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Introduccion

l. Introduccion

I.1- Busqueda de compuestos bioactivos
La busqueda de compuestos bioactivos es el punto de partida para el
proceso de descubrimiento de drogas potencialmente Utiles y se ha convertido en
una necesidad insoslayable y urgente en respuesta a las enfermedades para las
cuales la terapéutica existente no resulta eficiente (Cordell, 2000; Cragg y col.
2001).
Para encarar la busqueda de compuestos bioactivos se requiere:
¢ una actividad biolégica blanco,
y una vez seleccionada, se necesita de la participacion de dos componentes
imprescindibles (Ghilsaberti, 1993):
e sustancias a ser ensayadas

o bioensayos apropiados a ser utilizados

Para realizar el trabajo que presentamos aqui, hemos seleccionado a las
nfecciones flngicas en humanos como blanco terapéutico para nuestra
investigacion, hemos realizado la busqueda de compuestos antifungicos a partir de
plantas nativas o endémicas de Argentina y hemos utilizado ensayos con y sin

blanco especifico de modo de detectar su mecanismo de accién.
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1.1.A- Importancia de la basqueda de compuestos antifingicos

Durante las dos ultimas décadas ha habido un aumento dramatico de las
infecciones flingicas en humanos como resultado de las deficiencias en el sistema
inmunolégico asociadas con la quimioterapia anticancerigena, transplantes,
nutricién parenteral y el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), entre
otras.

Los hongos implicados en estas infecciones pueden ser patdégenos
verdaderos o patdgenos oportunistas. Estos ultimos son hongos con baja
virulencia que manifiestan su patogenicidad en pacientes inmunodeprimidos y que,
en algunos casos, los llevan a la muerte (San Blas y col., 2004).

A pesar de que la medicina ha conseguido aumentar la sobrevida de
pacientes inmunocomprometidos, paradéjicamente un gran nuimero de estos

individuos sufren infecciones flngicas que los llevan a la muerte.

1.1.A.1- Caracteristicas de los hongos causantes de infecciones fingicas en
humanos

Los hongos son organismos eucariotes, heterétrofos, cuyas células, a
diferencia de las células de mamiferos, presentan paredes celulares. Constituyen
un grupo muy heterogéneo, ampliamente distribuido en todos los ecosistemas ya
que pueden utilizar casi cualquier superficie para crecer (San Blas y col., 2004).

Desde el punto de vista estructural, los hongos se pueden dividir en dos
tipos morfolégicos basicos: levaduras y hongos filamentosos. Esta division no es
estatica, ya que algunos hongos son dimérficos, es decir pueden cambiar su
morfologia entre filamentosos y levaduriformes, dependiendo de las condiciones

ambientales (Kurtzman y col., 1998).
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-Hongos levaduriformes

Las levaduras son células sencillas, ovales o redondas, de 2 a 10 pm de
diametro (fig. 1-a) que estan ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se las
encuentra tanto en frutas, granos, miel y otros alimentos como en el suelo, aire,
piel y mucosas de mamiferos (San Blas y col., 2004).

Existen mas de 600 especies conocidas de levaduras, distribuidas en 60
géneros taxonémicos, de las cuales sélo aproximadamente 20 son capaces de
producir enfermedades en humanos y animales. Dentro de ellas, las mas aisladas
como agentes causales de infecciones flingicas en el hombre son Candida
albicans, otras especies del género Candida (C. parapsilosis, C. tropicalis, C

glabrata, C. krusei, etc) y Cryptoccocus neoformans (Kurtzman y col., 1998).

-Hongos filamentosos

Las unidades fundamentales de estos hongos son estructuras filiformes
llamadas hifas, que en conjunto forman un micelio. Generalmente las hifas son
multinucleadas de 2 a 30 um de diametro pudiendo llegar a tener varios cientos
de micrometros de longitud (Saral, 1991) (fig. 1-b).

Entre los hongos filamentosos, los mas importantes como productores de
infecciones en humanos pertenecen al género Aspergillus (A. niger, A. flavus y A.
fumigatus) y a un grupo definido de hongos pertenecientes a los géneros
Trichophyton, Epidermophyton y Microsporum, que se conocen en conjunto como
dermatofitos (San Blas y col., 2004).

Del género Trichophyton, las especies mas comunmente aisladas en
humanos son 7. rubrum y T. mentagrophytes, mientras que del género

Microsporum son dos las especies que afectan al hombre: M. canis, que se
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hospeda principalmente en animales (gatos y perros) y M. gypseum, que se
encuentra en el suelo. Del género Epidermophyton, E. floccusum es el dermatofito

mas aislado de infecciones fungicas en humanos (Weitzmann y col., 1995).

Figura 1: Distintos tipos de hongos observados con microscopio optico (400x), (a) levaduras,
(b).hongos filamentosos

T

SIS

I.1.A.2- Clasificacidn de las infecciones fiingicas

Las infecciones flingicas pueden ser clasificadas de acuerdo con su
localizacién en tres grandes grupos: superficiales, subcutaneas y sistémicas (San
Blas y col., 2004).

Las micosis sﬁperficiales se producen en las capas mas externas de la piel,
ufias, cabello y mucosas y afectan a millones de personas en todo el mundo
(Weitzmann y col., 1995). La mayoria de ellas son producidas por dermatofitos,
especialmente Trichophyton spp., Microsporum spp. y Epidermophyton spp.
aunque algunas infecciones, especialmente aquellas que afectan las mucosas,
son producidas por especies del género Candida. Las producidas por dermatofitos
se llaman tifas y su nombre en latin muchas veces da idea de la localizacion de la
infeccion: tinea pedis (pies), tinea unguium (ufias), tinea capitis (cuero cabelludo).
Las manifestaciones clinicas son leves y no comprometen la vida del paciente

pero afectan su calidad de vida, pudiendo llegar a ser invasivas o expandirse a
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otros individuos (fig. 2).

Figura 2: Algunas infecciones flngicas superficiales: (a) tinea capitis; (b y c) infecciones de piel;
(d) tinea unguium; (e) infeccién de la mucosa de la boca.

Las micosis subcutaneas estan restringidas a regiones tropicales y
subtropicales del mundo y estan causadas preferentemente por Sporothryx
schenckii y por Fonsecae pedrosoi (San Blas y col., 2004; Alvarado Gonzalez y
col., 2003).

Las infecciones fungicas sistémicas son principalmente producidas por C.
albicans aunque recientemente se ha observado una emergencia de infecciones
producidas por otras especies del género Candida tales como C. krusei, C.
parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata. También el género Aspergillus es causal
de infecciones sistémicas. Las aspergilosis invasivas son usualmente causadas
por A. fumigatus y en menor medida por A. flavus, A. niger y A. terreus y son
muchas veces la causa de muerte de pacientes con SIDA. A su vez, C.
neoformans es el agente causal de la meningitis criptocococcica que es una de las
infecciones fungicas que produce mas mortalidad dentro de los pacientes con

SIDA (Murphy y col., 1997; Marco y col., 1998; Ablordeppey, 1999; Aliff y col.,
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2003).

Otras micosis de importancia incluyen a las infecciones fungicas producidas
por los hongos patogénicos Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum
y Coccidiodes immitis, que pueden infectar tanto a pacientes inmunocompetentes

como inmunocomprometidos (San Blas y col., 1991; Ablordeppey, 1999).

