (BAU) y A. cryptantha colectada en Agua Negra (AN)

Composicion [%])

IR Compuestos BAU AN Identificacion
931 a-Tujeno 12,5 5,7 Co. EM;
940 a-Pineno 21,9 9,6 Co. EM;
950 Canfeno 1,8 0,8 EM,
974 Sabineno 6,4 - EM,
980 BPineno 1,5 59 Co. EM;
992 FMirceno 1,0 0,7 EM,
1011 ao-Felandreno - 0,1 EM,
1018 a-Terpineno - 1,0 EM,
1028 o-Cimeno 0,1 - EM,
1029 Limoneno? 1,1 1,6 EM,
1035 SFelandreno 0,6 2,5 EM,
1038 pcis-Ocimeno 0,5 0,9 EM,
1051 S-trans-Ocimeno 0,5 0,5 EM,
1091 a-Terpinoleno 0,4 - EM,
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1145 cis-fTerpineol - 0,8 EM,
1164 Isoborneol - 11 EM,
1170 Borneol - 1.1 Co.EM;
1350 a-Cubebeno - 0,4 EM,
1409 a-Gurjuneno - 0,4 EM,
1418 SCariofileno 1,9 1,1 EM,
1433 S-Gurjuneno - 3,7 EM,
1478 »Gurjuneno Tr 0,7 EM,
1479 a-Humuleno Tr 0,6 EM,
1487 Germacreno D - 0,2 EM,
1494 »Muuroleno 0,6 - EM,
1499 a-Muuroleno 2,0 1,6 EM,
1506 a-Farneseno - 2,4 EM,
1512 yCadineno 3,6 4,0 EM,
1522 &Cadineno 8,6 6,3 EM,
1552 a-Cadineno 0,6 - EM,
1558 a-Calacoreno Tr - EM,
1592 Ptrans-Guaieno 6,2 - EM,
1596 Viridiflorol - 2,5 EM,
1623 f-cis-Guaieno 3,2 - EM,
1640 =Cadinol* 1,8 4,6 EM,
1642 =Muurolol® 8,5 5,0 EM,
1647 Cubenol - 0,2 EM,
1719 é6-Cadinol 6,7 - EM,
Ni - 22,7
Total 92,3 88,7

@ |R: indices de retencién relativos a la serie homdloga de n-alcanos; b) Porcentajes fueron
calculados del area los picos sin correccion; ©) Modo de identificacion: EM;: identificados con
compuestos puros de referencia; EM,: identificacion con datos publicado; Co: co-inyeccion con
compuestos auténticos; ) Co elucidon critica en columna DB-5, se resolvieron mediante la
adicion de una separacion de polaridad de segunda dimension, en la columna Supelcowax-10.
tr: trazas <0.1%; Ni; no identificado

El AE de la especie de A. cryptantha-BAU presentd un total de 26 compuestos
(representando el 92,3 %). En el AE de A. cryptantha-AN se identificaron 30

(representando el 88,7 %). La composicion quimica fue similar para ambas
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poblaciones de Azorellas, sin embargo hubo algunas variaciones en las proporciones

relativas de los componentes mayoritarios.

En el AE de A. crypthanta-BAU, los compuestos dominantes en la fraccion de los
monoterpenos hidrocarbonados fueron: oa-tujeno (12,5 %), a-pineno (21,9 %),
sabineno (6,4 %), o-cadineno (8,6 %), ftrans-guaieno (6,2 %), o~cadinol (6,7 %) y =~
muurolol (8,5 %) mientras que el AE de A. cryptantha-AN present6 un contenido menor
de este clase de terpenos. Los compuestos mayoritarios fueron: a-tujeno (5,7 %), a-
pineno (9,6 %), B-pineno (5,9 %), ~cadineno (4,0 %), ~cadinol (4,6 %), =muurolol (5,0
%) y ocadineno (6,3 %). Solamente el AE de A. cryptantha-AN presento
monoterpenos oxigenados, cis-B-terpineol (0,8 %), isoborneol (1,1 %), y borneol (1,1
%).

A continuacién, a modo comparativo se muestran los graficos que representan el
contenido (expresado en porcentaje) del tipo de terpenos que componen el AE de A.
cryptantha-BAU y AN (Figura 10).

Composicion quimica porcentual
de terpenos

W AE de A. cryptantha-AN AE de A. cryptantha-BAU

12.4
Sesquiterpenos Oxigenados 17

21.3
Sesquiterpenos Hidrocarbonados 27

Monoterpenos Oxigenados 0

29.4
Monoterpenos Hidrocarbonados Ja83

Figura 10-. Composicién de terpenos del AE de A. cryptantha-BAU y de A. cryptantha-AN
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En general, el contenido de terpenos hidrocarbonados presentes en los AEs fue
diferente para ambas poblaciones. El AE de A. cryptantha-BAU mostré un porcentaje
del 48,3 %, mientras que el AE de A. cryptantha-AN presentd el 29,4 %. Las
diferencias mas notables estuvieron presentes en el contenido de los compuestos
minoritarios, como los terpenos oxigenados. Una diferencia menor, pero relativamente
importante, se observé en el contenido total de sesquiterpenos hidrocarbonados
(21,3% para A. cryptantha-BAU y 27% vy A. cryptantha-AN, y de sesquiterpenos

oxigenados fue 17% y 12,4%, respectivamente.

Las diferencias observadas con respecto a la composicion quimica de los AEs de
ambas muestras de A. cryptantha (BAU: 1800 y AN: 4000 m s.n.m.) podrian explicarse,
si se considera lo informado por Alonso-Amelot, (2008) en su capitulo “Plantas de
altitud, quimica de aclimatacion y adaptacion”, donde indica que las especies que
comprenden el género Azorellas, son capaces de desarrollarse favorablemente, aun a
alturas elevadas, poniendo en funcionamiento procesos fisioldgicos especializados a

tal punto que modifican su respuesta quimica.

Adicionalmente, podria deberse a la puesta en funcionamiento de algunas de las
estrategias que utilizan estas especies es la biosintesis de lipidos de las membranas
celulares que permitan amortiguar cambios en la flexibilidad y permeabilidad frente al
agua, o en habilidades como su desarrollo en forma de “cojin”, como A. cryptantha-AN,
para reducir el estrés hidrico y por frio que puede sufrir la especie a diferencia de las

especies que se encuentran a alturas menores (Kleir y Rundel, 2009).

A continuacion, en Tabla 6, se presenta la composicion porcentual y la identificaciéon de

sus componentes, en el AE de de Gymnophyton polycephalum.
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Tabla 6. Composicion quimica del AE de Gymnophyton polycephalum

IR Compuestos Composicioén [%] Identificacion ?)
931 a-tujeno 0,82 EM,
940 a-pineno 1,63 Co, EM;4
950 Canfeno 31,84 Co, EM;
992 S-mirceno 2,06 Co, EM;
1005 a-felandreno 10,2 Co, EM;
1018 a-terpineno 0,5 EM,
1025 p-cimeno 3,55 Co, EM;4
1029 Limoneno 9,40 Co, EM;
1038 p-cis-ocimeno 12,60 EM,
1051 P-trans-ocimeno 15,34 Co, EM;
1061 »terpineno 55 EM,
1088 Terpinoleno 0,87 EM,
1177 terpinen-4-ol 1,11 Co, EM;
1418 p-cariofileno 0,65 EM,
1499 a-muuroleno 0,45 EM,
1578 Spatulenol 0,22 EM,

Total 96,74

@Modo de identificacion: EM;: identificados con compuestos puros de referencia; EMy: identificacion con
datos publicados; Co: co-inyeccidén con compuestos auténticos; tr: trazas <0.1%; Ni; no identificado

La composicidén quimica del AE de G. polycephalum, se caracterizd por un elevado
contenido de canfeno (31,84%), a-felandreno (10.2%), B-cis-ocimeno (12,60%), y B-
trans-ocimeno (15,34%). El 94,31% del aceite esencial de Gymnophyton polycephalum
presentd monoterpenos hidrocarbonados. En este trabajo, se informa por primera vez
la composicion del AE de esta especie. A continuacion, en la Tabla 7, se presenta la

composicion quimica del AE de Tagetes mendocina.
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Tabla 7. Composicion quimica del AE de Tagetes mendocina

IR Compuestos Composicién(%)® Identificacién
939 a-pineno 5,5 EM; Co
975 sabineno 3,7 EM,
979 B-pineno 1,0 EM, Co
1002 0-2-careno Tr EM,
1017 a-terpineno 1.1 EM, Co
1030 B-felandreno Tr EM;
1037 (Z) B-ocimeno Tr EM,
1050 (E) B-ocimeno 28,6 EM, Co
1053 dihidrotagetona 2,7 EM;,
1060 y-terpineno Tr EM,
1089 terpinoleno 0,5 EM;
1144 (E)-tagetona 11,7 EM,
1150 mircenona 0,2 EM, Co
1152 (Z2)-tagetona 28,0 EM, Co
1153 citronelal Tr EM,
1162 isoborneol 1,2 EM,
1169 borneol 0,5 EM1 Co
1196 dihidrocitronelol 1,8 EM,
1229 (Z)-ocimenona 7,3 EM, Co
1238 (E)-ocimenona 4.7 EM, Co
1267 geranial 0,1 EM; Co

Total 97,3

EM;: identificacion con los compuestos puros de referencia. EM,: identificacion con datos
publicados. Co: co-inyeccion con compuestos auténticos. tr: trazas < 0,1%.

Se identificaron en el AE de T. mendocina 21 constituyentes (lo que representa el
97,3% del total). Los componentes mayoritarios en concentraciones >3,5 % fueron: (-
trans-ocimeno, cis-tagetona, trans-tagetona, cis-ocimenona, a-pineno, y trans-
ocimenona. Estos compuestos son los mas reconocidos en este género (Del Rey y
col., 1999; Margl y col., 2002; Misra y col., 1991).
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III.4.-Actividad antifangica de los aceites esenciales

La actividad antifungica de los aceites esenciales se evalué mediante microdilucién, de
acuerdo a la metodologia que se describe en el Capitulo Il. En la Tabla 8 se presentan
los valores de la concentracion inhibitoria minima (CIM), expresados en ug/ml, de los
AEs y los antifungicos de referencia ensayados frente a un panel de hongos

levaduriformes, filamentosos y dermatofitos.

De acuerdo a Rios y Recio (2005), la actividad antimicrobiana de extractos y/o aceites
esenciales se considera activos para valores de CIM < 1000ug/ml y para compuestos
CIM < 50ug/ml. Los resultados indicaron que el AE de A. mendozana present6 efecto
antifungico frente a C. neoformans (CIM = 31,25 ug/ml) y fue moderadamente activo
frente a Candida albicans con valores de CIM de 500 pg/ml. Asimismo, frente a los
dermatofitos, este aceite fue activo con valores de CIM de 250 y 500 pug/ml).

La susceptibilidad de las levaduras se presentd frente al AE de A. crypthanta-AN,
donde el hongo C. neoformans fue sensible con valores de CIM = 250 ug/ml, mientras
que las especies Candida albicans (MIC = 500 ug/ml), C. tropicalis, y S. cerevisiae
(MIC = 1000 pg/ml) fueron menos sensibles. EI AE A. cryptantha-BAU fue activo solo
frente a las especies C. neoformans y Candida albicans (CIM = 500 ug/ml).

Asimismo, los aceites esenciales de ambas poblaciones de Azorella cryptantha BAU y
AN (Bauchaceta y Agua Negra), presentaron efecto antifingico relevante frente a los
dermatofitos ensayados con valores de CIM = 250 ug/ml frente a T. rubrum y T.
mentagrophytes y M. gypseum fue menos sensible (CIM = 500 ug/ml). Estos resultados
sugieren el potencial de esta especie para tratar infecciones fungicas superficiales tales

como las que ocasionan los dermatofitos T. rubrumy T. mentagrophytes.

Con respecto a los hongos filamentosos del género Aspergillus, solamente el AE de A.
cryptantha-BAU inhibié a A. niger a valores de CIM de 1000 ug/ml. Mientras que el
resto de los Aspergillus no fueron sensibles al AE de A. cryptantha independientemente

de la zona de colecta.
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Tabla 8. Actividad antifugica de los AE frente a hongos levaduriformes, filamentosos y dermatofitos. El ensayo se realizd por duplicado.
Los resultados se muestran como valores de CIM (pg/ml)

Aceites esenciales C. a C.t S.c C. neo A fl A. ni A fu M. g T.r T.m
A. mendozana 500 >1000 >1000 31,25 >1000 >1000 >1000 500 250 250
A.cryptantha-BAU 500 >1000 >1000 500 >1000 1000 >1000 500 250 250
A.cryptantha-AN 500 1000 1000 250 >1000 >1000 >1000 500 250 250
G. polycephalum >1000 >1000 62,5 >1000 500 >1000 1000 1000 500 500
T. mendocina >1000 >1000 >1000 31,25 >1000 >1000 >1000 250 250 250
Itraconazol 0,0035 - - 0,0035 - - - 0,12 0,24 0,24
Fluconazol 1,95 - - 50 - - - >200 >200 >200
Terbinafina - - - - - - - 0,016 0,004 0,004
Anfotericina B 1 0,5 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,125 0,075 0,075

C. a: Candida albicans ATCC 10231, C. t. Candida tropicalis C 131, S. c¢: Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, C. neo: Cryptococcus
neoformans ATCC 32264, A. fl. Aspergillus flavus ATCC 9170, A. ni: Aspergillus niger ATCC 9029, A. fu: Aspergillus fumigatus ATTC
26934, M. g: Microsporum gypseum C 115, T. r. Trichophyton rubrum C 110, T. m: Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972
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La actividad biolégica que presentan los aceites esenciales podria deberse, en
general a la presencia de compuestos oxigenados y en muchas ocasiones, a la
presencia de componentes minoritarios, a los que suele atribuirse que actuan en
sinergia (Bakkali y col., 2008). La variacion en el espectro de la actividad antifingica
que mostro el AE de A. cryptantha segun la zona de colecta, podria deberse a las
diferencias observadas en sus contituyentes, las que probablemente sean una
consecuencia de las condiciones ambientales en las que se desarrolla cada
poblacién (A. cryptantha BAU: 1800 y A. cryptantha AN: 4000 m s.n.m.) si se
considera lo informado por Alonso-Amelot, (2008), que dispara diferentes procesos

fisiolégicos como respuesta ante las condiciones adversas de su entorno.

El AE de G. polycephalum presentd el mayor efecto antifingico frente a la levadura
S. cerevisiae (CIM = 62,5 ug/ml). Mientras que los dermatofitos T. rubrum y T.
mentagrophytes fueron sensibles, con valores de CIM de 500 ug/ml, adicionalmente
la especie M. gypseum fue la mas resistente frente a este aceite (CIM = 1000
pag/ml). Con respecto a la actividad antifungica del AE de T. mendocina, la especie
C. neoformans presento valores de CIM de 31,25 pg/ml, que resulté ser la mas
sensible. Ademas fue activo frente a los tres hongos dermatofitos ensayados con
valores de CIM de 250 ug/mL. Si se considera que fue informado que las especies
T. rubrum y T. mentagrophytes son las responsables de mas del 93% de las
infecciones fungicas superficiales en todo el mundo y muy dificiles de erradicar
(Campbell y col., 2004; Loo, 2007; Havlickova y col., 2008). Desde hace mas de
dos décadas, las infecciones son la mayor causa de morbilidad y con frecuencia
mortalidad en pacientes immunocomprometidos (Patterson y col., 2005), sumado a
las limitaciones en la eficacia y la alta toxicidad de las drogas antifungicas
disponibles (Ben Arfa y col.,, 2006) han evidenciado la necesidad de nuevos
compuestos o mezclas de compuestos, de origen natural, con propiedades
antifungicas. Los resultados obtenidos sobre la actividad antimicética a partir de los
aceites esenciales de las especies estudiadas podrian ser una alternativa

interesante para ser usados en el tratamiento de infecciones fungicas superficiales.
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III.5.-Conclusiones

En este capitulo se presentd la composicion quimica y la actividad antifungica de
los aceites esenciales de las especies A. mendozana, Azorella cryptantha (de
Bauchaceta y Agua Negra), G. polycephalum y T. mendocina colectadas en el

departamento Iglesia, provincia de San Juan.

Pudo establecerse que la proporcion de los constituyentes mayoritarios del aceite
esencial de las dos poblaciones de A. cryptantha fue similar, sin embargo se
presentaron diferencias en los constituyentes minoritarios. Solamente el AE de A.
cryptantha-AN presentd monoterpenos oxigenados, que podrian dar respuesta a la

actividad antifungica diferencial mostrada.

Los AEs de A. mendozana, A. cryptanthay T. mendocina fueron activos frente a los
dermatofitos T. rubrum, T. mentagrophytes y M. gypseum y los hongos

levaduriformes C. albicans 'y C. neoformans.

Estos resultados indicarian que los aceites esenciales obtenidos de las especies
seleccionadas en este estudio, colectadas en la zona cordillerana de la provincia de
San Juan, podrian considerarse como una fuente promisoria de moléculas con
posible aplicacion en el tratamiento de infecciones flingicas superficiales,
especialmente aquellas provocadas por dermatofitos o algunos hongos

oportunistas.
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IV.-RESULTADOS Y DISCUSION
IV.1.-Introduccion

Es sabido que en varias ocasiones, la falta de éxito en las terapias antifiungicas se
debe principalmente a la resistencia observada in vitro, propia de la cepa o
adquirida durante el tratamiento, o a la resistencia clinica, la cual est4 asociada con
factores relacionados con el huésped, el agente antifiingico o la cepa responsable

de la infeccion (Espinel-Ingroff, 2008).