1.1.A.3- Tratamiento de las infecciones fungicas

Aunque parece haber muchas drogas para el tratamiento de las infecciones
fungicas, hay realmente un ndmero limitado de drogas antiflingicas eficaces
(Denning, 2004). Ellas pertenecen a sélo cinco clases de compuestos: pirimidinas
(5-Fluocitosina), polienos (por ej. Anfotericina B), azoles (por ej. Fluconazol &
ltraconazol), alilaminas (ej. Terbinafina); y lipopéptidos de los cuales Caspofungina
(2002, Merck, USA) ha sido recientemente introducida en el mercado (Vicente y
col., 2003).

De las drogas antifiingicas en uso clinico, muchas de ellas no son de amplio
espectro de accién 6 tienen efectos secundarios no deseables. Esto puede
explicarse por la gran similitud existente entre las células fungicas y las de
mamiferos. Todas ellas son eucariotas y comparten una gran cantidad de
magquinaria enzimatica y bioquimica, resultando dificil desarrollar agentes
antifingicos que tengan especificidad por estructuras del hongo, como es el caso
de los mas exitosos agentes antibacterianos (Kontoyiannis y col., 2003).

Otro inconveniente de los antifungicos de uso actual es que algunos son
fungistaticos y no fungicidas produciendo recurrencia (azoles).

Ademas, dado que es dificil y generalmente lleva tiempo diagnosticar una
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1.1.A.4.1- Antifingicos que actiian sobre el niicleo

5-Fluocitosina (fig. 4) es el antifingico mas usado de los que actGan a este nivel
(Ablordeppey, 1999). Es una pirimidimna fluorada que altera el metabolismo

normal de las células fungicas induciendo la sintesis defectuosa del ARN/ADN.

Figura 4: 5-Fluocitosina

Es muy activa contra Candida y Cryptococcus spp. con emergencia
temprana de resistencia por lo que se utiliza mucho en combinacion con
anfotericina B (Polak, 1995). Sin embargo, es comun la toxicidad habiendo
mostrado hepatotoxicidad y problemas cerebrales (Barrett-Bee y col., 1992;

Selitrennikoff, 1995).

1.1.A.4.2- Antifangicos que actian sobre la membrana citoplasmatica

La membrana citoplasmatica fungica actia como barrera de permeabilidad,
conducto para el transporte de pequefias moléculas y la transmision de senales
involucradas en la regulacién del ciclo celular (Selitrennikoff, 1995). Esta formada
por una bicapa semejante a la de mamiferos constituida por fosfolipidos,
esfingolipidos y esteroles, siendo el ergosterol el principal esterol de las
membranas celulares de los hongos (Barrett-Bee y col., 1992).

El sitio de accion de la mayoria de los antifingicos en uso actual, es el

ergosterol de la membrana flngica (Onishi y col., 2000) con quien interactian de
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dos formas diferentes:
a) Por unién al mismo.

b) Inhibiendo su biosintesis.

a) Drogas que se unen al ergosterol

Estas drogas forman complejos con los esteroles de la membrana fungica,
provocando una modificacién de la arquitectura de la membrana y por lo tanto una
alteracion de su funcion biolégica, llevando a la pérdida de componentes
intracelulares y a la lisis celular (Selitrennikoff, 1992).

Ejemplos de antifiingicos que acttan por este mecanismo son los polienos
Anfotericina B y Nistatina (fig. 5) (Selitrennikoff, 1995). Ambos compuestos han
mostrado toxicidad, pero ésta es particularmente importante en Anfotericina B.
Este polieno, que es después de 30 afos de uso la droga de eleccion para muchas
micosis sistémicas, es extremadamente tdxico para humanos, produciendo

nefrotoxicidad (Barrett-Bee y col., 1992).

Figura 5: Estructuras quimicas de polienos.
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micosis especialmente si es invasiva, muchas veces sé utilizan antifingicos en
forma preventiva por tiempos prolongados. Como consecuencia de ésto, la
resistencia a las drogas antifiingicas ha ido creciendo en forma alarmante
constituyendo un serio problema para un futuro muy préximo. (Marr y Borden,

1998).

1.1.A.4- Estructuras y mecanismos de accion de los principales antifangicos
en uso clinico.

En la figura 1 se presenta un esquema simplificado de la célula fungica
adonde se indican los principales blancos de accion de antifingicos.

Las drogas que estan actualmente en uso clinico pueden agruparse, de
acuerdo con su blanco de accion, en tres categorias principales (fig. 3).

Antifingicos que actian sobre:

1. el nudcleo
2. la membrana citoplasmatica

3. la pared celular.

Figura 3: Esquema de la célula fingica con los principales blancos de ataque de agentes
antifangicos.

Membrana citoplasmatica Pared celular

Otras dianas =
Niucleo
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b)- Antifungicos que actiian sobre la biosintesis de ergosterol

Muchos de los mas exitosos agentes de uso en clinica interfieren con la
biosintesis del ergosterol (fig. 6) en alguna de sus etapas, produciendo
acumulacion de sus precursores biosintéticos (Barrett-Bee y col., 1992, Groll,

1998).

Figura 6: Esquema simplificado de la biosintesis del ergosterol y del colesterol. A la derecha de las
flechas algunas enzimas involucradas y a la izquierda, conocidos inhibidores de las mismas.
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Sin embargo, es bien conocido que los antifingicos que actian por este
mecanismo no son selectivos ya que inhiben etapas de la biosintesis que son
comunes a la sintesis del colesterol (fig. 6), por lo que los efectos secundarios
producidos en el huésped son importantes.

Dentro de este grupo de drogas existen dos subgrupos:
-los inhibidores de escualeno epoxidasa

-Los que interfieren con la 14-a-demetilasa del lanosterol

-Inhibidores de escualeno epoxidasa

La epoxidacion en la posicion 2,3 es la primera etapa en la conversion del
escualeno al esqueleto tetraciclico de los esteroles y es catalizado por la enzima
escualeno-epoxidasa. Los inhibidores conocidos de esta enzima son las alilaminas
(Nussbaumery col., 1991).

Naftifina (fig. 7) fue la primera alilamina con este mecanismo de accién. Es
util para tratar a los dermatofitos y es usada en forma tépica (Nussbaumer y col.,
1991). Terbinafina (fig. 7), un analogo de la anterior, es un antifingico de eleccioén
contra dermatofitos, y se usa en forma oral y tépica (Rashid y col., 1995)

A pesar de que estas drogas son selectivas ya que la enzima fungica es
varios 6rdenes de magnitud menos sensible que la de hongos a la inhibicién por
alilaminas, se han manifestado problemas gastrointestinales (3-4%) y alergias
(1%) como efectos secundarios (Oehlschlager y col., 1992; Barrett-Bee y col,,

1992).
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Figura 7: Estructuras quimicas de alilaminas.
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Una vez que se forma el lanosterol por ciclizacién del epéxido de escualeno,
se produce la eliminacion del metilo de posicién 14a, para dar 14-demetil
lanosterol. La demetilacién es catalizada por la 14a-demetilasa, la cual es inhibida
por los principales antifingicos de uso en clinica, los azoles. Como consecuencia
de esta inhibicién, se produce acumulacion de lanosterol el cual es incapaz de
reemplazar al ergosterol de la membrana citoplasmatica, produciendo cambios en
la permeabilidad celular, en la estructura de la membrana y en la actividad de sus
enzimas resultando en la inhibicion del crecimiento celular (San Blas, 1991).

Los primeros azoles que fueron desarrollados son los imidazoles
(ketoconazol, Miconazol y Clotrimazol) (fig. 8), los cuales mostraron serios efectos
secundarios tales como inhibicién de la biosintesis de hormonas sexuales y
toxicidad hepatica (Barret-Bee y col., 1992).

Luego se desarrollaron los triazoles (Fluconazol, ltraconazol, Voriconazol,
Posaconazol) (fig. 8) (Di Domenico, 1999), los cuales ganaron mucha notoriedad
entre todos los agentes antifingicos, debido a su reducida toxicidad respecto de
los imidazoles y la posibilidad de multiples formas de administracion. Sin

embargo, la resistencia a triazoles tales como Fluconazol é Itraconazol esta
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informada cada vez con mas frecuencia especialmente contra especies de
Candida. Otro problema de los azoles es que son fungistaticos y no fungicidas

produciendo recurrencia (Kelly y col. 1995; Liy col., 2004).

Figura 8: Estructuras de algunos azoles.
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1.1.A.4.3- Antifangicos que actian sobre la pared celular

La pared celular fingica actlia como barrera protectora, evita la ruptura
osmotica y confiere forma; es esencial para el crecimiento y viabilidad del hongo
(Selitrennikoff, 1995).

Dado que la pared estd completamente ausente en las células de
mamiferos, los antifingicos que actian por este mecanismo son selectivos ya que
no modifican ningun sistema bioquimico del huésped, resultando muy atractivos

para su uso en clinica (Pérez y col., 2004).
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Han sido descriptos varios inhibidores de la sintesis de pared pero solo uno,
Caspofungina (fig. 9), fue recientemente incorporado al mercado como antiflingico
(Kartsonis y col., 2003). Su mecanismo de accién es la inhibicion de la sintesis de

uno de los principales polimeros de la pared, (1,3)B-D-glucano.

Figura 9: Estructura de Caspofungina

En la tabla 1 se presentan a los antifingicos en uso clinico ordenados por
su blanco de accién (San Blas, 1991; Selitrennikoff, 1992 y 1995; Kartsonis y col.,

2003).

Tabla 1: Diferentes drogas antiftingicas en uso clinico agrupadas de acuerdo con su blanco de accién

1- Ndcleo
Sintesis defectuosa del ARN/ADN (5-Fluocitosina)

2- Membrana celular
2.1- Unién al ergosterol (Polienos: Anfotericina B y Nistatina)

2.2- Inhibicién de la biosintesis de ergosterol:

2.2.1- inhibicion de escualeno epoxidasa (Alilaminas: Naftifina y Terbinafina)

2.2.2- inhibicion de 14-a-demetilasa del lanosterol
a) Imidazoles (Ketoconazol, Miconazol)
b) Triazoles (Fluconazol, ltraconazol)

3- Pared celular
Inhibicién de la sintesis de (1,3)B-D-glucano (Caspofungina)

15



Introduccién

De todo lo expresado anteriormente se desprende que, a pesar del
progreso considerable en la terapia de antifingicos, subsisten todavia muchos
problemas sin resolver.

Todas las drogas en uso clinico presentan alguna de las siguientes

desventajas:
i) no poseen amplio espectro de accion,
ii) no son selectivas para el hongo sino que producen bloqueos

metabdlicos al propio huésped produciendo toxicidad,
iii) inhiben el crecimiento (fungistaticas) pero no matan al hongo
(fungicidas) produciendo recurrencia,

iv) llevan al desarrollo de resistencia.

Por todas estas razones existe un consenso general de que son
necesarios nuevos compuestos antifingicos que en lo posible actien por un
mecanismo de accién selectivo, los cuales puedan ser alternativas para el
desarrollo de nuevas drogas antifingicas mas efectivas y en lo posible mas
seguras para el tratamiento de las infecciones flingicas tan dificiles de erradicar

(Onishi y col., 2000; San Blas y col. 2004).
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1.1.B- Productos Naturales como fuentes de compuestos bioactivos

El uso de plantas con propiedades medicinales es tan antiguo como la
civilizacién humana y por largo tiempo, preparaciones con plantas fueron una de
las principales opciones para el tratamiento de las enfermedades (Jevan Ram y
col., 2004).

Los metabolitos secundarios producidos por las plantas, generalmente con
el propdsito de su propia defensa, tienen una gran variedad estructural y han
demostrado ser de mucha utilidad para el descubrimiento de drogas, muchas de
las cuales han llegado a ser esenciales para la humanidad (Nisbet y col., 1997).

Una evidencia de la importancia de los productos naturales (PN), reside en
el hecho de que de las 252 drogas consideradas basicas y esenciales por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 1998)," un 11% son
exclusivamente de origen vegetal y un nuUmero significativo son derivados
semisintéticos de PN (Rates, 2001).

En un todo de acuerdo con estos datos, un reciente trabajo de Newman y
col. (2003) informé que el 61 % de las 877 entidades quimicas de bajo peso
molecular (PM) introducidas como drogas durante el periodo 1981-2002, habian
sido obtenidas a partir de, o fueron inspiradas en, PN. Estas incluyen PN (6%),
derivados de PN (27%), compuestos de sintesis con farmacotforos de PN o
productos de sintesis disefiados en base a PN (28%).

A pesar de la evidente importancia de los PN, ese mismo periodo 1981-
2002 fue testigo de una disminucién del interés de las compafiias farmacéuticas
por continuar con programas de descubrimiento de drogas en base a la

exploracién de la naturaleza, debido al gran desarrollo de la quimica de sintesis y
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sobre todo a la aparicion de la quimica combinatoria (Newman y col., 2003).

Actualmente, a pesar de todas las vicisitudes y tendencias a lo largo de los
afios, hay un renovado interés por los PN como fuente de moléculas con actividad
biolégica (Rouhi, 2003), ya que representan un reservorio extraordinario de
moléculas novedosas. En promedio, los productos naturales tienen mayores PM,
incorporan menos nitrégeno, halégeno 6 azufre pero mas oxigeno y son
estéricamente mas complejos con mas carbonos tetraédricos cabezas de puente,
mas anillos y mas centros quirales que los compuestos de sintesis y los obtenidos
por quimica combinatoria (Yue-Zhong, 1998).

Por todas las ventajas que presentan los productos naturales, Newman y
sus col. (2003) son partidarios de que la exploracion de la naturaleza debe
expandirse cada vez mas con el fin de encontrar nuevos agentes activos que
puedan servir como tales 6 como modelos para la elaboraciéon de drogas eficaces
para el tratamiento de enfermedades particularmente aquellas dificiles de

erradicar.

1.1.B.1- Estado actual del estudio de plantas en el mundo

De las 250.000 especies de plantas conocidas en todo el mundo (de un total
aproximado de 700.000 existentes), sélo un pequefio porcentaje ha sido
investigado fitoquimicamente y mucho menor fue la fraccion sometida a ensayos
biolégicos (Cragg y col., 2001). Sumado a ésto, es preocupante saber que una de
cada ocho especies de plantas conocidas estan en la categoria de especies en
riesgo de extincién, lo que constituye otro factor clave en el renovado interés por

los PN (Newman y col., 2003).
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1.1.B.2- Importancia del estudio de la flora argentina

En la Republica Argentina habitan 9.689 especies de plantas que se
reparten en 1.927 géneros correspondientes a 248 familias (Zuloaga y col., 1996;
1999-a; 1999-b). Estas especies son nativas o endémicas..Las plantas nativas,
autdctonas o indigenas, son aquellas propias del pais en que se encuentran, es
decir que no han sido introducidas. Las especies endémicas son aquellas que
viven exclusivamente en un area geografica restringida y tnica (Zuloaga y col.,
1999-a).