La gran mayoria de los casos clinicos de resistencia antifingica han sido
informados para los antifingicos de la clase azoles. La adquisicién de la tolerancia
a azoles por parte de los diferentes patdégenos fungicos es probablemente por el
uso repetido (especialmente fluconazol) en los tratamientos a pacientes con
infecciones fungicas que padecen VIH (Kontoyiannis y col., 2002). El incremento
de la resistencia a las drogas clasicas, su toxicidad, los costos implicados o la falta
de nuevas clases de farmacos, junto con la aparicibn de diferentes dianas
moleculares, justifican la busqueda de nuevas moléculas que superen estas

restricciones (Silva y col., 2011).

En los dltimos afios, surgieron una serie de farmacos antifingicos para el
tratamiento de infecciones fungicas graves, que presentan ciertas caracteristicas
distintivas respecto a los antifungicos tradicionales, como por ejemplo la eficacia,

biodisponibilidad, y modo de penetracion en el tejido (Chaturvedi y col., 2011).

De acuerdo a Mukherjee y col., (2005) las razones mas comunes para utilizar como
estrategia la terapia de combinacién se basan en (i) mecanismos de accion, la
combinacion de agentes con objetivos complementarios dentro de las células
fungicas (polienos méas azoles o equinocandinas, antifingicos mas factores
inmunoldgicos, etc), (i) espectro de accién (agentes potentes contra diferentes
organismos combinacion), y (iii) caracteristicas de estabilidad, de la farmacocinética

y de la farmacodinamica.

Como fuente de productos naturales, las plantas que se usan en medicina
tradicional, son una alternativa inagotable de moléculas biolégicamente activas que
podrian permitir la reduccién de la resistencia de los hongos a los farmacos o la

disminucion de la dosis de los antibiéticos utilizados.
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IV.2.- Estudio del efecto sinérgico

Los aceites esenciales de las especies estudiadas en el Capitulo Ill, que
presentaron valores de CIM < 1000 pg/ml en los ensayos de actividad antifungica,
se seleccionaron para determinar el efecto sinérgico en combinacién con
antifangicos comerciales conocidos, utilizando el método “Tablero de ajedrez”
(Borisy y col., 2003).

Por lo tanto para evaluar el efecto sinérgico frente a los hongos levaduriformes C.
albicans y C. neoformans y los dermatofitos M. gypseum y T. rubrum se

seleccionaron los AEs de A. mendozana, A. cryptantha (BAU y AN) y T. mendocina.

IV.2.1.- Aceite esencial de Artemisia mendozana

e Combinacion con fluconazol frente Cryptococcus

neoformans:

El AE de A. mendozana sin combinar presentd un valor de CIMgg de 1000 (ug/ml) y
para el valor para fluconazol solo, fue de 8 (ug/ml). Segun los datos del tablero
(Anexo 1), los valores de las CIMg, del aceite esencial en combinacion con
fluconazol disminuyeron en relacién a los valores de las CIMg individuales frente a
C. neoformans. Con estos datos, a continuacién se calculd la CIF (concentracion

inhibitoria fraccionaria) para el AE de A. mendozana y fluconazol

ClIFae = CIM ¢omp /CIM AE solo
ClFpe=125/1000 = 0,125
CIF antit = CIM ¢omb /CIM anit. solo
ClFanit=4/8=0,5

Luego con los valores de CIF, se calculé el ICIF (indice de concentracion inhibitoria

fraccionaria):

ICIF = CIFag + ClFani

ICIF=0,125 + 0,5 = 0,625

El valor obtenido de la combinacion del AE de A. mendozana con fluconazol fue de
0,625 frente a C. neoformans, sobre la base de la interpretacion de este resultado
se puede inferir que esta combinacién produce un efecto de aditivismo (0,5 < ICIF
< 4). Donde se destaca que al combinarse el fluconazol con el AE de A.
mendozana,su valor de CIM se reduce a la mitad para lograr el mismo efecto que

cuando se utiliza solo. Esta estrategia, seria interesante puesto que como
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fluconazol exhibe efectos téxicos indeseables y reducir su concentracion a la mitad

al combinarse con un producto natural, contribuye positivamente.

En la Figura 11, se presenta el isobolograma del efecto del AE de A. mendozana,

versus la concentracion del antifungico fluconazol, frente a C. neoformans.

10

Concentracionde Fluconazol
(Hg/mi)
=

0 200 400 600 800 1000

Concentraciondel AE de A. mendozana (ug/ml)

Figura 11: Isobolograma del efecto de los AEs de A. mendozana versus concentracion de

fluconazol, frente a C. neoformans

De acuerdo a lo descripto en el capitulo Il (Figura 3), en las representaciones
mediante isobologramas, la linea recta que conecta la relacién de 1,0 en el eje de la
ordenada y 1,0 en el eje de abscisas, indica la linea de aditividad. En este gréfico la
la combinacién del AE de este especie con fluconazol, frente a C. neoformans,

produjo una respuesta cercana a la linea de aditividad.

e Combinacion con terbinafina frente a Microsporum
gypseum

Para determinar el efecto de la combinacién del AE con el antifingico, frente a los
dermatofitos, se trabaj6é con los valores de CIMio (de AEs y del antifingico
comencial) estableciendo el signo (+) si hubo desarrollo visual del hongo y signo (-)

si no hubo desarrollo durante el tiempo de incubacion transcurrido. Ver Anexo |.

La combinacion del AE de A. mendozana con terbinafina, fue ensayado frente a M.
gypseum siguiendo el protocolo previamente descripto en Capitulo Il: Materiales y
Métodos. Se determind los valores de CIF y se calculé el ICIF (indice de

concentracion inhibitoria fraccionaria):
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CIFAe = 500/ 500 = 1

CIFanit = 0,002/ 0,032= 0,0625

ICIF=1 + 0,0625 = 1,0625

El valor de ICIF (1,0625) indicé que la combinacion del AE de A. mendozana con
terbinafina, frente a M. gypseum produjo efecto aditivo, favoreciendo la de la
concentracion del antifingico en una octava parte.

A continuacién se presentan el isobolograma del efecto del AE de A. mendozana,
respecto a la concentracion del antifangico terbinafina, frente a M. gypseum (Figura
12).
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Figura 12. Isobolograma del efecto del AE de A. mendozana versus concentracion de

terbinafina frente a M. gypseum

La figura anterior indicO que la combinacién del AE de A. mendocina con
terbinafina, frente M. gypseum presenta una linea de respuesta muy por debajo de
la linea de aditividad, representando la reduccion de la concentracion del

antifangico).

e Combinacion con terbinafina frente a Trychophyton
rubrum

La determinacion de los valores de CIF del AE y de terbinafina, se realizé del

mismo modo que la combinacién frente al dermatofito M. gypseum. Con los datos

del tablero (Ver Anexo 1). Se calculé el ICIF (indice de concentracion inhibitoria

fraccionaria):
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CIFae= 250/ 250 = 1

CIFanit = 0,002/ 0,032= 0,0625

ICIF=1+ 0,06 = 1,06

Los resultados indicaron que la combinacion del AE A. mendozana con terbinafina
frente a T. rubrum, generd un efecto aditivo, mostrando una reduccion de ocho
veces el valor de la CIM del antifungico utilizado.

La siguiente figura presenta el isobolograma del efecto del AE de A. mendozana
versus la concentracion del antifungico terbinafina, frente a T. rubrum.

0.035
0.03
0.025

0.02

(ng/mi)

0.013

0.01

0.005

Concentracidonde Terbinafina

¢

0 200 400 600 800 1000

0
Concentracion del AE de A. mendozana (ag/ml)

Figura 13. Isobolograma del efecto del AE de A. mendozana versus concentracion de

terbinafina frente a T. rubrum.

La combinacion del AE de A. mendocina con terbinafina, frente T. rubrum fue muy
similar al efecto que presento frente M.gypseum. Los puntos estan muy por debajo

de la respuesta de la aditividad.
IV.2.2.-Aceite esencial de A. cryptantha-BAU y A. cryptantha-AN
e Combinacion con fluconazol frente Candida albicans:

De la especie Azorella cryptantha se estudio el efecto de la combinacion para las
dos muestras segun zonas de colecta. A continuacion se presentan los resultados

obtenidos para cada muestra.
A. cryptantha-BAU

Con los datos del tablero (Anexo I) calcul6 CIF, luego con los valores de se calculo

la ICIF, los resultados fueron:
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CIFae = ClMcomb/CIMaE soio

CIFAe=500/500 =1
ClFanit = 0,12 /3,9 = 0,031

ICIF=1 + 0,031 = 1,031

Asimismo, la combinacién del AE de A. cryptantha-BAU con el antifingico
fluconazol mostré aditivismo, mientras que el valor de la CIM del antifingico

comercial, se redujo ocho veces su valor.
A. cryptantha-AN

Con los datos del tablero (Anexo |) calculé CIF, luego con los valores de se calculo
la ICIF, los resultados fueron:

CIFae =250/ 1000 = 0,25

ClFanit = 0,12 /1,95 = 0,06

ICIF= 0,25 + 0,06 = 0,31

La combinacién del AE de A. cryptantha-AN con fluconazol (ICIF=0,31) mostro
efecto sinérgico, cuando la concentracién del antifingico comercial se redujo una
octava parte. El AE de la muestra de A. cryptantha BAU presenté efecto aditivo.

El efecto diferencial en la combinacion del AE de A. cryptantha colectada en dos
zonas diferentes, aditivismo para la muestra de Bauchaceta y sinergismo para la de
Agua Negra, podria atribuirse a la variacion en la composicion de su AE en relaciéon
a las condiciones ambientales de cada lugar. Sobre la base de este analisis
comparativo de una misma especie colectada en dos zonas diferentes, puede
concluirse que seria mas apropiado la obtencién del AE de la especie A. cryptantha
que crece en Agua Negra.

A continuacién en las Figuras 14 y 15, se presentan los isobologramas construidos
a partir de los datos experimentales del efecto de los AEs de A. cryptantha BAU y
A. cryptantha AN versus la concentracién del antifangico fluconazol, frente a C.

albicans.
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Figuras 14 y 15: Isobologramas del efecto de los AEs de A. cryptantha-BAU y AN versus
la concentracion de fluconazol, frente a C. albicans

Aungue la combinacion del AE de la especie A. cryptantha BAU, con fluconazol
frente a C. albicans, dio efecto aditivo, el Figura 14 indicé una linea de respuesta
por debajo de la linea de aditividad, reflejando la reduccion de la concentracién del
antifangico utilizado, mientras que en el Figura 15 mostr6 claramente el efecto
sinérgico que presento la combinacion del AE de A. cryptantha AN con fluconazol,
frente a C. albicans, mostrando una linea de respuesta muy por debajo de la linea
de aditividad (linea convexa).

e Combinacion con fluconazol frente Cryptococcus

neophormans:

Del mismo modo que para Candida albicans se evalu6 el efecto de la combinacion
del AE de A. cryptantha-BAU y A. cryptantha-AN con fluconazol respectivamente
frente a C. neoformans.

A. cryptantha-BAU

Con los datos del tablero (Anexo 1), se calcul6 el valor de las CIF, y se calculo la

ICIF, los resultados fueron:
ClFae =125/250=0,5

ClFanit = 6,25/ 25 = 0,25

ICIF=0,5+0,25=0,75

La combinacion del AE de A. cryptantha-BAU con el antifungico fluconazol frente a
C. neoformans, mostré un efecto aditivo, y la CIM del antifingico se redujo ocho

veces su valor al combinar con este AE.
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A. cryptantha-AN

Con los datos del tablero (Anexo 1), se calculé el valor de las CIF, y se calculo la

ICIF. Los resultados de las CIF y del ICIF fueron:
CIFAe =62,5/125=0,5

ClFanit = 25/50=0,5

ICIF=0,5+05=1

Estos resultados indican que el AE de A. cryptantha-BAU combinado con fluconazol
frente a C. neoformans, mostr6 un efecto aditivo, mientras que la CIM del

antifangico se redujo solamente a la mitad.

La combinacion del AE de A. cryptantha con fluconazol frente a C. neoformans en
ambos casos dio aditivismo, con la consideracién que la CIM del antifingico se
redujo ocho veces cuando se combino con A. cryptantha-BAU mientras que se

redujo a la mitad la CIM combinado con AE de A. cryptantha-AN.

A continuacién, se presentan los isobologramas obtenidos a partir la combinacién

del AE de A. cryptantha-BAU y A. cryptantha-AN con fluconazol (Figuras 16y 17).
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Figuras 16 y 17: Isobologramas del efecto de los AEs de A. cryptantha (de ambas zonas de

colecta) versus concentracion de fluconazol, frente a C. neoformans

El AE de A. cryptantha de BAU y AN al combinarse con fluconazol, frente C.
neoformans mostraron efecto aditivo, aunque el grafico mostr6 una linea de
respuesta muy por debajo de la linea de aditividad, debido a la reduccién de la

concentracion del antifungico.

e Combinacion con terbinafina frente a Microsporum

gypseum
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A. cryptantha-BAU

Con los datos del tablero (Anexo I), del AE de A. cryptantha-BAU y de terbinafina,

frente al dermatofito M. gypseum se calcul6 el valor de la CIF y del ICIF
CIFae =250/250=1

ClFanit =2*10°/ 0,064 =0, 03

ICIF=1+ 0,03 = 1,03

A. cryptantha-AN

Con los datos de a combinacién del AE con A. cryptantha-AN con terbinafina
(tablero Anexo 1), frente al dermatofito M. gypseum se calcul6 el valor de la CIF y
del ICIF

CIFAe = 1000/1000 =1

ClFanis =2*10° /0,064 =0, 06

ICIF=1 + 0,06 = 1,06

La combinacién del AE de A. cryptantha-AN con terbinafina (ICIF=1,06) mostro
efecto de aditivismo, donde la concentracion del antifingico comercial se redujo

una octava parte al combinarlo con el AE.

A continuacion se presentan, se presentan los isobologramas obtenido de la
combinacion de los AEs de A. cryptantha-BAU y A. cryptantha-AN con terbinafina
(Figuras 18y 19) frente a M. gypseum.
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Figuras 18 y 19: Isobologramas del efecto de los AEs de A. cryptantha-BAU y AN versus

concentracion de terbinafina, frente a M. gypceum
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El AE de A. cryptantha BAU y AN combinados con terbinafina, contra M. gypseum
mostro efecto de aditivismo, se observa sin embargo que la linea de respuesta es
muy similar a la linea caracteristica de un efecto sinérgico, debido a la reduccion de

la concentracion del antifangico utilizado.
e Combinacion con terbinafina frente a T. rubrum

A. cryptantha-BAU

Con los datos del tablero (Anexo 1), se calcularon los valores de CIF del AE de A.
cryptantha-BAU y de terbinafina, frente al dermatofito T. rubrum, con estos se

calculd el ICIF (indice de concentracion inhibitoria fraccionaria):
ClIFae =500/500 =1

ClFanit =5*10/ 8*10°% =0, 06

ICIF=1 + 0,06 = 1,06

A. cryptantha-AN

Con los datos del tablero (Anexo 1), se calcularon los valores de CIF del AE de A.
cryptantha-AN y de terbinafina, frente al dermatofito T. rubrum, con estos se calculé

el ICIF (indice de concentracién inhibitoria fraccionaria):
CIFae =500/500 =1

ClFanit =5*10%/ 8*10°% =0, 06

ICIF=1 + 0,06 = 1,06

La combinacion del AE de ambas poblaciones de A. cryptantha (BAU y AN) con
terbinafina, frente a T. rubrum, fue similar, indistintamente del lugar de colecta.
Ambas muestras presentaron efecto aditivo (0,5 < ICIF < 4), con un efecto de
reduccion de ocho veces su valor de la CIM de terbinafina sola.

A continuacion, se presentan las figuras correspondientes a la combinacion de los

AE de A. cryptantha BAU y AN con terbinafina frente a T. rubrum (Figuras 20 y 21).
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Figuras 20 y 21: Isobologramas del efecto del AE de A. cryptantha-BAU y AN versus

concentracion terbinafina, frente a T. rubrum

Aunque la combinacién del AE de A. cryptantha de las dos poblaciones con
terbinafina presenté efecto aditivo, el grafico mostré6 que el AE de A. cryptnatha-
BAU combinado con el antifungico fue méas efectivo puesto que su linea de

respuesta esta muy por debajo de la linea de aditividad, frente a este dermatofito.
IV.2.3.-Aceite esencial de Tagetes mendocina

e Combinacion con fluconazol frente C. neoformans.

El AE de T. mendocina se ensayé en combinacion con fluconazol frente a C.
neoformans. El efecto de la combinacion del AE de T. mendocina con fluconazol se
evaluo, se calcularon con las CIF (con los resultados del tablero Anexo 1), y luego

se calculo el ICIF
ClFa,e = 62,5/500 =0,125

ClFanis = 16/ 8= 2

ICIF=0,125+2 = 2,125

El valor de ICIF obtenido indica que la combinacién del AE de T. mendocina con
fluconazol presenté un efecto aditivo cuando se ensayo contra C. neoformans. A
continuacion se presenta el isobolograma (Figura 22) obtenido, aqui se observa
gue el efecto de la combinacion del AE de esta especie y fluconazol, frente a C.

neoformans es aditivo.
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Figura 22. Isobolograma del efecto del AE de T. mendocina versus concentracion de

fluconazol, frente a C. neoformans

En este grafico la combinacién del AE de T. mendozana con fluconazol, frente C.
neoformans mostré algunos puntos muy por debajo de la respuesta de aditividad

(indicando reduccién de la concentracion del antifangico comercial).
e Combinacion con terbinafina frente a Microsporum

gypseum

De la combinacion del AE de T. mendocina con terbinafina, frente a M. gypseum se

calcularon las CIF y el ICIF. Los resultados fueron:
CIFAe= 1000/ 1000 = 1

CIFanit = 0,002/ 0,032= 0,06

ICIF=1+ 0,06 = 1,06

Al combinar el AE de T. mendocina con terbinafina, frente a M. gypseum se observé
un efecto de aditivismo, sin embargo esta combinacién permitid la reducir la

concentracion con terbinafina ocho veces su valor.