El territorio argentino presenta un alto grado de endemismo con 1.914
especies endémicas, lo que representa aproximadamente el 20 % del total como

se muestra en el siguiente grafico:

Porcentaje de endemismos de la Flora
argentina

Especies
endémicas, 20%

: N — Especies no
e~ ‘endémicas, 80%

|  DOEspecies no endémicas B Especies endémicas |

Este alto grado de endemismo indica que la flora argentina representa un
reservorio genético de incalculable valor, ain poco conocido en cuanto a su
utilidad; de alli la importancia de abordar su estudio en forma interdisciplinaria.

En cuanto a su potencial utilidad como fuente de medicamentos, los
escasos datos publicados hacen de la flora argentina una interesante e importante
fuente de materia prima para estudios de bioactividad. Los mismos deben ser

llevados a cabo en forma inmediata ya que, especialmente debido a las diversas
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actividades antrépicas, se corre un inminente riesgo de extincion de las especies

imposibilitando ello conocer su potencial e incalculable valor.
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1.1.C- Estrategias para la deteccién y aislamiento de productos naturales
bioactivos
El camino para obtener compuestos bioactivos a partir de plantas,
comprende:
e la seleccion y recoleccion del material vegetal,
e la preparacién de extractos crudos,
e la evaluacién de los mismos con un bioensayo adecuado,
e el fraccionamiento del extracto activo y la evaluacion de las distintas sub-
fracciones con el mismo bioensayo, con el fin Ultimo de aislar y determinar la
estructura de los compuestos puros responsables de la actividad (Hostettmann y

col., 1997; Nisbet y col., 1997).

e Seleccién y recoleccion del material vegetal
Una cuestion central en la bisqueda de compuestos biolégicamente activos
a partir de plantas, es la seleccion de las especies vegetales a investigar.
Existen distintos criterios para elegir el material vegetal:
a) En base a datos etnofarmacologicos
b) Considerando el tipo de compuestos quimicos que se encuentran en las
distintas familias vegetales
c) Datos ecoldgicos y observacion de campo

d) Alazar

a) La etnobotanica o etnofarmacologia es una disciplina cientifica cuyo objetivo es
utilizar los conocimientos recopilados a través de los afios por diferentes etnias,

sobre las plantas y animales que ellos utilizan para cuidar su salud (Scarpa, 2004).
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La idea de descubrir y desarrollar compuestos biolégicamente activos en
base a informacion etnofarmacolégica es atractiva por el hecho de que el empleo
tradicional de una planta para fines curativos es una demostracion de eficacia y
mas importante todavia, de seguridad. La informacion sobre como las plantas son
usadas y los procedimientos de extraccion, constituyen también datos muy
importantes. (Soejarto y col., 1996; Rates, 2001). La experiencia acumulada en los
distintos paises del mundo, se ha ido transmitiendo de diferentes formas hasta
nuestros dias y es de un valor incalculable para orientar las investigaciones en
procura de nuevas drogas (Soejarto y col., 1997). Se ha demostrado que, de las
drogas derivadas de plantas en uso actualmente en paises desarrollados, el 77%
ha sido descubierto como resultado de estudios de plantas usadas previamente en

la medicina popular (Cordell, 2000).

b) La seleccion basada en los compuestos activos o toxicos descriptos en ciertas
familias y géneros vegetales (Gottlieb y col., 1993; Souza Brito, 1996) puede
orientar sobre la posibilidad de encontrar una determinada actividad biolégica.

También la Quimiotaxonomia, ciencia que clasifica a las plantas en funcién de las
estructuras de sus constituyentes quimicos, puede introducir elementos utiles. Si
uno o varios compuestos naturales son marcadores quimiotaxondmicos para una
dada familia y poseen ademas relevantes propiedades bioldgicas, podrian ser de
utilidad para buscar sustancias analogas en especies relacionadas de la misma

familia (Hostettmann y col., 2001).

c) La seleccion basada en datos ecoldgicos u observacion de campo es también
muy importante. Especies vegetales que crecen en entornos muy hostiles como

los trépicos humedos y zonas muy célidas, y que no muestran signos de agresion,
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pueden contener compuestos preformados que le sirven de defensa contra
insectos o microorganismos (fitoanticipinas) 6 pueden sintetizar compuestos como

respuesta al ataque del patégeno (fitoalexinas) (Morrissey y col., 1999).

d) Al azar. Consiste en que el investigador realice una busqueda probando todas
las especies que tiene a su alcance, incluyendo aquellas que ha recolectado con
otros fines. La busqueda de drogas antitumorales por el Instituto Nacional del
Cancer de EEUU es un buen ejemplo del uso de esta estrategia (Soejarto, 1997,

Rates, 2001).

-Recoleccién y secado del material vegetal

Una vez que el material vegetal ha sido seleccionado, es importante
considerar la época del afio en que se realiza la recoleccion, ya que la
composicion de los metabolitos de las plantas varia considerablemente en las
distintas estaciones. El material recolectado debe ser trasladado rapidamente
hasta el laboratorio y sometido inmediatamente a secado. La eliminacion de
humedad previene el ataque por hongos y evita determinadas reacciones que

puedan alterar la composicién quimica inicial (Tyler, 1988).

-Identificacion del material vegetal

Una vez que las plantas de interés han sido recolectadas, su identidad debe
ser ratificada por un botanico quien deposita un ejemplar en un herbario acreditado
internacionalmente donde se acomparia de una etiqueta en la que constan los
nombres genérico, especifico, la localidad en que fue colectada, la fecha, el
nombre del colector, etc. La muestra guardada en herbario se conoce con el

nombre de voucher specimen.
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o Preparacion de los extractos crudos
-Importancia del solvente a utilizar y de la temperatura de extraccion.

Para la realizacion de estudios biolégicos los extractos de plantas se
pueden preparar en frio (por maceracion, lixiviacién, etc.), o en caliente (utilizando
un extractor de Soxhlet 6 calentamiento a reflujo, entre otros procedimientos)
(Vanden Berghe y col., 1991).

El solvente a utilizar reviste mucha importancia ya que un solvente no polar
extraera diferentes metabolitos que uno polar. Asi los extractos pueden ser
acuosos, hidroalcohdlicos, etandlicos, metandlicos, de acetato de etilo,
cloroférmicos, etéreos, hexanicos, etc. (Ghilsaberti, 1993).

Sin embargo, para la gran mayoria de los estudios de bioactividad se utiliza
la extraccién con etanol 6 metanol (incluso mezclas hidroalcohdlicas), solventes
que permiten la extraccion de compuestos de distintas polaridades y en frio, para
evitar la descomposiciéon de los metabolitos. A veces, es necesario preparar otro
tipo de extractos utilizando metodologias diferentes y otros solventes (Rates,

2001).

-Fraccionamiento del extracto

Para ésto, se puede realizar una particion liquido-liquido con solventes de
polaridad creciente (Cechinel Filho y col.; 2001), tales como hexano,
diclorometano, butanol y acetato de etilo lo cual permite la semipurificacion del
extracto inicial separando sub-extractos que contienen compuestos de distinta
polaridad. La figura 10 ilustra un fraccionamiento con solventes de polaridad
creciente, indicando las posibles clases de compuestos que pueden ser separados

con cada uno de ellos.

24



Introduccion

Figura 10: Esquema de un procedimiento de particion por solventes del extracto crudo de plantas.
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Hexano: extrae esteroides, acidos grasos, terpenos, hidrocarburos, acetofenonas.

DCM (Diclorometano): extrae lignanos, flavonoides metoxilados, sesquiterpenos, lactonas,
triterpenos, cumarinas.

n-BuOH (Butanol normal): extrae flavonoides, taninos, saponinas, carbohidratos.

AcOEt (Acetato de Etilo), extrae flavonoides mas polares, taninos, xantonas acidos triterpénicos,

saponinas, compuestos fendlicos en general.

En ciertos casos, cuando se buscan alcaloides, fenoles 6 acidos grasos por
ejemplo, se utilizan metodologias especificas y solventes adecuados para cada

uno de ellos (Hostettmann y col., 1997).
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Otras metodologias sélo utilizan fraccionamientos cromatograficos del

extracto crudo sin realizar fraccionamientos previos con solventes de polaridad

creciente.

Para localizar los principios activos, el extracto crudo se somete a

evaluacion de la actividad biolégica buscada, utilizando un bioensayo adecuado y

si resulta activo, se evalian todos los sub-extractos con el mismo bioensayo con el

que se evalu6 el extracto crudo. Los sub-extractos activos son fraccionados

generalmente por procedimientos cromatograficos exhaustivos y las distintas

fracciones obtenidas se someten al mismo bioensayo utilizado durante todo el

proceso, lo que permite seleccionar las fracciones positivas para fraccionamientos

subsecuentes. En la figura 11 se ilustra un ejemplo de fraccionamiento bioguiado.

Figura 11: Fraccionamiento bioguiado de extractos vegetales para aislar compuestos bioactivos.

Bioensayo

Fr(#)  Fr(#¥)  Fru()  Frv() |::> Blognsayo

L 1
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26



W

Introduccion

El extensivo uso de cromatografias y otras técnicas de purificacién permite
llegar a compuestos puros bioactivos. Algunas de las técnicas separativas son
cromatografias en columna (CC) o en placa (CP); cromatografias con presion
normal, de media presion (CLMP) y de alta eficiencia (CLAE).

Entre las técnicas utilizadas para la identificacion estructural de los
compuestos activos principalmente se utilizan Punto de fusion (Pf), Punto de
ebullicion (Peb.), y métodos espectroscopicos tales como espectroscopia de masa
(EM), Ultravioleta (UV), Infrarrojo (IR), Resonancia Magnética Nuclear de protones
(RMN 'H) y de carbono (RMN *3C) en una y dos dimensiones (1D y 2D). que son
los mas utilizados.

Actualmente existen cromatégrafos acoplados a espectrometros de masa 6
de RMN, que ayudan mucho en la determinacion estructural de los compuestos a

medida que eluyen de la columna (Hostettmann y col., 1997).

e Bioensayos a ser utilizados

-Eleccion de los bioensayos de acuerdo con distintas instancias de evaluacion.
Los bioensayos son pruebas que deben ser creibles, reproducibles,

sensibles, tener significado y lo mas importante, ser predictivas. Los mismos

pueden ser divididos en dos grupos de acuerdo con la instancia en que ellos son

utilizados.

a) Ensayos de primer orden: son pruebas sencillas que se aplican a un gran
nimero de muestras iniciales para determinar si tienen o no una determinada
actividad bioldgica. La funcién de estos ensayos es descartar materiales inactivos

y proveer muestras activas para continuar con el proceso de fraccionamiento y
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purificacion. Los ensayos de primer orden sirven como guia para la deteccion y
fraccionamiento de los extractos activos, la purificacion y el aislamiento de los
compuestos puros responsables de la actividad.

Estos ensayos deben tener alta capacidad, bajo costo, deben dar
respuestas rapidas y sobre todo deben poder ser realizados en el mismo
laboratorio donde se hace el trabajo fitoquimico ya que es importante tener en
cuenta que en el fraccionamiento de exiractos bioactivos se generan cientos de
fracciones cuya actividad debe ser conocida por el quimico lo antes posible para

poder continuar su trabajo (Hostettmann y col., 2001).

b) Ensayos de mayor orden: Son pruebas mas complejas que permiten
profundizar en el estudio de la actividad de los compuestos activos. Incluyen, entre
otros, ensayos con blanco especifico orientados a determinar el mecanismo de
accion. Son generalmente de baja capacidad, costosos y su realizaciéon requiere
de un mayor equipamiento.

La figura 12 muestra el proceso de evaluacion y cémo se va reduciendo el

nimero de muestras a medida que se avanza en su estudio.

Figura 12: Distintos niveles de evaluacion y comparacion de la cantidad de muestras evaluadas a
medida que se avanza en el proceso.

Nivel de Evaluacién Capacidad del bioensayo

Ensayos de Primer Orden

Ensayos de Mayor Orden

Candidatos para posteriores estudios
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El proceso de evaluacion inicial debe reducir el nimero de compuestos a
una cantidad manejable pero no demasiado pequefia de modo de no perder la
posibilidad de encontrar compuestos para un futuro desarrollo (Suffness y col,,

1991).

1.1.C.1- Bioensayos para determinar actividad antifingica
Entre los métodos utiles para evaluar actividad antifingica, se encuentran
los bioensayos a célula entera:
e de difusidon
¢ bioautograficos

e de dilucidn

e Meétodos de difusion

En estos métodos, el extracto de planta 6 compuesto a probar contenido en
un reservorio (discos de papel, agujeros en el medio de cultivo 6 cilindros sobre su
superficie) se pone en contacto con un medio sélido (por e]. agar) inoculado con
un hongo determinado. Luego de un tiempo adecuado de incubacion, se mide el
diametro 6 el radio de la zona clara (donde no hubo crecimiento fungico) alrededor

del reservorio (fig 13).

Figura 13: Método de difusién en agar con discos de papel. A: Placa vista lateralmente mostrando
la forma en que difunden los compuestos hacia el agar; B: Placa vista desde arriba. Los halos de
inhibicién se observan en blanco.

Reservorio
Halo de
inhibicién
A B
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La informacién que brinda es cualitativa, Gtil para establecer la sensibilidad
del microorganismo a un determinado compuesto, pero no para establecer
comparaciones de la potencia antimicrobiana de distintos compuestos. El método

presenta ademas inconvenientes con las sustancias que no difunden al medio.

e Métfodos bioautograficos

La bioautografia es un método cualitativo Util para la localizacion de
compuestos antiflingicos en un cromatograma de un extracto complejo.

En una de las técnicas bioautograficas denominada bioautografia en capa
de agar, un medio de agar previamente inoculado con el hongo prueba es
aplicado sobre la placa cromatografica ya desarrollada. Los compuestos difunden
al agar y las zonas de inhibicién del crecimiento son visualizadas con un colorante

vital (Rahalison y col., 1991) (fig. 14).