A continuacion, la Figura 23 muestra la combinacién del AE de esta especie con

terbinafina, frente a M. gypseum.
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Figura 23. Isobolograma del efecto de los AEs de T. mendocina versus concentraciéon de

terbinafina, frente a M. gypceum

El AE de T. mendocina combinado con terbinafina, frente M. gypseum mostré
efecto aditivo, se presenta la grafica como una linea de respuesta caracteristica al

efecto que produjo esta combinacion.

e Combinacion con terbinafina frente a Trychophyton

rubrum

De la combinacion del AE de T. mendocina con terbinafina, frente a T. rubrum se

obtuvieron las CIF y se calcularon los ICIF. Los resultados fueron:
CIFAE =500/500=1

ClIFanit = 0,002/ 0,032= 0,0625

ICIF=1 + 0,06 = 1,06

La combinacion del AE de T. mendocina con terbinafina frente a T. rubrum, mostré
un efecto de aditivismo, mostrando una reduccién de ocho veces que el valor de la
concentracién del antifiingico solo.

A continuacién, la Figura 24 muestra la combinacion del AE de esta especie con

terbinafina, frente a T. rubrum.
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Figura 24. Isobolograma del efecto del AE de T. mendocina versus concentracion de
terbinafina frente a T. rubrum

La combinacion del AE de T. mendocina con terbinafina, frente T. rubrum fue muy
similar al efecto que presentd frente M. gypseum, con linea de respuesta

caracteristica del efecto aditivo.

A continuacion, en Tabla 9 se resumen los resultados obtenidos con la combinacion

de cada AEs con fluconazol frente a levaduras.

Tabla 9. Actividad antifingica de los AEs solos y en combinacion con fluconazol, frente a

hongos levaduriformes. Los resultados se muestran como valores de CIMgy, CIF
(expresados en pg/ml), ICIF y efecto producido.
Combinacion de C. albicans C. neformans
Aceite esencial y
antifﬂngico ClMgo CIF ICIF Efecto ClMgQ CIF ICIF Efecto
comercial
A. mendozana >1000 nd nd - 125 0,125 0,63 aditivismo
Fluconazol
1,95 nd - 8 0,5
A. cryptantha (BAU) 500 1 1,06 aditivismo 250 0,5 0,75 aditivismo
Fluconazol 3,9 0,06 25 0.25
A. cryptantha (AN) 1000 0,25 0,31 sinérgico 125 0,5 1 aditivismo
Fluconazol 1,95 0,06 50 0,5
T. mendocina >1000 nd nd - 500 0,125 2,03 aditivismo
Fluconazol 16 nd 8 2
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Estos resultados indican que la combinacién de los AEs de las especies
seleccionadas con fluconazol, frente a C. albicans y C. neoformans, resultan ser
una alternativa para mejorar la actividad antifangica de los aceites esenciales,
reducir la dosis y por lo tanto reducir el efecto la téxico del antifingico comercial
como fluconazol. Mientras que el AE de A. cryptantha AN fue el Unico que presento

efecto sinérgico.

En la siguiente tabla (Tabla 10) que resumen los resultados de la combinacién de

los AEs con terbinafina frente a los dermatofitos.

Tabla 10. Actividad antifingica de los AEs solos y en combinacion con terbinafina, frente a
hongos dermatofitos. Los resultados se muestran como valores de CIM;q, CIF (expresados
en pg/ml), ICIF y efecto producido.

Combinaci6n de M. gypseum T. rubrum

Aceite esencial y

antifangico MIC CIF ICIF Efecto MIC CIF ICIF Efecto
comercial
A. mendozana 500 1 1,06 aditivismo 250 1 1,06 aditivismo
TERB 0,032 0,06 0,032 0,06
A. cryptantha (BAU) 250 1 1,03 aditivismo 500 1 1,06 aditivismo
TERB 0,032 0,03 nd 0,008 0,06 nd
A. cryptantha (AN) 250 1 1,03 aditivismo 500 1 1,06 aditivismo
TERB 0,016 nd - 0,016 nd -
T. mendocina 1000 1 1,06 aditivismo 500 1 1,06 aditivismo
TERB 0,032 0,06 0,032 0,06

TERB: terbinafina, nd: no determinado

Estos resultados estan de acuerdo con numerosos trabajos que informan el efecto
que se logra cuando se combinan AEs con antifingicos comerciales, en general
muestran que el tipo de efecto mas frecuente es aditivismo y sinergia (Pyun, y col.,
2006; Rosato y col., 2008; Iten y col., 2009; Saad y col., 2010; Silva, y col., 2011,
Basolé y Juliani, 2012).

IV.3.-Conclusiones

En este capitulo se presenta el efecto que se produce cuando se combinan los
aceites esenciales con los antimicéticos conocidos, frente a hongos levaduriformes
(C. albicans y C. neoformans) y los dermatofitos (M. gypseum y T. rubrum).
Solamente la combinacién de AE de A. cryptantha-AN con fluconazol mostr6 efecto

sinérgico frente a C. albicans (ICIF= 0,31).
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Los AE de las especies A. mendozana, A.cryptantha BAU y de T. mendocina,
aunque mostraron efecto aditivo (0,5 < ICFI < 4) combinados con fluconazol frente a
C. albicans y C. neoformans, todos las combinaciones produjeron la reduccion de la

concentracion del farmaco utilizado.

Frente a los dermatofitos (M. gypseum y T. rubrum), todos los AEs de las especies
evaluadas, presentaron efecto aditivo y reduccién de la concentracion de terbinafina

(sin combinar) en la mitad y octava parte de su valor.

Sobre la base de estos resultados, la combinacion de AEs de las especies que
crecen en la provincia de San Juan, con antifingicos comerciales generan efecto
principalmente aditivo, considerando que reducen la dosis del antifingico para
lograr el mismo efecto, lo que podria reducir la toxicidad del antifGngico comercial,

por otra parte mejora el espectro de actividad antifungica de los aceites esenciales.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
V.1.-INTRODUCCION

La familia Apiaceae comprende los géneros Azorella, Bolax, Laretia y Mulinum, se
caracteriza porque sus especies producen metabolitos bioactivos, como azorelanos
y mulinanos. El género Azorella Lam. Incluye cerca de 30 especies que se
desarrollan en las montafias de los Andes y la Patagonia, en Argentina, son

reconocidas solamente quince especies (Molina-Salinas, 2010).

De las especies como Azorella madrepérica, A. yareta y A. compacta, se conocen
numerosos trabajos que informan sobre el aislamiento e identificacion de
compuestos tipo diterpenos, azorelanos y mulinanos (Loyola y col., 1997a,b,c;
1998a,b; 2001b, 2002), asi como también sobre sus propiedades biolégicas como:
antiplasmadica, triconomicidal, antituberculosis, antimalaria y antibacteriana de
diterpenos aislados de diferentes especies del genero Azorella (Loyola y col., 2004,
Loyola y col., 2001b, Wachter y col., 1998, Wachter y col., 1999; Areche, y col.,
2010, Molina-Salinas, 2010, Quesada y col., 2012).

La especie Azorella cryptantha (Clos) Reiche crece en los Andes centrales, de la
provincia de San Juan, a una altura entre 2700-4500 m s.n.m. (Martinez, 1989;
Kiesling, 2003). En el departamento de Iglesia, en la localidad de Bauchaceta, esta
especie, es conocida como “yerba del soldado”; crece como arbusto, a hasta una
altura cercana a los 1800 m s.n.m. Mientras que en la zona de Agua Negra, a una
altura aproximada de 4000 m s.n.m., los pobladores la llaman “cuerno de cabra”, y
se desarrolla en forma de cojin, Estas caracteristicas morfolégicas, son propias del
género Azorella como consecuencia de las condiciones ambientales diferentes a las
que estan expuestas. Colloca y col. (2004), informaron el aislamiento de
compuestos tipo diterpenos de esta especie, colectada en Bauchaceta, en la

provincia de San Juan.

En la medicina popular de la provincia de San Juan, esta especie, se utiliza para
tratar problemas digestivos asociados con la ingesta excesiva o por alimentos
contaminados por bacterias, mientras que desde el punto de vista del uso
veterinario, la decoccidon de sus partes aéreas, es utilizada para eliminar hongos de

la piel (dermatofitos) de las patas de aves domésticas.

Beatriz Viviana Lima 64



Estudio Fitoquimico Bioguiado por Actividad Antifingica, de Plantas de la Flora de San Juan

Azorella cryptantha (Clos) Reiche
Aislamiento Bioguiado por Actividad Antimicrobiana

V.2.-Preparacion de extractos de A. cryptantha-BAU

La especie A. cryptantha colectada en Bauchaceta, conocida como “Yerba del
soldado”, se seleccion6 para el estudio de aislamiento bioguiado por actividad

antimicrobiana.

La preparacion de los extractos seriados (de polaridad baja, media y alta) se realizd
a partir de la planta completa (1000 g) siguiendo la metodologia descripta en
Capitulo I, se obtuvieron los extractos éter de petrdleo (EEP), diclorometano
(EDCM) y metanol (EM). Se calcul6 el rendimiento de los extractos seriados, en
términos de material seco de partida: EEP: 8,9%, EDCM: 3,3 % y para el EMeOH:
17,4 % (p/v).

V.3.-Actividad antimicrobiana de los extractos seriados

La actividad antimicrobiana de los extractos seriados a diferentes concentraciones
por el método de microdilucion (Capitulo 1l), fue ensayada frente a las levaduras:
Candida albicans ATCC 10231, Candida tropicales C 131 2000, Cryptococcus
neoformans ATCC 32264, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763. Hongos
filamentosos: Aspergillus flavus ATCC 9170, Aspergillus fumigatus ATCC 26934,
Aspergillus niger ATCC 9029. Dermatofitos: Trichophyton rubrum C113,
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972 y Microsporum gypseum C115 vy
bacterias Gram (-): Escherichia coli de aislados clinicos (E. coli LM-1, E. coli LM-2)

y Salmonella enteritidis-IM.

En la Tabla 11, se presentan los resultados obtenidos. El extracto menos polar (EP)
de A. cryptantha fue el mas activo y selectivo frente a los dermatofitos Microsporum
gypseum, Trychophyton rubrum y, T. mentagrophytes con valores de CIM = 125
pa/ml, mientras que el resto de los extractos no presenté efecto antifungico frente a
las cepas ensayadas (CIM > 1000 pg/ml). Los hongos levaduriformes y los hongos
filamentosos no fueron sensibles a los extractos seriados de esta especie (estos

resultados no se muestran).

Respecto a las bacterias, el extracto EP mostré la mejor accion inhibitoria frente a la
bacteria Gram (-) S. enteritidis-IM con un valor de CIM de 125 pg/ml, mientras que
frente a los aislados clinicos de E coli (ambas cepas ensayadas) fue menos efectivo
con valores de CIM de 125 pg/ml. El extracto DCM mostré menor espectro de

accion con respecto al extracto EP frente a S. enteritidis-IM (CIM = 500 pg/ml).
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Tabla 11.Actividad antifungica de los extractos seriados de A. cryptantha (Bauchaceta). Los

valores de CIM se expresan en ug/ml.

Extractos seraidos de A. cryptantha Antimicrobianos

(Bauchaceta) comerciales
Dermatofitos EP DCM MeOH Terb. Cef.
M. gypseum C 115 2000 125 >1000 >1000 0,04 -
T. rubrum C 113 2000 125 >1000 >1000 0,003 -
T. mentagrophytes ATCC 125 >1000 >1000 0,04 -
9972
Bacterias Gram (-)
E. coli -LM; 500 1000 >1000 - 5
E. coli- LM, 500 1000 >1000 - 0,5
S. enteritidis -IM 125 500 >1000 - 12,5

Terb: terbinafina, Cef: cefotaxima
V.4.-Aislamiento bioguiado de extracto EP de A. cryptantha

A partir del extracto EP, que mostré mejor efecto antimicrobiano (ver Tabla 11) se

selecciono para el aislamiento bioguiado por actividad antimicrobiana.

A partir de 20 g de EP, se someti6 a permeacion isocratica en una columna
Sephadex LH-20, (largo: 35 cm, diametro: 4 cm) equilibrada con la mezcla éter de
petréleo-metanol-cloroformo (2:1:1). Se obtuvieron once fracciones de 50 ml cada
una. Las mismas se sembraron en CCD, se desarrollaron utilizando como fase
movil acetato de etilo-éter de petréleo (2:8); fueron reveladas con detecciéon de luz
UV y rociadas con p-anisaldehido, posteriormente se compararon y se agruparon
por su similitud de corrida en CCD, en ocho grupos: | (3080 mg;); Il (1052 mg,), Il
(2410 mg,); IV (4813 mg); V (5608 mg); VI (1992 mg); VII (750 mg); VIII (176 mg).

Los grupos IV y V que presentaron mejor actividad (ver Tabla 21) (9,6 g), se
reunieron y purificaron utilizando una columna de media presion (CCMP), de largo:
70 cm y diametro: 5 cm, conteniendo 300 g de silica gel (0,063-0,2 mesh, Merck
60), equilibrada en EP y eluida con una mezcla de EP-AcOEt, con polaridad
creciente. Se obtuvieron 12 fracciones, (600 ml cada una), por comparacion en
CCD utilizando como fase mévil de acetato de etilo : éter de petrdleo (2:8); aquellas
con patrones similares, se reunieron en 12 grupos: 1 (22,3 mg), 2 (12,3 mg); 3 (30,4
mg), 4 (512,4 mg); 5 (2181,2 mg); 6 (721,8 mg); 7 (1355mg); 8 (1444 mg); 9 (595
mg); 10 (729 mg); 11 (395 mg), 12 (1160 mg).
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El grupo 4 (512,4 mq); se purificé mediante CCMP (largo: 70 cm, diametro: 5 cm,
con 100 g de silica gel (0,063-0,2 mesh, Merck 60)) y se eluyocon EP-AcOEt, con
polaridad creciente. Se obtuvieron, 10 fracciones (200 ml c/u). A partir de la fraccion
4 (32,1 mg) mediante cromatografia de alta resolucién (HPLC) fase reversa, usando
como fase movil agua-metanol (2:8); se obtuvo el compuesto 1: Azorellolido (0,7
mgq), ver Figura 25. Los datos de RMN coinciden con la literatura (Colloca y col.,
2004). Ver Tabla 12.

El grupo 6 (721,8 mg) fue permeado isocraticamente con metanol en columna
Sephadex LH-20 (largo: 35 cm, diametro: 4 cm) equilibrada con metanol. Se
obtuvieron 58 fracciones de 50 ml cada una. Por comparacién en CCD,
desarrolladas con acetato de etilo:éter de petréleo (3:7) como fase movil, luego bajo
detecciéon de luz UV y rociadas con p-anisaldehido, las fracciones con patrones
similares se reunieron en quince grupos: 1 (1.7mg); 2 (2,7mg); 3 (10,2mg); 4
(109,1mg), 5 (195,4mg); 6 (302,5mg); 7 (95mg); 8 (40mg); 9 (7mg); 10 (2mg); 11
(2.7mg), 12 (2,5mg); 13 (1,6mg), 14 (4,4mg); 15 (2mg).

El Grupo 6 (302,5mg), proveniente de la permeacién anterior, fue prepurificado
mediante HPLC preparativo, usando como fase movil agua-metanol (2:8); y luego,
se purificd utilizando cromatografia en placa preparativa (CCDP), usando como
eluyente ciclohexano-AcOEt (7:3), se obtuvo compuesto 2: mulinol (11,6 mg) y el
compuesto 3: stachytriol (4,6 mg), ver Figura 25. Los datos de RMN H' y C™
fueron coincidentes con los de la literatura (Tablas 13 y 14), (Loyola y col. 1997;

Soliman y col., 2007, respectivamente).

El grupo 7 (1355mg) proveniente de la primera CCMP, se suspendié en metanol, y
se filtr6, y la fraccion soluble en metanol fue permeada en columna Sephadex LH-
20 (largo: 35 cm, diametro: 4 cm) equilibrada en metanol. Se obtuvieron 24
fracciones se reunieron en doce grupos con patrones similares de CCD bajo las

mismas condiciones que se mencionaron antes.

Los grupos 5 y 6 (289 mg), provenientes de la permeacion anterior se reunieron y
se purificé mediante HPLC preparativo usando como fase mévil agua-metanol (4:6);
se aislo e identifico el compuesto 4: 1a,10R,4B,5a-diepoxi-7R-germacran-6R-ol
(23 mg) y el compuesto 5: 18,10a,4R,5a-diepoxi-7R-germacran-6R-ol (20,6 mg) y
una mezcla compleja (88,6 mg). Esta fue sometida nuevamente por HPLC
utilizando como fase moévil MeOH-H,O 7:3, y se obtuvo e identifico 0,5 mg del
compuesto 6: 1,2,3,3a,4,5,6,7,8,8a-Decahidro-7-(1-hidroxi-1-metiletil)-1,4-
dimetilazuleno-3a,8a-diol.
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Adicionalmente, se aislé e identifico el compuesto 7: madreporanona (2,7 mg)
utilizando CCD preparativa desarrollada con DCM-MeOH (8:2), ver Figura 25. Los
datos de RMN fueron coincidentes con los de la literatura, ver Tablas 15-18;
(Colloca y col., 2004; Sanz y Marco, 1991; Anh y col., 1996; Loyola y col., 2002,

respectivamente).