Figura 14: Método bioautografico en capa de agar

(6@ I Inéculo de hongo en medio
V) )

Incubacién, 30°C -
luego color'ante vit'a!
@ & —— -
| Extr. 1 | I Extr. 2 | l Extr. 1 I I Extr. 2 |

Esta metodologia es usada para hongos de crecimiento rapido entre los

cuales se encuentran Candida albicans (San Blas y col., 2004), Cryptococcus
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neoformans (Orabi y col., 2000; Lépez y col., 2002), Saccharomyces cerevisiae

(Majinda y col., 2001), Aspergillus fumigatus y A. niger (Magalhaes y col., 2001).

e Meétodos de dilucion

En este tipo de métodos, una cantidad fija de muestra a ser probada se
mezcla homogéneamente con un medio sélido (método de dilucién en agar) 6
liquido (dilucion en caldo) al cual se le agrega un inéculo con el hongo a probar.
Usualmente se hacen diluciones de la muestra original y se determina la
concentracién inhibitoria minima (CIM), que es la menor concentracién a la cual se
inhibe el crecimiento del microorganismo (fig. 15 A).

De acuerdo con los volimenes finales de trabajo, el método se puede
clasificar en macro 6 microdilucién (fig. 15 A-C). Tienen la ventaja de ser
cuantitativos y de poder ser usados tanto con muestras solubles en agua como
lipofilicas.

Las pruebas pueden ser extendidas para proveer informacién sobre la
concentracién fungicida minima (CFM), que es la minima concentracion a la que
se produce la muerte del hongo (Vanden Berghe y col., 1991) (fig. 15-D). Su
determinacién da una informacion adicional a la que proporciona la CIM.

La figura 15-D muestra un esquema general de la metodologia para
determinar la CFM (las concentraciones son valores supuestos sélo a los fines de
ejemplificar el método). Para realizar este ensayo se determina la CIM con el
método de dilucién en caldo y de los tubos donde no hubo crecimiento flingico
(concentraciones inhibitorias), se toman alicuotas que se re-siembran en placas 6

tubos de agar-sabouraud por triplicado. Después de un tiempo de incubacidn, se
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determina la minima concentraciéon a la cual no hubo nuevo desarrollo fungico

(CFM).

Figura 15: Distintos tipos de métodos de dilucién: A) macrodilucién en caldo; B) microdilucion en
caldo; C) macrodilucién en agar; D) esquema de la metodologia para determinar la concentracion
fungicida minima (CFM). Los nimeros debajo de los tubos indican las concentraciones en ug/ml
del compuesto prueba.
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Dada la gran cantidad de variables que modifican los valores de CIM y de
CFM, se deben fijar el mayor nimero posible de parametros de modo de que los

resultados sean reproducibles aun en diferentes laboratorios y con distinto

operador.
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Son numerosos los trabajos realizados con estos métodos que se han
reportado y se reportan actualmente. Muchos de estos trabajos utilizan soélo el
método de difusiéon (Soman y col., 1999; Pal Singh y col, 1999), otros lo
complementan con el método de diluciéon (Hufford y col., 1988; Avato y col., 1997;
Sata y col., 1999) 6 sélo realizan método de dilucidon (lwasa y col., 1998; Maoz y
col., 1999). Otros usan método bioautograficos (Rath y col., 1995). Algunos
realizan la evaluacion sélo contra hongos patégenos para €l humano (Lima y col,,
1995), algunos solo contra especies de Candida (Li y col., 1995). En algunos
casos se usan varias cepas de una misma especie para determinar qué
porcentaje de aislados clinicos son inhibidos por el extracto probado (Hufford y

col., 1975).

En la tabla 2 se muestran distintos tipos de compuestos antifingicos
naturales aislados de plantas y de microorganismos descubiertos con los métodos

detallados arriba.
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Tabla 2: Diferentes tipos de compuestos antifingicos descubiertos con métodos celulares sin

blanco especifico

Tipo de compuesto

Fuente natural

Método utilizado

Referencias

Alcaloides
Alcaloides isoquinolinicos
cuaternarios

Biflavonas
Catequinas
Sesquiterpenlactonas

Sesquiterpenfenoles
Triterpenoides

Saponinas esteroidales

Poliacetilenos
Glicésidos de acido tetramico

Derivados de ac p-OH-
benzoico

Derivados de antronas
Antraguinonas

Naftoquinonas
Lignanos y neolignanos

Fenilpropanoides

Derivados de acetofenonas

Resorcinoles
Lactonas

Macrolactonas

Fosfocolinas

Liriodendrum tulipifera
Mitracarpus scaber
Derivados sintéticos de la
berberina aislada de Coptis
japonica y Phellodendrum
amurense
Cupressocyparis leylandii
Agrimonia pilosa

Inula viscosa

Vernonia amygdalina
Bidens cernua

Terminalia bellerica
Lantana indica

Solanum nigrescens
Trillium grandiflorum

Bellis perennis

Esponja marina:
Siliquariaspongia japonica
Hongo copréfilo Sporormiella
vexans

Hongo copréfilo: Ascodesmis
sphaerospora

Morinda lucida

Tabeuia avellanedae
Myristica fragrans

Virola surinamensis

Ampla distribucién

Sebastiania schottiana e
Phyllanthus sellowianus
Analogos sintéticos
Myristica fragrans

Cianobacteria marina
Lyngbya majuscula

Fungo Coniothyrium
sporulosum

Pseudolaryx kaempferi
Actinomiceto: HILY-8620959
Irlbachia alata

Difusion
Difusion + Dilucion
Dilucién

Dilucién
Dilucion
Dilucién
Diluciéon
Dilucion
Difusion +Dilucidon
Dilucién
Dilucién
Difusion + Diluciéon
Difusion +Dilucién
Difusién +Dilucion

Difusién
Difusion
Bioautografia

Dilucién
Dilucién

Dilucion

Difusién
Dilucién
Dilucién
Difusion
Dilucién
Difusion +Dilucién
Dilucién

Dilucién

Hufford, 1975
Okunade, 1999
lwasa, 1998
lwasa, 1997

lwasa, 1998
Kasai, 1992
Maoz, 1999
Al Magboul, 1997
Smirnov, 1998
Nandy, 1997
Verma, 1998
He, 1994
Hufford, 1988
Avato, 1997
Sata, 1999

Soman, 1999
Hein, 1998

Rath, 1995

Guiraud, 1994
Miyazawa, 1996;

Zacchino, 1997; Zacchino,

1999; Zemek, 1979

Hattori, 1986; Marston, 1995

Lima, 1995

Pinheiro, 1999
Orabi, 1991
Pal Singh, 1999

Mukhopadhyay, 1999
Li, 1995
Guiraud, 1999

Lu, 1999
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Objetivos

I.1- OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de la flora de nuestro pais con un enfoque
multidisciplinario que comprende estudios: morfo-anatémico, fitoquimico y de
actividad biologica, modificacion quimica por semisintesis, incluyendo uso de

bioensayos sin y con blanco especifico y estudios de toxicidad.

I1.1.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Hacer un relevamiento de las plantas utilizadas en la medicina popular
argentina para dolencias relacionadas con infecciones flngicas y de otras
plantas elegidas al azar que no hayan sido previamente estudiadas.
Seleccionar una serie de plantas para ser sometidas a la evaluacion de su
actividad antifungica.

Realizar el fraccionamiento guiado por actividad para obtener compuestos
puros bioactivos.

Utilizar todas las técnicas necesarias para elucidar las estructuras de los
compuestos activos, tales como UV, IR, RMN 'H, RMN 3C, EM.

Modificar quimicamente los compuestos activos, evaluarlos y conocer su
relacion estructura-actividad.