A partir de grupo 7 y 8, (provenientes de la permeacion del grupo 7), se reunieron
(131 mg) se sometié a purificacion mediante CCMP (largo de columna: 47 cm,
diametro: 2.5 cm) conteniendo 50 g de silica gel (0,063-0,2 mesh, Merck 60) y
eluida con una mezcla de EP-AcCOELt, con polaridad incrementada, se obtuvieron
210 fracciones de 100 ml cada una. Mediante comparacion por CCD se obtuvieron
ocho grupos (1-8): (1: 7 mg, fracciones 1-40 (2: 16 mg, fracciones 41-61), (3: 22 mg,
fracciones 68-86); (4: 51 mg, fracciones 87-100), (5: 12 mg, fracciones 101-110), (6:
10 mg, fracciones 141-159), (7: 12 mg, fracciones 160-176); (8: 10 mg, fracciones
177-210).

El grupo 4 (fracciones 87-100), se purificé por HPLC preparativo usando como fase
movil agua-metanol (3:7). Se identifico el compuesto 8: yaretol (17 mg), tiempo de
retencion (Tr) de 90 min, ver Figura 25. Los datos de RMN fueron similares a los de
la literatura (Loyola y col., 2002). Ver Tabla 19.

Otro grupo que presento buena actividad (ver Tabla 21) fue el grupo 8 (1444 mg),
el cual fue permeado en columna de Sephadex LH-20 (largo: 35 cm, diametro: 4
cm), equilibrada con metanol. Se obtuvieron cien fracciones (50 ml). Por
comparacion en CCD, desarrolladas con acetato de etilo:éter de petroleo (3:7)
como fase movil, luego deteccion bajo luz UV y rociadas con p-anisaldehido, las
fracciones con patrones similares se reunieron en diez grupos: 1 (15mg); 2 (17mg);
3 (35mg); 4 (22,5 mg), 5 (75,5 mg); 6 (344,7mg); 7 (451,5 mg); 8 (294,6 mg); 9
(37,2mg); 10 (10mg).

El grupo 8 (294 mg) proveniente de la permeacion anterior, se purifico en una
CCMP (largo de columna: 24 cm, diametro: 3 cm) con100 g silica gel (0,063-0,2
mesh, Merck 60) y eluida con una mezcla de EP-AcCOEt, con incremento de
polaridad. Se obtuvieron 86 fracciones (20 ml), fueron desarrolladas utilizando como
fase movil EP-AcOEt (8:2) luego deteccion bajo luz UV y rociadas con p-
anisaldehido, por comparacion por CCD, se reunieron en doce fracciones: 1 (5,5
mg); 2 (18,3 mg); 3 (59,03 mg); 4 (23,4 mg), 5 (12,5 mg); 6 (6,2 mg); 7 (59,12 mg);
8 (60,19 mg); 9 (60,31mg); 10 (58,81 mg); 11 (59,19 mg); 12 (53,5 mg). Las

fracciones 7 y 8 (118 mg) se reunieron y purificaron mediante HPLC preparativo
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usando como fase moévil agua-metanol (3:7), se obtuvo una mezcla de compuestos,
que fue purificada mediante CCDP con Ciclohexano:AcOEt (8:2) para obtener el
compuesto 9: chrysotol o 6B,10R-epoxi-4a-hidroxiguaiano (0,1 mg) ver Figura
25. Los datos de RMN H' y C" fueron coincidentes con los de la literatura (Ahmed y
col., 2006). Ver Tabla 20.

A continuacion en el Figura 25, se presenta el aislamiento bioguiado de A.

cryptantha.
A. cryptantha -BAU (100g) |
EEP EDCM EMeOH
| Seph.LH-20
VIII grupos
V-V
| ccMP
12 Grupos (9,6 g)
Grupo 4 (512,4 mg)  Grupo 6 (72,8 mg) Grupo 7 (72,8 mg) Grupo 8 (1444 mg)
comp | SephLH- | SephLH20 | | seph.Lr20
12 grupos ”
fraccion 4 (32,1 mg) 15 Grupos | Fraccion 8
| HPLC | | cCcMP
Grupo 5-6 (289 mg) Grupos 7-8 (131 mg)

Compuesto 1 Grupo 6 (302,5 mg) ‘ Fracciones 7-8
ccm | HPLC ccMP ‘ | HPLC
e | mezcla compleja |

(88,6 mg) Grupo 4
| HPLC

| Compuesto 2 | | Compuesto 3| |
Compuesto 5 Compuesto 6 Compuesto 8
Compuesto 7

Figura 25: Aislamiento bioguiado del extracto EP de A. cryptantha-BAU (San Juan)
Compuestos Aislados e Identificados de Azorella cryptantha colectada en

Bauchaceta (San Juan)
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12

18 19

Tabla 12: Datos espectroscopicos de 'H, '*C, COSY y HMBC en CI,CD (5 en ppm) del
compuesto Azorellolido

K H COSY HMBC
1 21.2 1.13 1.32, 1.85, 1.93
0.96
2 27.8 1.85
1.31
3 58.2 1.10 0.74, 0.85, 1.51 11.3, 27.8, 31.0, 35.6, 43.4
1.85, 1.31, 0.95, 0.85, 0.74
4 31.0 1.51 0.84,0.95,1.10 0.84,0.95,1.10
5 42.8 - -
6 35.6 1.99 0.74, 1.44, 2.26 2.26, 1.10, 0.95, 0.74
1.32
7 25.7 2.26 0.74,1.32, 1.44, 1.99 25.3,35.6,42.8
1.44
8 43.4 - -
9 18.7 - - 2.42,1.93,1.44,1.26,0.71, 0.62, 0.39
10 456 1.93dd (7.3, 0.39, 0.62, 0.74, 0.95 (O
12.6) 0.96), 1.13
11 52 0.62 0.71, 0.95, 1.26, 1.93 11.3,18.7, 20.1, 42.8, 45.6
0.39
12 20.1 0.71dd (3.7, 0.39,0.62, 1.46 5.2,18.7,45.6, 77.8
7.9) 1.85, 1.73, 1.46, 0.62, 0.39
13 778 - - 1.85, 1.46, 0.71, 0.62, 0.39
14 328 1.85 2.42,1.46
1.73 77.8
15 253 242 1.26, 1.73, 1.85
1.26
16 24.6 1.46 s CH3 0.39, 0.71, 1.85, 2.42 176.4, 77.8, 32.8, 20.1
17  176.4 - - 2.42,2.26,1.46
18 23.1 0.85d (6.6) 0.74, 0.95, 1.10, 1.51
CHs
19 226 0.95d (6.5) 0.62, 0.85, 1.51,
CHs
20 113 0.74 s CHs 0.85, 0.95, 1.10, 1.32, 35.6, 43.4, 58.2

1.46, 1.93, 1.99, 2.26

s: singulete, d: doblete, dd: doble doblete
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Compuesto 2:

Nombre comuin: Mulinol

Cantidad obtenida: 11,6 mg

Tabla 13: Datos espectroscopicos de 'H, '*C, COSY y HMBC en CI,CD (5 en ppm) del

compuesto mulinol

Ke H COSY HMBC
1 242 151m
1.05m
2 283 1.88m 1.17, 1.05
1.38 m
3 579 1.17d(10.0) 1.88, 1.38 3.76, 3.54, 1.88, 1.68,

1.51, 1.38, 1.05, 0.87
59.8,47.3, 31.7, 28.3,

23.2
4 317 1.68 m 1.17,1.05, 0.87
5 476 -
6 295 2.16 dt (13.3, 3.3) 1.51, 1.39, 1.29
1.39m
7 399 1.51m 2.16 2.16, 1.39, 0.97
1.29m 35.7
8 357 -
9 473 2.01dd 5.43, 1.88 136.2, 133.7, 50.8
10 50.8 1.88 m 5.56, 5.43, 3.76, 2.16,
2.01
11 133.7 5.43dd(12.4,8.1) 5.56, 2.01 2.01,1.31
12 136.2 5.56dd(12.4,1.4) 5.43, 1.61 2.01, 1.61, 1.31
13 71.2 - - 5.56, 5.43, 2.64, 1.61,
1.31, 0.97
14 36.0 1.85m 2.64 1.31
1.61m
15 30.1 2.64dd (12.9, 2.1) 1.85, 1.61 71.2,35.7,27.5
0.97 m
16 334 1.31s 136.2, 71.2, 36.0, 30.1
17 275 097s 50.8, 47.3, 39.9, 35.7,
30.1
2.64, 2.01
18 23.3 0.87 d (6.6) 1.68
19 23.2 1.05d (6.5) CH3 1.68
20 59.8 3.76 dd (11.6, 1.2) 1.17 57.9, 50.8, 47.6, 29.5
3.54d (11.6)

s: singulete, d: doblete, m: multiplete, dt: doble triplete
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H

Compuesto 3:

L
$
s

Nombre comun: Stachytriol

Cantidad obtenida: 4,6 mg

Tabla 14: Datos espectroscopicos de 'H, *C, COSY y HMBC en CI;CD (3 en ppm) del

compuesto stachytriol

e H COSY HMBC

1 757 - 47.9,24.5,15.1

2 324 248,1.30 90.7, 75.7, 35.4, 29.6

3 296 1.86,1.36 2.48

4 354 260 0.95, 1.86, 1.36 47.9,32.4,24.5,15.1

5 479 1.83 1.54 1.86, 1.68, 1.54, 1.44,
0.95
24.5,29.,32.4,90.7

6 245 154,144 1.83, 1.68

7 364 168 1.44 2.07,1.93, 1.44, 1.29,
1.19

8 192 1.93,1.68

9 262 207,165 1.93

10 90.7

11 736 -

12 293 1.29 73.6, 36.4, 29.2

13 292 1.19 73.6, 36.4, 29.3

14 267 1.11 90.7,75.7, 26.2, 19.3

15 151  0.95 2.60 47.9,35.4,29.6
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Nombre comun: no posee

IUPAC: 1qa, 1083, 4B, 5a-diepoxi-73-

germacran-6[3-ol

Cantidad obtenida: 23 mg

Tabla 15: Datos espectroscopicos de 'H, *C, COSY, HMBC y NOESY en CI;,CD (5 en ppm)

del compuesto 1a, 1083, 4p, 5a-diepoxi-7f3-germacran-63-ol

®c 'H COSY HMBC NOESY
1 615 295d(10.7) 2.08,1.52
2 238 208 2.95,2.20, 1.31
1.52
3 367 220 2.08, 1.52
1.31
595 - - 3.03,2.20, 1.27
684 3.03d(7.2) 3.70 71.5,59.5, 36.7
715 3.70dd (7.2, 3.03,1.23 68.5,44.7,31.3,254 3.03,1.27,0.96
2.0)
7 447 123m 3.70, 1.91, 1.76,
1.47
8 254 191 2.06, 1.64, 1.23
1.47
9 371 206 1.91, 1.47
1.64
10 619 - - 1.46
11 313 1.76 1.23, 1.03, 0.96
12 208 096d(6.7) 1.76
13 211 1.03d(6.7) 1.76
14 231 1.46 61.9
15 165 1.27 59.5
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Nombre comun: no posee
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Cantidad obtenida: 20,6 mg
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Tabla 16: Datos espectroscopicos de 'H, '°C, COSY y HMBC en CI5CD (5 en ppm) del

compuesto 183, 10q, 4B, 5a-diepoxi-7-germacran-63-ol

Bc  H CosY HMBC

1 600 3.00 2.28,1.52,1.33 60.0,41.0,24.7

2 247 228,152 3.00,2.13, 1.20

3 345 213,1.20 2.28,1.52

4 599 - 1.39

5 680 289 3.68, 1.39 3.68,2.13,1.20

6 706 3.68 2.89, 0.89 2.89, 2.13, 1.91, 1.69,
0.93

7 496 0.89 3.68,1.91, 1.69, 1.45 1.69

8 228 1.91,145 2.27,1.01 60.0

9 410 2.27,1.01

10 600 -

11 320 1.69 0.95, 0.93

12 209 0.95 1.69 49.6

13 207 0.93 1.69 49.6

14 167 1.33 60.0, 41.0

15 16.6 1.39 68.0, 59.9, 34.5
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Compuesto 6: OH
Nombre comun: no posee OH

IUPAC: 1,2,3,3a,4,5,6,7,8,8a- !
Decahidro-7-(1-hidroxi-1-metiletil)-1,4- 2

dimetilazuleno-3a,8a-diol
HO

Cantidad obtenida: 0,5 mg

Tabla 17: Datos espectroscopicos de 'H, °C, COSY y HMBC del compuesto en Cl;CD (&
en ppm) del compuesto 1,2,3,3a,4,5,6,7,8,8a-Decahidro-7-(1-hidroxi-1-metiletil)-1,4-
dimetilazuleno-3a,8a-diol

e H COSY HMBC
1 40.3 213 1.65, 0.92
1-Me 16.9 0.92d (7) 2.13 72.5,40.3, 27.1
29.3 1.99 2.31
1.65
3 27.1 1.64 1.99, 1.65
1.07
3a 73.6 - - 1.07
4 32.2 2.37
4-Me 16.1 1.07 d (7) 2.37 73.6
5 31.2 1.71
1.49
6 24.8 1.68
0.99
7 47.2 1.53 0.99
8 29.2 2.31 1.53
8a 72.5 - - 0.92
Me,COH 27.6 1.20 - 1.171/73.3, 47.2
26.6 1.17 - 1.20//73.3, 47.2
73.3 - - 1.20, 1.17

d: doblete
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18

Tabla 18: Datos espectroscopicos de 'H, '*C, COSY y HMBC del compuesto en Cl;CD (5 en
ppm) del compuesto madreporanona

c H COSY HMBC
1 335 1.69 1.67,1.29
1.46
2 28.6 1.67 1.71
1.29
3 59.3 1.29 1.63, 1.46, 1.38,1.29, 1.18 ,
0.94, 0.89
4 28.4 1.71 0.94, 0.89 1.18, 0.94, 0.89
5 53.4 - 1.63,1.38, 1.18
6 38.0 1.63 2.01,1.18
1.38
7 40.8 2.01 1.63, 1.38 1.80, 1.63, 1.38
1.58
8 79.4 - - 2.30, 2.01, 1.80, 1.63
9 212.2 - 3.57,1.69, 1.46, 1.06
10 74.5 - - 1.80, 1.68, 1.63, 1.18
11 12.1 1.06 d (7) 3.57 3.57
12 52.6 3.57 q(7) 1.06 1.06, 1.04
13 72.8 - - 3.57, 2.30, 1.80, 1.68, 1.06,
1.04
14 39.2 2.30 1.04, 1.69 3.57,1.80, 1.68, 1.04
1.69
15 355 1.80 2.01, 1.69, 1.63
1.68
16 21.9 1.04 s 3.57,2.30
17 23.5 0.94 d (6) 59.3,28.4,22.9
18 22.9 0.89d (7) 23.5,28.4,59.3
19 22.8 1.18's 74.5,59.3, 53.4
g: cuarteto

Beatriz Viviana Lima

76



Estudio Fitoquimico Bioguiado por Actividad Antifingica, de Plantas de la Flora de San Juan

Compuesto 8:
Nombre comun: yaretol

Cantidad obtenida: 17 mg

Azorella cryptantha (Clos) Reiche
Aislamiento Bioguiado por Actividad Antimicrobiana

(2]

OH

1

Tabla 19: Datos espectroscopicos de 'H, '*C, COSY y HMBC en CI,CD (5 en ppm) del

compuesto yaretol.

e H COSY HMBC
1 18.7 1.61m 1.88,1.74 1.74
1.32m
2 27.3 1.88 m 1.61 1.05
1.32m
3 58.1 1.05 dd (18.8, 9.2) 1.88,1.49,1.32 0.92,0.84
4 30.6 1.49 m 1.05,0.92,0.84 0.92, 0.84
5 41.9 - - 0.84
6 36.2 1.84 m 1.94 1.94, 0.84
1.47 m
7 26.6 1.94 m 1.84 1.84,1.47,1.39
1.80 m
8 86.5 - - 2.29,1.39
9 85.2 - - 3.71, 3.55, 1.68,
1.36
10 56.5 1.74 m 1.61,1.32 0.84
11 61.1 3.71t(10.4) 1.69 1.69
3.55dd (10.7, 4.3)
12 58.0 1.69 m 3.71 3.71,1.36
13 80.0 - - 3.71, 3.55, 1.39
14 30.4 2.29 m 1.68, 1.39 1.39
1.39m
15 32.6 1.68 m 2.29,1.39 2.29,1.39, 1.36
1.39m
16 21.9 1.36s - 1.39, 1.68
18 23.0 0.84 d (6.4) 1.49 0.92
19 22.4 0.92d (6.4) 1.49 0.84
20 12.3 0.84s - 1.74,1.47, 1.05

m: multiplete, dd: doble doblete, t: triplete, s: singulete, d: doblete
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Compuesto 9:
Nombre comun: Chrysotol
IUPAC: 6[3,10B-epoxi-4a-hidroxiguaiano

Cantidad obtenida: 0,1 mg

Tabla 20: Datos espectroscopicos de 'H, *C, COSY y HMBC en CI;CD (3 en ppm) del
compuesto chrysotol.

“c H COSY HMBC
1 53.3 2.33mCH 4.01,1.53 4.01,2.33,1.72,1.19
2 238 153mCH, 2.33, 2.11
3 482 2.18,2.11CH,
4 746
5 681 2.33mCH 4.01,1.53
6 758 4.01d(1.85)CH 2.33
7 385 1.39mCH 1.57 20.2
8 202 1.80,1.57 CH, 1.40
9 375 1.74,1.40 CH,
10 746 - -
11 326 1.72mCH 0.94, 0.95
12 209 0.95d(1.42) CHs 1.72 38.5, 32.6, 20.2
13 20.2 0.94d (1.42) CHs 1.72 38.5, 32.6, 20.9
14 219 1.19sCH, - 74.6, 53.3, 37.5, 20.2
15 257 1.43sCH, - 74.6,68.1, 48.2

m: multiplete, d: doblete, s: singulete

Algunos de los compuestos descriptos en este capitulo, se aislaron por primera vez
de otras especies de Azorellas, como el terpeno mulinol (2) aislado de A. compacta
(Loyola y col., 1997), mientras que madreporanona (7) fue identificado en A.
madreporica (Loyola y col., 2002). Frecuentemente, los compuestos aislados del
género Azorella son diterpenos o sesquiterpenos del tipo azorellanos y mulinanos
(Loyola y col., 1997a,b,c, 1998a,b, 2001, 2004, Areche y col., 2010, Molina-Salinas
y col., 2010), aunque de acuerdo a lo informado por Bohlmann y col., (1971) es

posible obtener compuestos poliacetilénicos, como los aislados de A. trifurcata.
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En un trabajo previo de Colloca y col., (2004), informaron para la A. cryptantha
(Clos) Reiche, colectada en la provincia de San Juan el aislamiento de los terpenos
azorellolido, yaretol, 10,108,4B8,5a-diepoxi-7a-germacran-6f3-ol y
dihidroazorellolido. En este estudio se aislaron e identificaron tres de esos
compuestos a excepcion del hidroazorellolido, y otros seis terpenos (mulinol,
stachytriol, 1B,10a,4B,5a-diepoxi-7a-germacran-6Bg-ol, 1,2,3,3a,4,5,6,7,8,8a-
Decahidro-7-(1-hidroxi-1-metiletil)-1,4-dimetilazuleno-3a,8a-diol,

madreporanona y chrysotol).

Los compuestos aislados de A. cryptantha fueron identificados previamente de
especies vegetales de otros géneros, el compuesto 3 stachytriol fue obtenido de
Stachys yemenensis (Soliman y col., 2007). EI compuesto 4, 1a, 108, 4B, 5a-
diepoxi-7f-germacran-6f-ol, fue aislado de Pallenis spinhosa (Sanz y Marco,
1991), el sesquiterpeno 1,2,3,3a,4,5,6,7,8,8a-Decahidro-7-(1-hidroxi-1-metiletil)-
1,4-dimetilazuleno-3a,8a-diol (6) obtenido de Caryodaphnosis tonkinensis (Anh y
col., 1996), mientras que el compuesto 9, chrysotol fue aislado de la especie

Chrysothamnus viscidiflorus (Ahmed y col., 2006).

De los nueve compuestos aislados, cuatro de ellos (compuestos 3, 5, 6 y 9) fueron
obtenidos por primera vez de A. cryptantha colectada en la provincia de San Juan,
en este caso se indica ademas que fue colectada en el departamento Bauchaceta,

donde la especie crece a unos 1800 m s.n.m.

V.5.-Actividad Antimicrobiana de las fracciones y Compuestos

aislados

Los compuestos aislados de A. cryptantha podrian considerarse débilmente activos
frente a los dermatofitos ensayados los valores de CIM fueron mayores a 50 ug/ml.
Bajo este concepto y de acuerdo a lo informado por Rios y Recio (2005), los
resultados obtenidos indican que el efecto antifungico del extracto EP de A.
cryptantha (CIM = 125 ug/ml) se deberia al conjunto de los compuestos presentes
en la especie, y no se podria asumir que la actividad se deba a un compuesto en
particular. Esto también coincide con lo observado en el estudio del aceite esencial
de esta especie (Capitulo Il y Capitulo V) y al efecto de la combinacién del AE con
antifungicos comerciales, donde se mostré que el aceite esencial de la especie
presenta actividad antifingica (si se considera que el mejor efecto esta en el

extracto menos polar, podria inferirse que la combinacién de sus compuestos es la
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responsable de su actividad y valida su uso eficiente en la medicina tradicional para

tratar infecciones ocasionadas por hongos de la piel.

Adicionalmente, para completar el estudio de la especie A. cryptantha se consideré
analizar la actividad antimicrobiana en relacién a su uso tradicional para tratar
malestares digestivos de tipo intestinales asociados a diarreas ocasionadas por
alimentos contaminados. Asi pues, se evalud su actividad antibacteriana frente a

bacterias Gram (-), de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos (capitulo II).

Del mismo modo que las fracciones del extracto mas activo fueron evaluadas por
actividad antifungica, permitiendo el aislamiento bioguiado, se determiné el efecto
antibacteriano de las fracciones del extracto activo de EP de A. cryptantha (ver
Tabla 11).

Los resultados mostraron un efecto similar al observado en los estudios de la
actividad antifungica, los grupos IV y V fueron los mas activos frente a las bacterias
evaluadas. Ademas el efecto antibacteriano se presento en el grupo IV hasta el VI
(con valores de CIM de 250 y 500 ug/ml) (ver Tabla 21).

Cuando se ensayaron los compuestos puros, el compuesto 9: chrysotol presentd
la mejor actividad antibacteriana con valores de CIM de 50 pg/ml. La actividad del
compuesto 7, madreporanona resulto interesante, puesto que inhibio el 100% de las

bacterias a una concentracion de 100 ug/ml (ver Tabla 21).

Estos resultados obtenidos sobre la actividad antibacteriana de los extractos (EP y
DCM), fracciones y compuestos aislados (chrysotol y madreporanona) de A.
cryptantha dan un sustento desde el punto de vista etnobotanico, al uso de la
especie para tratar infecciones bacterianas relacionadas al tracto gastrointestinal,
producidas por bacterias tales como Salmonella spp., Shigella spp. Escherichia coli,

entre otras.
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Tabla 21. Actividad antimicrobiana de las fracciones y los compuestos aislados de A, cryptantha. Los valores de la CIM se expresan en ug/ml.

Grupos del EEP A. cryptantha-BAU

Dermatofitos | ] 1 v Vv \"/ Vi Vil IX X Xl Xl Terb  Cef
M. gypseum C115 >1000 >1000 >1000 250 250 250 250 250 >1000 >1000  >1000 >1000
2000
T. rubrum C113 2000 >1000 >1000 >1000 250 250 250 250 250 >1000 >1000 >1000 >1000 0,04 -
T. mentagrophytes >1000 >1000 >1000 250 250 250 250 250 >1000 >1000 >1000 >1000 0,03 -
ATCC 9972
Bacterias Grupos del EEP A. cryptantha-BAU
E. coli -LM4 >1000 >1000 250 125 250 250 500 >1000 >1000 >1000 >1000  >1000 - 5
E. coli- LM2 >1000 >1000 500 125 250 500 500 >1000 >1000 >1000 >1000  >1000 - 0,5
S. enteritidis -IM >1000 >1000 250 125 125 125  >1000 >1000 >1000 >1000 >1000  >1000 - 12,5
Fracciones del Grupo V-V Compuestos aislados

4 5 6 7 8 (1) (2 &) 4 (5 (6) M (®) 9
E. coli -LM4 62,5 62,5 100 100 100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 100 50
E. coli- LM; 125 50 100 100 100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 100 50
S. enteritidis -IM 50 31,2 50 100 100 >100 >100 100 >100 >100 >100 >100 100 50

(1): Azorellorido (2): Mulinol, (3): Stachytriol, (4): 1a, 108, 48, Sa-diepoxi-7B-germacran-63-o, (5): 18, 10q, 43, 5a-diepoxi-7B-germacran-63-ol, (6):
1,2,3,3a,4,5,6,7,8,8a-decahidro-7-(1-hidroxi-1-metiletil)-1,4-dimetilazuleno-3a,8a-diol, (7): madreporanona, (8): yaretol, (9): chrysotol, Terb: Terbinafina, Cef:

Cefotaxima
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V.6.-Conclusiones

Este es el primer estudio de aislamiento bioguiado por la actividad antimicrobiana
(antifungica y antibacteriana) de extractos, fracciones y compuestos (diterpenos,
sesquiterpenos y nor-diterpenos) de Azorella cryptantha colectada en la provincia
de San Juan. Del mismo modo que la caracterizacién quimica de su aceite esencial
(Capitulo 1lI).

El EEP de A. cryptantha y sus fracciones, resulto efectivo frente a dermatofitos,
estos resultados indican que este extracto es fuente de compuestos antifungicos
para el tratamiento de infecciones micoticas generada por dermatofitos. Los
resultados de la actividad antibacteriana frente a enterobacterias presentes
frecuentemente en infecciones gastrointestinales (como E. coli de aislados clinicos
y S. enteritidis) del extracto EP, podria ser utilizado para tratar infecciones

bacterianas.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
VI.1.-Introduccion

La familia cosmopolita Gentianaceae comprende 1690 especies que habitan, por lo
general, en regiones templadas, subtropicales y tropicales (Struwe y col., 2002).
Una clasificacion moderna de sus tribus y subtribus basada, en gran parte, en
estudios filogenéticos derivados de datos moleculares, reconoce a 6 tribus y 87
géneros (Struwe y col., 2002). Esta familia, se caracteriza por presentar moléculas
bien conocidas por sus principios amargogénicos (en la industria alimenticia, como
bebidas) Rosella y col., 2009, y su uso como colorantes en la farmacéutica (Jensen
y Schripsema 2002). De los 47 géneros nativos que se encuentran en la regién

tropical de América Central y del Sur, 36 son endémicos (Struwe y col., 2002).

En Argentina, las especies Gentianella multicaulis y G. parviflora fueron estudiadas
fitoquimica y farmacolégicamente (Nadinic, 1997; Rosella y col., 2009). Sin
embargo con la posibilidad de que estas especies convivan con otras del mismo
género, y que por sus similitudes morfolégicas, (por compartir el mismo habitat)
numerosas especies tengan el mismo nombre vulgar e iguales propiedades
terapéuticas (Rosella y col., 2009) surgieron trabajos que informan sobre los
caracteres micrograficos (patron de distribucion de los estomas, espaciamiento de
las estrias cuticulares, estructura de las exina y diametro polar y ecuatorial, calculo
de los indices de estomas y empalizada) para identificar especies del género
Gentianella, como por ejemplo diferenciar G. multicaulis de otras especies como G.

parviflora, G. florida y G. cosmantha.

En la provincia de San Juan, la infusién de las partes aéreas de G. multicaulis,
conocida popularmente como ‘pasto amargo’, ‘hierba amarga’ o ‘nencia’; es usada
como tonico estomacal amargo, para tratar problemas digestivos y hepaticos
(Bustos, y col., 1996).

Con respecto a sus compuestos, las moléculas caracteristicas del género
Gentianella son los monoterpenos iridoides, xantonas y flavonas C-glicosidadas, las
cuales presentan propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas.

(Nadinic y col., 1999; Jensen y Schripsema, 2002).

Las xantonas, pertenecen al grupo de los compuestos fendlicos, son una clase de
metabolitos secundarios con variedad estructural y patrones de oxidacion

caracteristicos. Este tipo de compuestos suelen utilizarse como marcadores
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quimiotaxonémicos en los niveles de infra y super-género en la familia

Gentianaceae (Massias y col., 1982; Jensen y Schripsema, 2002).
VI.2.-Preparacion de los extractos de G. multicaulis

En este capitulo se presenta el aislamiento bioguiado mediante actividad
antifungica de los extractos activos de G. multicaulis colectada en la provincia de
San Juan. La elucidacion estructural y el efecto antifingico de las xantonas aisladas

del extracto activo DCM.

La preparacion de los extractos seriados (de polaridad baja, media y alta) se realizé
a partir de la planta completa (310 g) mediante extracciones sucesivas a reflujo
(tres veces x 30 min) con éter de petréleo, diclorometano y metanol. Posteriormente
se filtraron y se llevaron a sequedad en evaporador rotatorio obteniéndose los
extractos éter de petroleo (EEP), diclorometano (EDCM) y metanol (EM),

respectivamente.

El rendimiento de los extractos seriados, en términos de material seco de partida,
fue para el EEP: 0,45 %, EDCM: 2,58 % y para el EMeOH: 4,34 % (p/v).

Por otra parte, una porcion representativa del EMeOH (12 g) se disolvié en agua y
se sonico, esta fase acuosa se sometié a extracciones con dietil éter (Et,O; 3 x 300
mL) y con acetato de etilo (AcOEt; 3 x 300 mL), obteniéndose los extractos de EE
(4,23 g, 35,25%) y de AcOEt (3,01 g, 25,08%) respectivamente.

V.3.-Actividad antifangica de los extractos seriados

La actividad antifungica se evalué utilizando la metodologia descripta en el Capitulo
Il. Los EEP, EDCM, y EMeOH se ensayaron frente a un panel de hongos que

incluye hongos levaduriformes y hongos filamentosos (Aspergillus y dermatofitos).

Los extractos seriados fueron activos frente a los hongos dermatofitos con valores
de CIM entre 125 y 250 pg/mL. Por otra parte, las levaduras y los hongos del
género Aspergillus evaluados resultaron menos sensibles, con valores de CIM entre

250 y 1000 pg/mL (datos que no se muestran).

En la Tabla 22 se presentan las actividades frente a los hongos que resultaron

sensibles frente a los extractos y compuestos aislados.
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Tabla 22. Actividad antifungica de los extractos seriados de A. cryptantha (Bauchaceta). Los

valores de CIM se expresan en pg/ml.

Extractos seraidos de G. multicaulis Antimicrobianos

(Bauchaceta) comerciales
Dermatofitos EP DCM MeOH Terb. Ket
M. gypseum C 115 2000 250 125 250 0,04 0,05
T. rubrum C 113 2000 250 125 125 0,003 0,03
T. mentagrophytes ATCC 125 125 125 0,04 0,03

9972

Terb: Terbinafina, Ket: Ketoconazol

Con respecto a la bioactividad de extractos de otras especies de Gentianella frente
a cepas fungicas, Rojas y col. (2004) informaron la actividad antifungica del extracto
etandlico y fracciones de Gentianella nitida frente a Candida albicans, Trichophyton

mentagrophytes, y Microsporum gypseum.
VI.4.-Aislamiento bioguiado de Gentianella multicaulis

El extracto bioactivo de DCM (5 g), fue permeado isocraticamente en columna
Sephadex LH-20 (largo de columna: 47cm, diametro: 3,8 cm) equilibrada con éter
de petroleo:metanol:cloroformo (2:1:1), se obtuvieron 80 fracciones de 25 ml cada
una. Las mismas se desarrollaron en CCD utilizando como fase movil acetato de
etilo: éter de petroleo (3:7); se observaron bajo luz UV y se rociaron con p-
anisaldehido. Luego se compararon, las fracciones con patrones similares de CCD
se reunieron en XVI grupos: | (169,4mg, fracciones 1-2); Il ( 424mg, fracciones 3-
5); Il ( 281,5mg, fracciones 6-9); IV (221 mg, fracciones 10-12), V ( 296,8 mg,
fracciones 13-17); VI (23,1mg, fraccion 18); VII (16,6mg, fracciones 19-20); VIII
(15,5mg, fraccion 21); IX (14,2mg, fracciones 22-23); X (37mg, fraccién 24); Xl
(18,7mg, fracciones 25-26); XIl (221,6mg, fracciones 27-31); Xl (75,4 mag,
fracciones 32-33); XIV (3,8mg, fraccion 34); XV (103,3 mg, fracciones 35-40); XVI
(142 mg, fracciones 41-80).

A partir del grupo IV (221 mg), por permeaciones sucesivas en columna de
Sephadex LH-20 (columna de 20 cm y 2,5 cm de didmetro) y eluida isocraticamente
con metanol, se aislaron los compuestos 1: acido oleandlico (10 mg) y el
compuesto 2: acido ursdlico (12 mg). Ambos compuestos se identificaron por
espectroscopia de RMN H' y C™. Adicionalmente, se compararon por CCD con

patrones de referencia (Markham, 1964; 1965).
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El grupo Xll (221,6 mg) se suspendié en metanol, y la fraccién soluble (13 mg) se
purifico por HPLC preparativa utilizando como fase moévil H,O-MeOH (1:9). Se
obtuvo el compuesto 3: swerchirina o metilbellidifolina o 1,8-dihidroxi-3,5-
dimetoxi-9H-xanten-9-ona (5 mg) cuyo Tr (tiempo de retencién) fue de 40 min. Los
espectros de RMN H' y C™ fueron comparados con los datos de la literatura (ver
Tabla 23) (Hajimehdipour y col., 2003).

A partir de la fraccion soluble en metanol (30 mg) del grupo XIV (38,8 mg) mediante
HPLC preparativa utilizando como eluyente H,O-MeOH (3:7), se obtuvo el
compuesto 4: bellidina o demetilbellidifolina o 1,3,5,8-tetrahidroxi-9H-xanten-
9-ona (6 mg) con Tr = 50 min. Los datos espectroscépicos de RMN H' y C' fueron

coincidentes con los informados por Markham, (1964), ver Tabla 23.

El grupo XV (103,3 mg) se purific6 en una columna cromatografica de media
presion en silica gel (largo de columna 23 cm; 2 cm diametro) utilizando como
solvente de corrida CH,Cl,-AcOEt-MeOH. Las fracciones fueron desarrolladas en
CCD, observadas con UV y rociadas con p-anisaldehido, luego comparadas y se
reunieron en seis grupos (1-6). La fraccion soluble en metanol del grupo 1 (29,2 mg)
se purificé mediante HPLC preparativo utilizando como eluyente H,O-MeOH (8:2).
Y luego con una segunda purificacion por HPLC utilizando como fase movil
acetonitrilo-H,O (7:3) se obtuvo el compuesto 5: bellidifolina o 1,5,8-trihidroxi-3-
metoxi-9H-xanten-9-ona (2,2 mg) con Tr = 25 min. Los datos de RMN H' y C" se

compararon con la literatura (Markham, 1964), ver Tabla 24.