Hacer estudios de mecanismo de accién con métodos celulares y enzimaticos.
Estudiar la toxicidad de los compuestos activos.

Establecer los parametros morfolégicos y micrograficos necesarios para dejar
perfectamente establecida la identidad de la planta en estudio segun los

lineamientos de la Organizacién Mundial de la Salud.
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Resultados y Discusion

lll.1- Seleccion de las especies vegetales

argentinas a estudiar
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l11.1.1- Seleccion del material vegetal

Para el estudio de actividad antifingica nos propusimos probar plantas
nativas y endémicas de la flora argentina con el fin de elegir la mas activa para
continuar su estudio.

Para el estudio fitoquimico guiado por actividad biolégica, realizamos
previamente una seleccion de especies vegetales argentinas utilizando los
siguientes criterios:

a) etnofarmacoloégico

b) al azar.

a) Seleccion en base a datos etnofarmacolégicos

Realizamos blsquedas en libros y revistas especializadas sobre plantas
argentinas usadas en la medicina popular (Filipov, 1997; Mereles y col., 1997;
Pochettino y col., 1997) utilizando palabras clave relacionadas con actividad
antifingica tales como: antimicético, antiséptico, lavado de heridas, aftas, caspa,
vulnerario, lavado de llagas, afecciones cutaneas, afecciones urinarias, caida del
cabello, cicatrizante. Las familias mas citadas fueron consideradas prioritarias en
los estudios de evaluacién de actividad antifingica.

En este relevamiento bibliografico encontramos citas de 144 especies
distribuidas en 50 familias, siendo las familias Asteraceae, Fabaceae vy
Solanaceae las mas citadas (21, 12 y 13 citas respectivamente; fig. 16). Esta
Ultima es ademas una de las diez familias mas citadas en relevamientos

etnobotanicos publicados en J. Ethnopharmacology (Gottlieb y col., 2002).
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Figura 16 Numero de especies de cada familia argentina citadas en la medicina popular para usos

relacionados con actividad antiflingica
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Sin embargo, dado que estas tres familias estan constituidas por un gran

numero de especies en Argentina (1500, 737 y 328 especies respectivamente),

decidimos considerar la proporcién (y no el numero aislado) de especies utilizadas

en la medicina popular respecto del total en cada familia, ya que esta relacion

reflejaria mejor cuales eran las familias de mas interés para la blusqueda de

compuestos antifingicos.

Se realizd el célculo de porcentaje de especies citadas en la literatura

utilizando la siguiente férmula:

% de especies de una familia
vegetal usadas para tratar

Numero de especies de esa familia usadas para tratar esas dolencias

dolencias relacionadas con

infecciones flingicas NUmero total de especies de esa familia

Los resultados se observan en la figura 17

X100
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Figura 17 % de especies de cada familia vegetal argentina usadas para tratar dolencias
relacionadas con infecciones flingicas calculado como: (nimero de especies citadas/el numero
total de especies de esa familia existentes en Argentina) x 100.

60,00%
55,00%
50,00%
45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

% de Especies reputadas

0,00% __L_ = e - [*-&":I .S
< & amilias|
6"@ Oéh c,((y C’ng’
& o & v@\&' F ¥
F & & < i o
¥ o ) on ©
&

De la comparacion de estos porcentajes, surgen las familias
Phytolaccaceae y Acanthaceae como las mas promisorias para la blsqueda de
compuestos antiflingicos: 58 % de las especies de la familia Phytolaccaceae y 6,8
% de la familia Acanthaceae son usadas en la medicina popular para dolencias
relacionadas con infecciones flingicas. Es por éso que hemos seleccionado

especies de ambas familias para la evaluacion de actividad antiftingica.

a.1) Eleccion de especies argentinas de la familia Phytolaccaceae

La familia Phytolaccaceae es una familia del Orden Centrospermae
(Caryophyllales, Chenopodiales), que se divide en seis subfamilias, de las cuales
tres se encuentran en la Argentina: Phytolaccoideae, Rivinoideae y Microteoideae

en las zonas norte y centro-este del pais.
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En la revision actual de las Phytolaccaceae de la Argentina (Guaglianone,

1999) aparecen citadas en cada subfamilia los siguientes géneros y especies:

-Subfamilia PHYTOLACCOIDEA:
Comprende Unicamente al género Phytolacca y a las especies P.
americana Linnaeus, P. tetramera Hauman, P. bogotensis Humboldt, Bonpland &

Kunth, P. rivinoides Kunth & Bouche y P. dioica Linnaeus.

-Subfamilia RIVINOIDEAE
Comprende los géneros Seguieria, Rivina, Trichostigma, Hilleria y Petiveria
y las especies S. aculeata Jacq., S. paraguayensis Morong, R. humilis Linnaeus,

T. octandrum (Linnaeus) Walter, H. latifolia (Lamark) Walter y P. alliacea Linnaeus.

-Subfamilia MICROTEOIDEAE
Comprende al género Microtea y solamente a la especie M. scabrida

Urban.

Para nuestros estudios de actividad antifingica, hemos seleccionado una

especie de cada sub-familia priorizando especies que no tengan estudios previos:

e Phytolacca tetramera Hauman de la sub-familia Phytolaccoideae
e Seguieria aculeata Jacq. de la sub-familia Rivinoideae

e Microtea scabrida Urban de la sub-familia Microteoideae.
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-Phytolacca tetramera Hauman

Es una planta endémica de Argentina de la cual no se conocen estudios
previos. Sin embargo, datos etnofarmacoldgios proporcionados por la base de
datos Napralert dan cuenta de que otras especies del género Phytolacca son
utilizadas por la medicina popular: P. dioica (ombu), se usa como vulnerario para
lavar heridas (Hieronymus, 1882; Lifchitz, 1985). La decoccién de la raiz y las
hojas se utiliza para preparar lociones y éstas junto con las tinturas se usan contra
la sarna y otras afecciones de la piel (Dominguez, 1903; 1928). La ceniza de
ramas y hojas es usada como cicatrizante (Martinez Crovetto, 1981). P.
dodecandra, nativa de Norte América, tiene una larga historia de uso para distintas

afecciones de la piel (www.wrc.net/phyto/Phytolacca.html), mientras que la

infusién de las hojas de P. rivinoides es usada para desinfectar y reducir la

inflamacion de llagas (Schultes y col., 1992).

-Seguieria aculeata Jacq.

Es un arbol pequefio nativo de Argentina que se encuentra en Misiones,
Jujuy y Salta. No hay de este género ni de esta especie informacion
etnofarmacolégica ni estudios de actividad biolégica reportados.

Sélo un trabajo referido a este género esta publicado en la literatura (Salt y
col., 1991). En él se hace un andlisis del contenido de esteroles en tres especies

del género Seguieria: S. aculeata, S. americana y S. langsdofrfii.

-Microtea scabrida Urban
- Es una hierba nativa de Argentina, de la cual no existen estudios previos.

Datos etnofarmacoldgios de la base de datos Napralert informan que una especie
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del mismo género, M. debilis, ha sido usada para tratar llagas y heridas infectadas
(Duke, 1994).
No hay estudios previos de evaluacion de actividad antifingica de especies

de Microtea.

a.2) Eleccion de especies argentinas de la familia Acanthaceae

En Argentina, esta familia esta integrada por diecisiete géneros y setenta y
tres especies, trece de las cuales son endémicas. De éstas, siete pertenecen al
género Justicia: J. gilliesi, J. hunzikeri, J. lilloana, J. mandonii, J. oranensis, J.
riojana y J. tweediana (Zuloaga y col., 1999-a), no existiendo para estas especies

trabajos previos publicados en cuanto a usos.