El grupo XVI (30 mg) se purifico mediante sucesivas columnas en HPLC
preparativo utilizando como fase movil acetonitrilo-H,O (7:3). Se obtuvieron 3 mg
del compuesto 6: isobellidifolina o swertianol o 1,3,8-trihidroxi-5-metoxi-9H-
xanten-9-ona con Tr= 18 min. Los datos de RMN H' y C" fueron similares a los

informados en la literatura (Markham, 1965), ver Tabla 24).

El extracto EEE (4 g) fue permeado en columna Sephadex LH-20 (largo de
columna, 43 cm; 3,5 cm diametro), equilibrada con metanol. Se obtuvieron 42
fracciones de 25 mL, las cuales fueron desarrolladas usando como fase movil
acetato de etilo-éter de petroleo (3:7), se observaron bajo la detecciéon de luz UV, y
se rociaron con acido difenilbdrico, reveladas y luego comparadas en CCD, se
reunieron en 18 grupos. Los grupos 10-14 (590 mg) se permearon columna

Sephadex LH-20 (largo de columna, 24 cm; 2.5 cm de didmetro) equilibrada con
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metanol. Se reunieron en once grupos por comparacion con CCD. A partir del

grupo 10 (72,3 mg) se aislé nuevamente el compuesto 4: bellidina (60 mg).

En la Figura 26, se resume el aislamiento bioguiado del EDCM de G. multicaulis.

G. multicaulis (310g)

| Seph. LH-20

| | |
EEP EDCM EMeOH
Tg |
| | | | | | |
Grupo IV Grupo Xl Grupo XIV Grupo XV Grupo XV EEE 49 EACEtO
221| mo 221,6 mg 38,8 mg 103,3 mg 30 mg | seph-LH20
Seph. LH-20 HPLC | | HPLC

| CCMP oo Grupo 10-14
Compuesto 3 Compuesto 4 590 mg
Grupo 1
Compuesto 6 | Seph-LH20

Compuestol  Compuesto 2 HPLC ‘ Grupo 10

Compuesto 5 |

Compuesto 4

Figura 26: Aislamiento bioguiado mediante actividad antifungica del EEP de G. multicaulis
(San Juan)

Compuestos Identificados de Gentianella multicaulis colectada en Bauchaceta (San
Juan)

Compuesto 1:

Nombre comun: acido oleandlico

IUPAC: &cido 3p-hidroxiolean-12-en-28-oico

Cantidad obtenida: 10 mg

Compuesto 2:
Nombre comun: acido ursélico
IUPAC: acido 3B-hidroxiurs-12-en-28-oico

Cantidad obtenida: 12 mg
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Compuesto 3: OCH,
Nombre comun: swerchirina o metilbellidifolina

IUPAC: 1,8-dihidroxi-3,5-dimetoxi-9H-xanten-9-ona

Cantidad obtenida: 5 mg

Compuesto 4: oH
. - . s o OH
Nombre comun: bellidina o demetilbellidifolina
IUPAC: 1,3,5,8-tetrahidroxi-9H-xanten-9-ona
Cantidad obtenida: 6 mg OH 5 OH

Tabla 23: Datos espectroscopicos de 'H, '°C, COSY y HMBC de los compuestos
swerchirina (3) y bellidina (4) en MeOD-d, (6 en ppm).

swerchirina (3) bellidina (4)
B“c ™ HMBC NOESY 'c 'H HMBC
1 162.5 - - - 162.7 - -
2 98.3 6.44d  167.7,162.5,6102.8, - 99.0 6.24d(2.2) 1627,
3 167.7 - 6.77,6.70, 3.93 - 167.6 - -
4 93.5 i.70d 184.8, 167.7,157.8, - 948 6.43d(2.2) 167.6,
4a 157.8 - - - 1579 - -
5 1401 - - - 137.7 - -
1219 7.51d 1535, 145.0, 1401, - 1240 7.27d(8.8) 1524,
110.3 6.77d  184.3,153.5,145.0, - 109.8 6.66d(8.8) 184.1,
153.5 - - - 1524 - -
8a 108.1 - 6.77,6.70 - 107.9 - -
9 184.8 - - - 1841 - -
9° 102.8 - - - 1015 - -
10 145.0 - - - 1432 - -
3-OMe* 576 3.93s 167.7 6.70, - -
5-OMe* 57.6 3.92s 140.1 751 - -

d: doblete, s: singulete
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Compuesto 5: bellidifolina (1,5,8-trihidroxi-3-metoxi-

oH
9H-xanten-9-ona) ° OCH;
Cantidad obtenida: 2,2 mg O O

OH

(¢] OH

Compuesto 6: isobellidifolina o swertianol QOCH,
(1,3,8-trihidroxi-5-metoxi-9H-xanten-9-ona) ° o
Cantidad obtenida: 3 mg

OH (@] OH

Tabla 24. Datos espectroscopicos de 'H, '°C, HMBC y NOESY de los compuestos
bellidifolina (5) e isobellidifolina (6) en MeOD-d,4 (& en ppm).

bellidifolina (5) isobellidifolina (6)
Yc 'H HMBC NOESY "“c 'H HMBC  NOESY
1 162.4 - - - 164.3 - 6.15 -
2 97.8 6.45 d 167.3, - 959 6.32d(22) -
3 167.3 - - - 1712 - 6.32, -
4 93.3 6.66 d 167.3, - 100.5 6.15d(2.2) - -
4a 1574 - - - 159.6 - 6.32 -
5 1375 - - - 1415 - 7.33, -
1243 7.30 d 1522, - 1215 7.33d(9.0) - 6.65,
109.9 6.69 d 1845, - 109.8 6.65d(9.0) - 7.33
152.2 - - - 1554 - 6.65, -
8a 107.9 - - - 108.7 - 6.65, -
9 1845 - 6.69 - 185.6 - 6.65, -
92 102.1 - - - 102.1 - 6.32, -
10 1438 - - - 146.3 - 6.32, -
3-OMe 56.9 3.94s 167.3  6.66, - - - -
5-OMe - - - - 575 3.92s 1415  7.33

d: doblete, s: singulete

Con respecto a los compuestos aislados de G. multicaulis colectada en la provincia
de San Juan, las cuatro xantonas 1,3,5,8-tetraoxigenadas: swerchirina, bellidifolina,
isobellidifolina, y demetilbellidifolina, junto con los triterpenos acidos ursdlico y
oleandlico fueron previamente obtenidos a partir del extracto DCM de G. florida
(Nadinic y col., 1997).
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Tres de las xantonas aisladas (demetilbellidifolina, bellidifolina, isobellidifolina) junto
a swertianina, fueron informadas como constituyentes de G. achalensis, colectada

en la provincia de Cérdoba, a 1200 m s.n.m (Nadinic y col., 1999, 2002).

Asimismo, Rosella y col., (2007), informaron sobre los parametros micrograficos de
dos especies de Gentianella que crecen en Argentina: G. parviflora y G. multicaulis,
y la identificacion de las cuatro xantonas: swerchirina (3), bellidina (4), bellidifolina
(5) e isobellidifolina (6) mediante HPLC.

VI.5.-Actividad antifungica de los compuestos aislados

Las xantonas bellidina (4), bellidifolina (5) e isobellidifolina (6) presentaron actividad
antifungica frente a M. gypseum como asi también frente a las dos especies de
Trichophyton (T. rubrum y T. mentagrophytes) con valores de CIM de 50 pg/ml,
mientras que swerchirina (3) resulté el compuesto menos activo (CIM = 100 ug/ml),
ver Tabla 25.

Los acidos ursélico (1) y oleandlico (2) son abundantes en el reino vegetal y de baja
significancia quimiotaxonémica (Li-Juan y Min-Hui, 2009). Algunas de las
propiedades antifungicas fueron informadas por Shai y col., (2008); frente a C.
albicans y C. neoformans con valores de CIM= 32 pg/ml, y frente al hongo A.
fumigatus (CIM = 24 pg/ml). A continuacion se presenta los resultados de actividad

antifungica de los xantonas aisladas de G. multicaulis.

Tabla 25. Actividad antifungica de los extractos y compuestos aislados de Gentianella

multicaulis (valores de CIM expresados en ug/mL).

Xantonas aisladas de G. multicaulis

Dermatofitos 3 4 5 6 Terb.
M. gypseum C 115 2000 100 100 50 50 0,04
T. rubrum C 113 2000 100 50 50 50 0,003
T. mentagrophytes ATCC 100 50 50 50 0,04
9972

3: swerchirina, 4: bellidina, 5: bellidifolina, 6: isobellidifolina

Li y col. (2010), presentaron recientemente una revision sobre el género Gentianella
Moench alli exponen que sus propiedades mas distintivas son: las actividades
antioxidantes, radioprotectivas, antimicrobianas, antiinflamatorias, hipoglucemicas y
anticolinérgicas. Indicando que en muchas ocasiones, las xantonas son las

moléculas activas presentes en este género.
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En general, las propiedades farmacolégicas de las xantonas son asignadas
principalmente, a sus anillos heterociclicos oxigenados y la diversidad de sus

grupos funcionales (Peres y col., 2000).

La propiedad de las xantonas mas descripta esta se refiere a la capacidad de
captura de radicales libres (Jiang y col.,, 2004; Franklin y col., 2009).
Recientemente, Singh y col., (2012) informaron el aislamiento de bellidifolina e

isobellidifolina bioguiado por la actividad antioxidante de Swertia chirayita.

Adicionalmente, se ha informado de xantonas otras actividades biolégicas como la
inhibicion de la acetilcolinesterasa (Urbain y col., 2008) y la inhibicion de la enzima

monoamina oxidasa, MAO (Mitsunaga, 2004).

Con respecto a la antimicrobiana, Savikin y col., (2009) informaron sobre la
actividad antibacteriana de extractos metandlicos y compuestos aislados de

Gentiana lutea.

En relacion a la actividad biolégica de los compuestos aislados, la xantona
bellidifolina fue informada como potente agente hipoglucemiante en ratas
diabéticas inducidas (Basnet y col., 1994). Asimismo, Li y col. (2011) informaron,
para el mismo compuesto, la actividad de inhibicion de la proliferacion y activacion

de células “estrelladas” hepaticas.

De acuerdo a lo informado por Urbain y col. (2008), las xantonas bellidina y
bellidifolina, presentaron una interesante actividad inhibitoria de la monoamina

oxidasa (MAO) y fueron menos activas frente a la enzima acetilcolinesterasa.
VI.6.-Conclusiones

De la especie G. multicaulis colectada en la provincia de San Juan, se aislaron e
identificaron cuatro xantonas oxigenadas y dos triterpenos. Los extractos seriados y
las xantonas aisladas presentaron efecto antifungico frente a los hongos
dermatofitos M. gypseum, T. rubrum y T. mentagrophytes. La actividad antifungica
frente a dermatofitos permite concluir que esta especie colectada en la provincia de
San Juan podria ser fuente de compuestos antifingicos para tratar infecciones
fungicas superficiales, producidas por T. rubrum y T. mentagrophytes, siendo estos
dermatofitos las principales especies responsables de aproximadamente el 80 —
93% de este tipo de infecciones recurrentes y cronicas. Este es el primer estudio
concerniente a la actividad antifungica de xantonas aisladas en Gentianella

multicaulis.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION
VII.1.-Introduccion

El género Tagetes, perteneciente a la familia Asteraceae, comprende cerca de 55
especies distribuidas en todo el mundo (Rondon y col., 2006). Algunas especies de
Tagetes son usadas en la medicina tradicional para tratar distintas afecciones,
incluyendo enfermedades digestivas, gastrointestinales e infecciones de la piel
(Aquino y col., 2002; Tereschuk y col., 1997). Adicionalmente, se han informado
propiedades tales como antioxidantes, antimicrobianas, insecticidas, herbicidas,
antimalarica (Parejo y col., 2005; Faizi y col., 2008; Gupta y Vasudeva, 2010;
Lépez, y col., 2011; Xu y col., 2012).

En la Argentina, el género Tagetes (Asteraceae) comprende 12 especies, que se
distribuyen desde el noroeste del pais hasta el sudeste de la provincia de San Juan
(Abdala, 1999; Ariza Espinar, 1967). En la medicina tradicional de la provincia de
San Juan, Tagetes mendocina Phil. (Asteraceae), conocida comunmente como

“quinchiue”, es recomendada como diurético (Bustos, y col., 1996).

Con respecto a especies del genero Tagetes que crecen en Argentina, se informo
sobre estudios de su quimiotaxonomia y distribucion (Abdala, y col., 1983; 1991),
actividad antimicrobiana (Feresin, y col., 2000; Tereschuk, y col., 2003; 2004) y

actividad de captura de radicales libres (Schmeda-Hirschmann y col., 2004).

Con respecto a la presencia de constituyentes caracteristicos, el género Tagetes
presenta una variedad de moléculas que incluyen desde compuestos derivados
fendlicos como los flavonoides, alcaloides, fenilpropanoides, derivados de tiofenos
y benzofuranos, terpenos y esteroides, entre otros (Tereschuk y col., 1997; Gil y
col., 2002; Schmeda-Hirschmann y col., 2004; Xu y col., 2012).

De la especie T. mendocina colectada en la provincia de San Juan, Schmeda-
Hirschmann y col. (2004) informaron el aislamiento bioguiado por actividad
antioxidante de los flavonoides patuletina, quercetagetina 7-O-B3-D-glucosido,
patuletina 7-O-B-D-glucosido, axillarina 7-O-8-D-glucosido, la 4-hidroxiacetofenona
y los acidos protocatechuico y siringico. En este trabajo de tesis, la especie Tagetes
mendocina colectada en la provincia de San Juan, se seleccion6 para identificar
mediante aislamiento bioguiado los compuestos responsables de la actividad

antifungica.
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VII.2.-Preparacion de extractos seriados de T. mendocina

La preparacion de los extractos seriados (polaridad baja, media y alta) a partir de
una muestra representativa del material vegetal seco (1000 g) se realizaron
extracciones sucesivas a reflujo, siguiendo la metodologia descripta en Capitulo .
Se obtuvieron los extractos éter de petréleo (EP), diclorometano (DCM) vy
metandlico (MeOH) y su rendimiento porcentual se calculo en términos de material
seco de partida como: EEP: 1,28%; EDCM: 0,59% y EMeOH: 6,0% (p/v).
Adicionalmente, el extracto acuoso resultante de la hidrodestilacién del aceite
esencial de T. mendocina, se extrajo con acetato de etilo (AcEtO; 3 x 500 mL), se
seco con Na,SO4 anhidro, se filtré y se llevo a sequedad bajo presién reducida. Se

obtuvieron 3,5 g del EACOEt con un 7% de rendimiento.
VIIL.3.-Actividad antifangica de los extractos seriados

La actividad antifungica de los extractos obtenidos de T. mendocina a diferentes
concentraciones, se evalué mediante el método de dilucion (Capitulo 1) frente a
hongos levaduriformes (C. albicans, C. tropicalis, Cryptococcus neoformans y S.
cerevisiae) filamentosos (A. fumigatus, A. flavus y A. niger) y dermatofitos (M.
gypseum, T. rubrumy T. mentagrophytes). Los extractos de polaridad media y baja,
EP, DCM y EAcCOEt mostraron actividad antifungica frente a los dermatofitos
evaluados. El extracto mas activo fue el EAcCOEt frente a T. mentagrophytes con un
valor de CIM de 125 ug/ml. Los hongos levaduriformes y los del género Aspergillius
no fueron sensibles frente a los extractos seriados de T. mendocina (MIC >1000

pg/ml). Los resultados se presentan en la Tabla 26.

Tabla 26. Actividad antifungica de los extractos seriados de T. mendocina. Los valores de
CIM se expresan en ug/mil.

Antifingicos

Dermatofitos Extractos de T. mendocina
comerciales
EP DCM MeOH  AcOEt Ket. Terb.
M.gypseum C 115 2000 250 250 >1000 250 0,05 0,04
T. rubrum C 113 2000 500 250 >1000 250 0,0025 0,0025
T. mentagrophytes ATCC 9972 250 250 >1000 125 0,0025 0,04

Ket: ketoconazol; Terb: Terbinafina
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VII.4.-Aislamiento bioguiado de los extractos activos

Los extractos que fueron activos, se seleccionaron para el aislamiento bioguiado. El
extracto EP (15 g) se sometid a fraccionamiento utilizando CCMP (largo de
columna: 70 cm; diametro 5 cm) con 500 g silica gel (0,063-0,2 mesh, Merck 60).
Se eluyd con una mezcla de EP-ACEtO con polaridad creciente. Se obtuvieron 130
fracciones de 150 ml cada una. Por comparacién en CCD, utilizando como fase
movil EP-AcOEt (95,5:0,5), luego deteccién bajo luz UV, rociadas y reveladas con
p-anisaldehido, las fracciones con patrones de corrida similares se reunieron en

diecisiete grupos. Los grupos mas activos fueron Xl, XIV y XV.

A partir del grupo Xl (187 mg), se fraccion¢ utilizando CCMP (largo de columna: 24
cm; diametro 3 cm), conteniendo 100 g silica gel (0,063-0,2 mesh, Merck 60), se
eluyé con una mezcla de EP-AcEtO con polaridad creciente. Se obtuvo el
compuesto 1: 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2’-bitienil, BBTAcO (5 mg). EMHR m/z
(rel. int.%): 234.340 (calc. por C;,H100S,: 234,017), ver Figura 27.

Los grupos XIV y XV (840 mg) se fueron permeados isocraticamente, en una
columna Sephadex LH-20, (largo: 26 cm, diametro: 2,5 cm) equilibrada con la
mezcla éter de petréleo-metanol-cloroformo (2:1:1). Se obtuvo el compuesto 2: 3-
sitosterol (50 mg). EI-MS: Cy9Hs500 m}z 414.3792 (M+) calc. for CogHs500: 414.3792
(52), 396 (35) (M-H20), 381 (21), 329 (22), 303(32), 273 (20), 255 (39), 218 (100),

203 (40), 189 (22), 81

(72), 69 (61), 55 (80). Los datos espectroscopicos y de masas estan de acuerdo a

un reporte previo de Feresin y col. (2002). Ver Esquema 27.

Adicionalmente, el extracto DCM (7,5 g) fue permeado en una columna con
Sephadex LH-20 (largo 33 cm, 5,5 cm de diametro), equilibrada con MeOH. Se
obtuvieron 25 fracciones de 35 ml cada una. Por similitud en CCD, utilizando como
fase moévil EP-AcOEt (95,5:0,5), luego deteccion bajo luz UV, rociadas y reveladas
con p-anisaldehido, las fracciones se reunieron en cuatro grupos: 1 (3 mg;
fracciones 1-9), 2 (100 mg: fracciones 10-16), 3 (700 mg: fracciones 17-21), 4 (3

mg, fracciones 22-25).

El grupo 3 (300 mg) se fraccion6é por CCMP en silica gel (0,063-0,2 mesh, Merck
60); con largo de columna: 50 cm, diametro: 3,5 cm, se eluyé con una mezcla de

EP-AcEtO con polaridad creciente, se obtuvieron el 217 fracciones de 10 ml cada
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una. Por comparacion y por patrones similares de corrida en CCD utilizando como
fase moévil EP-AcOEt (9:1), luego deteccion bajo luz UV y reveladas con p-
anisaldehido, las fracciones se reunieron en diez grupos: 1 (22,3 mg, fracciones 1-
14), 2 (12,3 mg, fracciones 15-25); 3 (20,4 mg, fracciones 26-48), 4 (12,4 mg,
fracciones 49-64); 5 (81,2 mg, fracciones 65-83); 6 (21,8 mg, fracciones 84-102); 7
(25mg, fracciones 103-149); 8 (24 mg, fracciones 150-180); 9 (12 mg, fracciones
181-200); 10 (19 mg, fracciones 201-217).

A partir del grupo 5 (81,2 mg) mediante CCMP en silica gel (0,063-0,2 mesh, Merck
60); con largo de columna: 30 cm, diametro: 3,5 cm, eluida con una mezcla de EP-
AcEtO con polaridad creciente y se obtuvo el compuesto 1: 5-(4-acetoxi-1-
butinil)-2,2’-bithienil, BBTAcO (5 mg), EM m/z (rel. int.%): 276 [M]" (C14H120,S5),
217 (15), 216 (100), 203 (14), 43 (21),el compuesto 3: 5-(4-hidroxi-1-butinil)-2,2’-
bitienil, BBTOH) (3 mg). EM m/z (rel. int.%): 234 [M]" (C42H100S>), 203 (100) 234
(76) 204 (14) 171 (21) 235 (11) y el compuesto 4: 4-hidroxiacetofenona (15 mg).
EM m/z (% Intensidad relativa): 136 (48) [M*], 121 (100) [M-CHs]+. RMN "H (400
MHz, CDCI3): s 12.2 (OH), 7.92 (2H, d, J = 8.0, H-2’, H-6’), 6.96 (2H, d, J = 8.0, H-
3’, H-5), 2.60 (3H, s, CH3). 13C-RMN: 198.68s (C=0), 161.39 s (C-5), 131.22d (C-2
y C-6), 129.47 s (C-1), 115.53 d (C-3 y C-5), 59.137 t (C-6), 34.202 t (C-7), 25.926 q
(C-8), 18.027 q (C-9), 26.218 g (C-CHjs).Ver Figura 27. Los datos espectroscopicos
de los compuestos 1 y 3 fueron coincidentes con los informados por Margl, (2002) y
Gil y col. (2002) para los tiofenos aislados e identificados mediante analisis por CG-
EM en la especie Tagetes patula.

El extracto EACOEt (756 mg) se fraccion6 mediante CCMP en silica gel (0,063-0,2
mesh, Merck 60); con largo de columna a: 55 cm, diametro: 2 cm, se eluy6 con una
mezcla de EP-AcEtO-MeOH con polaridad creciente. Se obtuvieron 200 fracciones
de 15 ml cada una. Las fracciones con patrones similares de CCD se reunieron. Se
obtuvo el compuesto 5: 2-hidroxiacetofenona (45 mg). EM m/z (% Intensidad
relativa): 136 (44) [M*], 121 (100) [M-CH3]*, 93 (23) [M-CH3COJ", 65 (35) [C5H5]".
RMN 'H (400 MHz, CDCls): s 12.2 (OH ), 7.70 (*H, dd, J = 8.0, H-6’), 7.40 ('H, td, J
= 8.0, J = 2.0, H-4"), 6.80-7.00 (2H, m, H-3' y 5), 2.60 (3H, s). *C-RMN 198.27s
(C=0), 161.10 s (C-2), 137.35d (C-4), 129.81 s (C-6), 120.97 s (C-5), 115.40 d (C-3
y C-1), 26.218 q (C-CHa;).y el compuesto 6: dihidrorosefurano (51 mg, ver Figura
27.) EM m/z (rel.int.%): 152 [M]" (CyH160) (8), 137 [M-Me]’(15), 112 [M-Me]" (24),
83 [M-Cs Ho]" (20), 69 [Cs Ho]" (100), TH-NMR: 5.66 t (8) (H-3), 5.13 t (8) (H-4), 4.03 t
(8) (H-5), 4.21 dd (H-6), 2.24 m (H-7), 1.75 s (H-8), 1.66 s (H-9), 1.69 s (H-10). 13C-
NMR: 140.427 s (C-1), 135.300 s (C-2), 124.523 d (C-3), 119.737 d (C-4), 76.382 d
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(C-5), 59.137 t (C-6), 34.202 t (C-7), 25.926 q (C-8), 18.027 q (C-9), 12.218 q (C-
10). [a DJ: -2.2, (c=0.09; CHCI,). Los datos espectroscopicos de 6 estan de acuerdo

con los reportados por Misra y col (1991). Mientras que los datos del compuesto 5

son coincidentes con reportes de Bentley y col. (1984).

En el siguiente esquema se resume el aislamiento bioguiado de T. mendocina

colectada en la provincia de San Juan.

T. mendocina

(1000 g)
EEP (15 g) EDCM EACOEt (756
CCMP ‘ (7,59) mg)
Grupos I-XVII SephLh20 | coMmp |
| 4 grupos |_
ceMp | Compuesto 5 Compuesto 6
Grupo XI Grupos XIV-XV Grupo 3 (300
(187 mg) (840 mg) mg)
| CCMP | Seph.LH-20 CCMP ’
Compuesto 1 Compuesto 2 10 grupos
CCMP
covp |
Grupo 5

Compuesto1 Compuesto 3

Compuesto 4

Figura 27: Aislamiento bioguiado por actividad antifungica de T. mendocina (San Juan).

A continuacién se presentan las estructuras de los compuestos aislados de T.

mendocina

Compuesto 1:

Nombre IUPAC: 5-(4-acetoxi-1-butinil)-

2,2’-bitienil, BBAcO

Cantidad obtenida: 10 mg

Aspecto: oleoso incoloro
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Compuesto 2:
Nombre comun: B-sitosterol

Cantidad obtenida: 50 mg

Aspecto: solido blanco

Compuesto 3:
Nombre IUPAC: 5-(4-hidroxi-1-butinil)-
2,2’-bitienil, BBTOH

Cantidad obtenida: 3 mg

Aspecto: oleoso incoloro

Compuesto 4: H 4 _OH
Nombre comun: p-hidroxiacetona

IUPAC: 4-hidroxiacetofenona

Cantidad obtenida: 15 mg

Aspecto: polvo cristalino beige ©

Compuesto 5: HO_ 2 H
Nombre comun: o-hidroxicetona

IUPAC: 2-hidroxiacetofenona

Cantidad obtenida: 45 mg

Aspecto: solido blanco 0

Compuesto 6:

Nombre comun: Dihidrorosefurano
IUPAC: 2B-(3-metilbut-2-enil)-3-metil-
2,5-dihidrofurano

Cantidad obtenida: 51 mg

Aspecto: oleoso incoloro
Los tiofenos 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2’-bitienil (1) y 5-(4-hidroxi-1-butinil)-2,2’-bitienil
(2) se informaron como constituyentes de Tagetes spp, mientras que

dihidrorosefurano (6) fue aislado previamente de Artemisia pallens (Misra, y col.,
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1991; Margl, y col., 2002). La composicién quimica y la cuantificacién de tiofenos de
la especie T. minuta, colectada en la provincia de Mendoza, se informd donde el
principal compuesto identificado fue el compuesto 2 BBTOH (Gil y col., 2002). Este
compuesto (BBTOH) también fue informado como constituyente en los géneros
Tagetes, Porophyllum y Echinops, mientras que su acetato (1) correspondiente se
aislé de especies del género Berkheya, Dyssodia, Echinops y Tagetes (Dictionary
Natural Products, 2007).

VIL.5.-Actividad Antifangica de los compuestos aislados de la

especie T. mendocina

Una vez aislados, los compuestos fueron ensayados frente a dermatofitos. El
tiofeno 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2’-bitienil (1) fue muy activo frente a los dermatofitos
M. gypseum 'y T. rubrum con valores de CIM de 3,12 ug/ml mientras que se obtuvo
un valor de CIM de 6,25 ug/ml frente a T. mentagrophytes. EI compuesto 5-(4-
hidroxi-1-butinil)-2,2’-bitienil (2), presentd un efecto antifungico similar con valores
de CIMs de 3,12 y 6,25 ug/ml frente a los dermatofitos del género Trychophyton.
Mientras que M. gypseum fue menos sensible a este compuesto (CIM = 25 ug/ml).
Ver Tabla 27. Estos resultados son de considerable interés debido a que los
dermatofitos T. mentagrophytes y T. rubrum, son agentes etiolégicos de
onicomicosis, y dermatofitosis (Koc, y col., 2005). El resto de los compuestos no
resultaron activos frente al panel de hongos ensayados (CIM> 250 ug/ml), datos

que no se muestran.

En general, fue informado que los tiofenos son utilizados para tratar malezas y
plagas. Existen en la literatura, trabajos respecto al mecanismo de acciéon de un
tiofeno, a-tertienil, de estructura similar a los identificados en este trabajo, el cual es
fotoactivado, que bajo la luz UV promueve la generacion de O, singlete, molécula
extremadamente toxica para las membranas fungicas (Bakker, y col.,, 1979;

Romagnoli y col., 1998; Nivsarkar, 1999).
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Tabla 27. Actividad antifungica de los compuestos aislados de T. mendocina. Los valores de

la CIM se expresan en pg/ml.

. . Antifungicos
Dermatofitos Compuestos aislados ]
comerciales

1 2 3 4 5 6 Ket. Terb.
M.gypseum C 115

25 3,12 0,05 0,04
2000 >50 >50 >50 >50

T.rubrum C 1132000 312 312  s50 50 >50 50 0,003 0,003

T. mentagrophytes

625 625 0,003 0,04
ATCC 9972 >50  >50  >50  >50

5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2’-bitienil (1), 5-(4-hidroxi-1-butinil)-2,2’-bitienil (2), B-sitosterol (3), 4-
hidroxiacetofenona (4), 2-hidroxiacetofenona (5), dihidrorosefurano (6), Ket.: Ketoconazol, Terb:
Terbinafina.

VII.3.-CONCLUSIONES

Este es el primer estudio de aislamiento bioguiado por la actividad antifungica de
extractos seriados de T. mendocina colectada en Bauchaceta, provincia de San
Juan. El extracto EP fue el mas efectivo frente a dermatofitos. Se aislaron
compuestos caracteristicos de este género, del tipo tiofenos, hidroxiacetofenonas y
furanos; a partir del extracto activo de EP. Con respecto a la actividad antifungica
que presentaron los tiofenos BBTOAc (1) y BBTOH (2) aislados de T. mendocina,
frente a M. gypseum, T. rubrum y T. mentagrophytes, aunque fueron muy activos,
estos son compuestos fotosensibilizantes, por lo que las dosis deben ser muy
cuidadas para no generar efectos fototéxicos sobre las células, por esta razon
resultaria interesante continuar con los estudios de citotoxicidad, para establecer

dosis terapéutica efectiva evitando efectos adversos.
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VIII. CONCLUSIONES

Durante el desarrollo de esta Tesis, se trabajé en la busqueda de moléculas o
grupo de moléculas con actividad antifingica a partir de especies que crecen en la

Provincia de San Juan, Argentina.

Las especies se seleccionaron sobre la base de los antecedentes del uso
tradicional, las propiedades que caracterizan a las especies que crecen bajo
condiciones climaticas extremas y la aplicacibn potencial como fuente de

compuestos antifungicos, se realizaron estudios quimicos y de actividad antifingica.

Aceites Esenciales

Los aceites esenciales de las especies Artemisia mendozana, Azorella cryptantha
colectada en Bauchaceta y en Agua Negra, Gymnophyton polucephalum y Tagetes

mendocina fueron caracterizados.

e Se corroboro que la composicibn quimica de los AEs, para ambas
poblaciones de Azorellas (BAU: 1800 y AN: 4000 m s.n.m.), fueron
diferentes. Algunas variaciones se observaron en las proporciones relativas
de los componentes mayoritarios, y en la presencia de terpenos oxigenados
en la muestra colectada en Agua Negra, sin embargo la actividad antifungica

fue practicamente similar.

e Los aceites esenciales fueron activos frente a los dermatofitos T. rubrum, T.
mentagrophytes y M. gypseum a excepcion del de A. mendozana. Mientras
que solamente los AEs de A. mendozana, A. cryptantha y T. mendocina
fueron activos frente a los hongos levaduriformes C. tropicalis y C.

neoformans.

e Los AEs de A. mendozana, A. cryptantha (BAU y AN) y T. mendocina, se
seleccionaron para evaluar el efecto sinérgico frente a los hongos
levaduriformes C. albicans y C. neoformans y los dermatofitos M. gypseum

y T. rubrum.

e Solamente la combinacion de AE de A. cryptantha-AN con fluconazol mostro
efecto sinérgico frente a C. albicans, el resto de las combinaciones de los
aceites esenciales con los antifangicos comerciales (fluconazol vy
terbinafina), produjeron la reduccidon de la concentracion del farmaco

antifangico utilizado.
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e Frente a los dermatofitos (M. gypseum y T. rubrum), todos los AEs de las
especies evaluadas, presentaron efecto aditivo. La combinacion redujo a la
mitad y octava parte en algunos casos el valor de la CIM del antifingico

terbinafina sin combinar.
Aislamiento Bioguiado
A. cryptantha-BAU

e El extracto EP fue activo frente al panel de hongos dermatofitos: M.

gypseum, T. rubrumy T. mentagrophytes.

e Del extracto apolar EP se aislaron e identificaron:

Compuesto 1: Azorellolido

Compuesto 2: Mulinol

Compuesto 3: Stachytriol

Compuesto 4: 1a, 1086, 48, 5a-Diepoxi-7[3-germacran-6(-ol
Compuesto 5: 1B, 10a, 48, 5a-Diepoxi-7[3-germacran-6(-ol,

Compuesto 6: 1,2,3,3a,4,5,6,7,8,8a-Decahidro-7-(1-hidroxi-1-
metiletil)-1,4-dimetilazuleno-3a,8a-diol

Compuesto 7: Madreporanona
Compuesto 8: Yaretol

Compuesto 9: Chrysotol

e El compuesto chrysotol presenté la mejor actividad antibacteriana frente a
las enterobacterias E. coli de aislados clinicos y S. enteritidis mientras que el
compuesto madreporanona mostr6 menor efecto antifingico. Los

compuestos aislados no fueron activos frente al panel de hongos evaluados.

Gentianella multicaulis

e Los tres extractos seriados mostraron efecto antifingico frente al panel de

hongos dermatofitos M. gypseum, T. rubrumy T. mentagrophytes.

e Cuatro xantonas oxigenadas y dos triterpenos fueron aislaron del extracto

activo DCM. Los compuestos identificados fueron:

Compuesto 1: Acido oleandlico

Compuesto 2: Acido ursélico
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Compuesto 3: Swerchirina
Compuesto 4. Bellidina
Compuesto 5: Bellidifolina
Compuesto 6: Isobellidifolina

e Las xantonas bellidina, bellidifolina e isobellidifolina presentaron actividad
antifungica frente a los dermatofitos M. gypseum, T. rubrum y T.

mentagrophytes mientras que . swerchirina resultd menos activo.
Tagetes mendocina

e Los extractos EP y DCM fue activos frente al panel de hongos dermatofitos:

M. gypseum, T. rubrumy T. mentagrophytes.

e Los seis compuestos aislados de los extractos activos EP, DCM y el AcOEt

e identificados fueron:

Compuesto 1: 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2, 2 -bitienil (BBTOAC)

Compuesto 2: 5-(4-hidroxi-1-butinil)-2, 2’-bitienil (BBTOH)

Compuesto 3: B-sitosterol
Compuesto 4: 4-hidroxiacetofenona
Compuesto 5: 2-hidroxiacetofenona
Compuesto 6: dihidrorosefurano

De los seis compuestos aislados de T. mendocina, los tiofenos fueron muy activos

frente a M. gypseum, T. rubrumy T. mentagrophytes.

Los aportes realizados durante este trabajo de tesis, relacionados al estudio
guimico de aislamiento e identificacion de compuestos, caracterizaciéon de
aceites esenciales, la actividad antifungica, y el estudio del efecto sinérgico
de la combinacion de aceites esenciales con farmacos conocidos, de cinco
especies colectadas en la provincia de San Juan, contribuyen al conocimiento
cientifico del potencial de estas especies como fuente de productos

bioactivos tendientes a la conservaciéon de la biodiversidad de la region.
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PROYECCIONES

Sobre la base de los objetivos alcanzados en relacion a las especies estudiadas, de
la flora de la provincia de San Juan, y sus metabolitos bioactivos, permiten

vislumbrar proyecciones a futuro.

El potencial de los resultados obtenidos, podria enfocarse en profundizar en el
estudio del efecto de la combinacién de los aceites esenciales de las especies mas

activos entre si y/o la combinacién de estos con sus compuestos mayoritarios.

Otro aspecto relevante seria estudiar el mecanismo de accién de los aceites y/o
moléculas activas. Ademas iniciar estudios de citotoxicidad para establecer dosis
terapéutica y de este modo dar provecho a los resultados obtenidos en este trabajo,
con una posible aplicacién a mediano plazo en el desarrollo de un producto tépico

antifangico.

Por otra parte, a partir de los compuestos con efecto antifingico identificados se
podria plantear el disefio de derivados obtenidos por semi-sintesis para realizar
estudios de actividad en sitios blanco especificos para analizar relacién estructura-

actividad.
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Anexo I

Aceites esenciales en combinacién con antifangicos comerciales frente a
hongos levaduriformes
El disefio experimental para estudiar el efecto resultante de la combinacién de los
aceites con los antifingicos comerciales se construyé a partir de los resultados de
actividad (valores de CIM) obtenidos previamente con los AEs de las especies
seleccionadas. Por un lado, se utilizaron los valores de las concentraciones reducidas
a la mitad y a la cuarta parte del valor de la CIM (CIM/2, CIM/4, respectivamente), y por
el otro al doble y al cuadruple del valor de la CIM (CIMx2, CIMx4) de los aceites
esenciales. Del mismo modo, se trabajé con el valor de la CIM del antifingico
comercial y se utilizaron para el “tablero de ajedrez”, por un lado, concentraciones la
mitad, la cuarta y la octava parte del valor de la CIM (CIM/2, CIM/4 y CIM/8), y por otro
lado, el doble, cuadruple y hasta ocho veces el valor de la CIM (CIMx2, CIMx4 y
CIMx8), para obtener el esquema en “tablero de ajedrez” como se muestra en la
Figura 3 (Capitulo II).

" Combinacién del AE de A. mendozana con fluconazol frente Cryptococcus

neoformans:
A continuacion se presenta el “tablero” (Tabla) con los valores de CIM del AE de A.
mendozana solo y combinado con fluconazol, frente a C. neoformans (cepa sensible a
este aceite esencial CIM = 250 pg/ml).

Valores de absorbancia del AE de A. mendozana a diferentes concentraciones, solo y en

combinacion con fluconazol, frente a C. neoformans

Concentracion del aceite esencial de A. mendozana (pug/ml)
Concentracion
de Fluconazol

(ug/mi) 1000 500 ClIMgp=250 125 62,5 Lectura de CIMg y

128 121,52 109,76 110,90 107,07 118,33 116,48

64 120,78 137,79 125,43 117,85 117,55 119,07

32 120,96 139,76 122,93 113,76 120,39 116,42

CIMgo =16 127,16 130,84 114,39 109,43 111,22 103,58

8 126,30 131,94 96,45 97,94 88,87 88,84

4 126,75 109,28 53,55 80,54 46,00 59,04

2 142,36 58,12 -21,55 55,34 -51,64 49,94

Lectura de CIMag 127,79 72,72 17,73 20,33 5,37 0,06
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" Combinacién del AE de A. cryptantha-BAU y A. cryptantha-AN con
fluconazol frente Candida albicans:
En la siguiente tabla se presenta el tablero con los valores absorbancia y la CIM de la
combinacién del AE de A. cryptantha-BAU (Bauchaceta) con el antifingico fluconazol,
frente a C. albicans.

Valores de absorbancia del AE de A. cryptantha-BAU a diferentes concentraciones, solo y en

combinacion con fluconazol, frente a C. albicans

Concentracion del aceite esencial de A. cryptantha- BAU (ug/ml)

Concentracion de

Fluconazol
(ng/ml) 2000 1000 ClIMgo=500 250 125 CIMgy
15,6 133,12 118,07 108,21 103,39 102,13 100,64
7,8 128,78 119,22 109,91 103,06 101,07 100,37
3,9 129,86 120,21 111,02 103,01 100,99 100,94
ClIMgo=1,95 121,10 116,41 105,52 37,94 23,466 13,24
0,975 120,09 124,11 107,26 49,01 15,23 9,94
0,24 127,26 120,88 106,23 25,92 11,50 7,16
0,12 126,17 125,30 112,10 27,49 7,04 4,89
CIM AE 154,77 134,86 117,12 76,88 43,59 0

En el siguiente tablero, se muestran los resultados obtenidos con A. cryptantha-AN.

Valores de absorbancia del AE de A. cryptantha-AN a diferentes concentraciones, solo y en

combinacion con fluconazol, frente a C. albicans

Concentracion del aceite esencial de A. cryptantha- AN (ug/ml)

Concentracion de

Fluconazol
(ug/ml) 2000 1000 ClIMgo=500 250 125 CIM Flu
15,6 147,46 153,95 145,56 165,09 166,48 162,11
7.8 153,78 155,97 176,59 174,65 163,69 165,28
3,9 146,68 153,84 147,38 148,29 163,67 167,06
CIMgp=1,95 138,09 146,07 140,83 104,60 83,46 97,76
0,975 138,82 142,10 143,50 106,61 80,24 49,717
0,24 131,96 136,87 146,46 99,32 58,36 52,72
0,12 172,89 135,55 153,89 79,03 65,69 47,71
CIM AE 127,73 78,02 63,64 28,61 31,35 0
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. Combinacién del AE de A. cryptantha-BAU y A. cryptantha-AN con

fluconazol frente Cryptococcus neophormans:

Del mismo modo que para Candida albicans se evalu6 el efecto de la combinacion del
AE de A. cryptantha-BAU y A. cryptantha-AN con fluconazol respectivamente frente a
C. neoformans. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la

combinacion del AE de A. cryptantha-BAU con fluconazol.

Valores de absorbancia a diferentes concentraciones del AE de A. cryptantha-BAU, solo y en

combinacion con fluconazol, frente a C. neoformans.

Concentracién del aceite esencial de A. cryptantha- BAU (ug/ml)

Concentracion de

Fluconazol
(ug/ml) 2000 1000 500 250 125 CIM Flu
400 92,23 149,64 152,38 167,59 174,77 106,95
200 35,97 87,60 120,52 156,58 173,25 97,08
100 61,54 78,82 124,37 133,56 173,25 134,07
ClIMgo=50 8,52 48,05 99,34 153,58 177,95 94,79
25 18,27 60,17 96,21 104,75 130,88 88,48
12,5 12,84 25,52 87,04 114,18 120,04 76,44
6,25 51,23 39,88 89,90 94,06 105,20 77,75
CIM AE 103,62 100,87 96,40 84,50 67,83 48,87

Adicionalmente el AE de A. cryptantha AN fue combinado con fluconazol, frente a C.

neoformans. Los resultados del tablero se presentan a continuacion.
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Valores de absorbancia del AE de A. cryptantha-AN a diferentes concentraciones, solo y en

combinacion con fluconazol, frente a C. neoformans.

Concentracién del aceite esencial de A. cryptantha-AN (ug/ml)

Concentracion de

Fluconazol
(ug/ml) 1000 500 250 125 62,5 CIM Flu
400 177,80 161,83 122,11 106,97 106,93 106,44
200 165,58 159,16 124,80 106,82 103,70 105,27
100 204,79 157,46 121,74 107,75 103,93 105,20
ClIMgo=50 195,72 151,48 124,86 104,67 107,32 104,95
25 203,84 157,87 123,06 100,95 78,84 -111,37
12,5 195,63 159,64 125,54 92,73 56,24 47,88
6,25 232,78 151,56 114,34 55,81 25,44 29,45
CIM AE 202,57 158,33 133,14 98,96 35,55 18,17

Aceites esenciales en combinacion con antifangicos comerciales frente a

hongos dermatofitos

= Combinacién del AE de A. mendozana con terbinafina frente a

Microsporum gypseum

Para determinar la actividad de los aceites esenciales (solos 0 en combinacién), frente
a los dermatofitos, se trabajé con los valores de CIMy (de aceites esenciales y del
antifingico comencial) estableciendo el signo (+) si hubo desarrollo visual del hongo y

signo (-) si no hubo desarrollo durante el tiempo de incubacién transcurrido.

La combinacién del AE de A. mendozana con el antifangico comercial terbinafina, fue
ensayado frente a M. gypseum siguiendo el protocolo previamente descripto en Cap Il .
Materiales y Métodos- En la siguiente tabla, se presentan los resultados que se

obtuvieron:
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Desarrollo visual positivo y negativo de M. gypseum frente al AE de A. mendozana a diferentes

concentraciones, solo y en combinacion con terbinafina

Concentracién del aceite esencial de A. mendozana (ug/ml)

Concentracién

de Terbinafina

(ng/ml) 1000 500 250 125 62,5 CIM Ter
0,128 i i i i i i
0,064 i i i i i i
0,032 i i i i i i

CIM=0,016 ; ; ) * * *
0,008 ; ; * * * *
0,004 - - * * * *
0,002 - : * * * *

CIM AE - - * " i i

] Combinacién del AE de A. mendozana con terbinafina frente a

Trychophyton rubrum

A continuacién se presenta el tablero con los resultados de la combinacién del AE de

esta especie.

Desarrollo visual positivo y negativo de T. rubrum frente al AE de A. mendozana a diferentes

concentraciones, solo y en combinacion con terbinafina

Concentracién del aceite esencial de A. mendozana (ug/ml)

Concentracion de Terbinafina

(ug/mi) 1000 500 250 125 62,5  CIM Ter
0,128 - - - - - -
0,064 - - - - - -
0,032 - - - - - -

CIM=0,016 - - - - + +
0,008 - - - + + +
0,004 - - - + + +
0,002 - - - i + +

CIM AE - - - + + +
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. Combinacion del AE de A. cryptantha-BAU y A. cryptantha-AN con

fluconazol frente M. gypseum:

La combinacion de los AEs de A. cryptantha-BAU con terbinafina, se presentan a

continuacion.

Desarrollo positivo y negativo de M. gypseum frente al AE de A. cryptantha-BAU a diferentes

concentraciones, solo y en combinacion con con terbinafina

Concentracién del aceite esencial de A. cryptantha-BAU (ug/ml)

Concentracion

de Terbinafina

(ug/ml) 2000 1000 500 250 125  CIM Ter
0,064 - - - - - -
0,032 - - - - + +
0,016 - - - - + +
CIM=0,008 - - - - + +
0,004 - - - - + +
0,002 - - - : + +
CIM AE - - ; _ N N

Desarrollo positivo y negativo de M. gypseum frente al AE de A. cryptantha-AN a diferentes

concentraciones, solo y en combinacion con con terbinafina

Concentracién del aceite de A. cryptantha-AN (ug/ml)

Concentracion de Terbinafina

(ug/ml) 1000 500 250 125 62,5 CIM Ter
0,128 i ) i i i i
0,064 i ) i i i i
0,032 i ) i i i )
CIM=0,016 - * * * * *
0.008 - + + + + +
0’004 - + + + + +
+ + + + +
0,002 [ -]
ClM AE - + + + + +
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. Combinacion del AE de A. cryptantha-BAU y A. cryptantha-AN con

fluconazol frente T. rubrum

La combinacion de los AEs de A. cryptantha-BAU con terbinafina, se presentan a

continuacion.

Desarrollo positivo y negativo de T. rubrum frente al AE de A. cryptantha-BAU a diferentes

concentraciones, solo y en combinacion con con terbinafina

Concentracién del aceite esencial de A. cryptantha-BAU (ug/ml)

Concentracion

de Terbinafina

(ng/ml) 1000 500 250 125 62,5 CIM Ter
0,016 - - + + + -
0,008 - - + + + -
CIM= 0,004 - - + + + +
0,002 - - + + + +
0,001 - - + + + +
5+107 - : + + + +
CIM AE - = + + + +

La combinacion de los AEs de A. cryptantha-AN con terbinafina, se presentan a

continuacion.

Desarrollo positivo y negativo de T. rubrum frente al AE de A. cryptantha-AN a diferentes

concentraciones, solo y en combinacion con con terbinafina

Concentraciones del aceite de A. cryptantha-AN (ug/ml)

Concentraciones

de Terbinafina

(Hg/ml) 2000 1000 500 250 125 CIM Ter
0,064 - - - - - -
0,032 - - - - - -
0,016 - - - - + +
CIM=0,008 - - - - + +
0,004 - - - - + +
0,002 - - - _ + +
CIM AE - - - - + +
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Anexo |

. Combinacion del AE de T. mendocina con fluconazol frente M. gypseum

La combinacién de los AEs de A. cryptantha-BAU con terbinafina, se presentan a

continuacion.

Desarrollo positivo y negativo de M. gypseum frente al AE de T. mendocina a diferentes

concentraciones, solo y en combinacion con con terbinafina

Concentraciones del aceite de T. mendocina (ug/ml)

Concentraciones

de Terbinafina

(ng/ml) 1000 500 250 125 62,5 CIM Ter
0,128 ) i i i i i
0,064 i i i i i i
0,032 i i i i i i
CIM=0,016 * * * * *
0.008 - + + + + +
0,004 - + + + + +
+ + + + +

oooz [N

C|M AE - + + + + +

= Combinacién del AE de T. mendocina con fluconazol frente T. rubrum

En la siguiente tabla se presenta el desarrollo de T. rubrum frente al AE de T.
mendocina en combinacién con terbinafina.
Desarrollo positivo y negativo de T. rubrum frente al AE de T. mendocina a diferentes

concentraciones, solo y en combinacion con con terbinafina

Concentraciones del aceite de T. mendocina (ug/ml)

Concentraciones

de Terbinafina

(ng/ml) 1000 500 250 125 62,5 CIM Ter
0.128 - ; ; ; ; -
0.064 ; ; - ; ; -
0.032 - ; - - - ;
0.016 - - * * * *
0.008 ; - * * * *
0.004 ; - * * * *
0.002 ; : * * * *

CIM AE - - * * * "
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Anexo Il: Azorella cryptantha
Anexo II

Compuesto 1: Azorellolido de Azorella cryptantha

ad ) [ g
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Anexo Il: Azorella cryptantha
Compuesto 2: Mulinol de Azorella cryptantha
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Anexo Il: Azorella cryptantha

Compuesto 3: Stachytriol de Azorella cryptantha
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Anexo Il: Azorella cryptantha

Compuesto 4: 1a,10B,4R,5a-diepoxi-7R-germacran-6R-ol de Azorella cryptantha
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Anexo Il: Azorella cryptantha

Compuesto 5: 18,10a,4R,5a-diepoxi-7R-germacran-6R-ol de Azorella cryptantha
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Anexo Il: Azorella cryptantha
Compuesto 6: 1,2,3,3a,4,5,6,7,8,8a-Decahydro-7-(1-hydroxy-1-methylethyl)-1,4-
dimethylazulene-3a,8a-diol de Azorella cryptantha
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Anexo Il: Azorella cryptantha

Compuesto 7: Madreporanone de Azorella cryptantha
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Anexo Il: Azorella cryptantha

Compuesto 8: Yaretol de Azorella cryptantha
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Anexo Il: Azorella cryptantha

Compuesto 9: 6B,10B-epoxi-4a-hidroxiguaiano o chrisothol de Azorella
cryptantha
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Anexo lll: Gentianella multicaulis

Anexo III
Compuesto 3: Swerchirina de Gentianella multicaulis
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Anexo lll: Gentianella multicaulis
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Anexo lll: Gentianella multicaulis

Compuesto 4: Bellidina de Gentianella multicaulis
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Anexo lll: Gentianella multicaulis

ppm
- 85
- 30
- - 55
- 100
105
— 110
F115
F120
L—] F125
130
135
IE ?IE ?I-t Io 7‘2 '-‘|1 IJ EIB EIE Y IG GIS GI— EIB SIE E!E' ppm
Espectro de HSQC
Intens. -M3, 0.4min #(21)
X109
25002584
1.51
1.04
05
180 97251 s SBHIS
U.[: T T T T Ii T T T T T T T . Ii . T : T T T T
140 160 180 200 220 240 260 280 300 miz

Espectro de Masas



Estudio Fitoquimico Bioguiado por Actividad Antifangica, de Plantas de la Flora de San Juan

Gentianella multicaulis

Anexo lll:

Compuesto 6: isobellidifolina de Gentianella multicaulis
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Anexo lll: Gentianella multicaulis
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Anexo IV: Tagetes mendocina

Compuesto 6 Dihidrorosefurano de Tagetes mendocina
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Anexo IV: Tagetes mendocina

Compuesto 5: 2-hidroxiacetofenona de Tagetes mendocina
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Anexo IV: Tagetes mendocina
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Anexo IV: Tagetes mendocina

Compuesto 4: 4-hidroxiacetofenona de Tagetes mendocina
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