Para nuestros estudios de actividad antifingica seleccionamos tres
especies, dos endémicas y una nativa, priorizando que esta ultima no tuviera
estudios previos:

e Justicia gilliesi (Ness) Benth.
e Justicia tweediana (Ness) Griseb.

e Justicia squarrosa Griseb.

-Justicia gilliesi (Ness) Benth.
Es un subarbusto endémico que crece en el centro-oeste de Argentina (La
Rioja, San Luis, San Juan y Mendoza) a una elevacion de 500-1.500 m sobre el

nivel del mar. De esta especie no existe ningun estudio previo.

- Justicia tweediana (Ness) Grises.
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Es un subarbusto endémico que crece en el centro-oeste de Argentina (San
Luis, San Juan y Tucuman) a una elevacion de 0-2.500 m sobre le nivel del mar.

De esta especie no existe ningln estudio previo.

- Justicia squarrosa Griseb.
Es una hierba nativa que crece a 500-1.500 m de altura en el centro-oeste
de Argentina (La Rioja, Salta, San Luis y Tucuman). De esta especie no existe

ningun estudio previo.

Estudios etnofarmacolégicos de otras especies del género Justicia
muestran que J. gendarusa, una especie que crece en Malasia € Indonesia y J.
peploides de India, se utilizan para tratar forinculos (Grosvenor y col., 1995) y
para el tratamiento de la caida prematura del cabello (Gimlette y col., 1939). J.
procumbens y J. prostrata de Nepal é India respectivamente, se usan para tratar
heridas infectadas (Manhandar, 1995) y J. spicigera de Guatemala, es usada para

erupciones de la piel, leucorrea y vaginitis (Caceres y col., 1987).

b) Especies seleccionadas al azar

Ademas de las especies nombradas, se eligieron una serie de especies
argentinas seleccionadas al azar, las cuales no tienen estudios previos: Ehretia
cuneifolia (Boraginaceae), Ayenia lingulata (Sterculiaceae), Boopis anthenoides
(Calyceraceae), Schkuria pinnata (Asteraceae), Hyslerionica jasionoides
(Asteraceae), Thymophylla pentachaeta (Asteraceae), Xeroaloysia ovatifolia

(Verbenaceae). Todas ellas crecen en el norte y centro-oeste de Argentina.

45



Resultados y Discusién

lll.2- Determinacion de la actividad antifungica de

las especies vegetales seleccionadas
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lll.2.1- Evaluacidn de la actividad antifiingica de las especies seleccionadas
Las especies seleccionadas de acuerdo con lo explicado en el capitulo 111.1,

fueron sometidas a bioensayos para detectar actividad antiflingica.

- Preparacion de las muestras para los ensayos antifingicos

Los extractos de plantas se prepararon por maceracion de partes aéreas
secas con metanol. Luego, se evaporoé el solvente a bajas temperaturas para no
destruir sustancias termolabiles. El pH del extracto fue ajustado a siete, ya que los

microorganismos no crecen en medios acidos ni alcalinos.

- Eleccion de los microorganismos a utilizar

Usamos un panel de 12 hongos, entre los que estan representados las
levaduras (Candida albicans, C. tropicalis y Cryptococcus neoformans) hongos
filamentosos oportunistas patégenos para el hombre (Aspergillus niger, A.
fumigatus, A. flavus), incluyendo a los dermatofitos (Microsporum gypseum, M.
canis, Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes). Se
utilizaron hongos estandarizados obtenidos de colecciones de cepas flngicas
tales como Coleccion Americana de Cultivos Tipo (American Type Culture
Collection, ATCC, Rockville, Estados Unidos) 6 de centros como el Centro de
Referencia Micoldgica (CEREMIC, UNR, Rosario) con el objeto de garantizar al

maximo la autenticidad de la cepa y que los resultados sean reproducibles.

- Biensayo antifungico
Como ensayo antifingico se utilizd en esta primera instancia, el método de
dilucién en agar. Este método ha mostrado ser (til para extractos complejos dado

gue no requiere esterilizacion previa del extracto ya que la mayor parte del mismo
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queda bajo la superficie del agar, impidiendo el desarrollo de organismos
aerobicos contaminantes. La esterilizacion de un extracto seguramente podria
modificar la composicién del extracto original. El cultivo contaminante ocasional
que pueda desarrollar sobre la superficie del agar no resulta un problema serio y
es facilmente detectado (Mitscher y col., 1972).

Se probaron los extractos a una concentracion de 1000 pg/ml y a
diluciones sucesivas frente al panel hongos segun lo descripto en Materiales y
Métodos, hasta llegar a determinar la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) 6
sea la minima concentracién a la cual el desarrollo fungico fue inhibido. Se
consideraron activos los extractos con valores de CIM menores a 1000 ug/ml
(Mitscher y col., 1972).

Los resultados mostraron (tabla 3) que los extractos metandlicos de partes
aéreas de S. aculeata, M. scabrida, J. gilliesii, J. tweediana, J. squarrosa, T.
flagellaris, A. linguata, H. jasionoides, T. pentachaeta, V. ovatifolia, F. bidentis y G.
gaudichaudianum fueron inactivos frente a todas las especies flngicas probadas
(CIM = 1000 ug/ml) mientras que los de B. anthemoides, E. cuneifolia y S. pinnata
mostraron una actividad baja (750 < CIM < 900 pg/ml) frente a sélo una é dos

especies fungicas de las doce probadas.
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Tabla 3: Concentraciones inhibitorias minimas (CIM en pg/ml) de especies seleccionadas de la
flora argentina frente a hongos oportunistas patogénicos para el humano.

Familia

# Voucher

Especie ! Tipode g ct cn. An. Afl. A fu M.c M.g. T.m. Tr Ef.
vegetal specimen extracto
Phytolaccaceae Phylolacca MG 134 MeOH 750 750 500 >1000 500 >1000 250 250 250 250 500
tetramera (UNR) wE.< o o . SRR L o by e il oY g S srtankd o ¥
Phytolaccaceae Seguieria MG 119 MeOH >1000 >1000 750 >1000 1000 >1000 1000 1000 1000 1000 1000
aculeata (UNR)
Phytolaccaceae Microtea MG 125
scabrida (UNR) MeOH >1000 >1000 1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 1000 1000 >1000
Acanthaceae Justicia L.A. del Vitto
gilliesii 8988(UNSL) MeQH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Acanthaceae Justicia L.A. del Vitto MeOH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
tweediana 7231
(UNSL)
Acanthaceae Justicia L.A. del Vitto MeOH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
squarrosa 9011
(UNSL)
Loranthaceae Tripodanthus Del Vitto MeOH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
flageilaris Petenatti
9244
(UNSL)
Sterculiaceae Ayenia Del Vitto MeQH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 >1000
lingulata Petenatti
9251
(UNSL)
Calyceraceae Boopis Del Vitto MeOH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 750 750 >1000
anthemoides Petenatti
9253
(UNSL)
Asteraceae Hysterionica Del Vitto MeOH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 >1000
Jjasionoides Petenatti
9255(UNSL)
Asteraceae Thymophyila Del Vitto MeOH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
pentachaeta Petenatti
8399(UNSL)
Verbenaceae Veroaloysia Del Vitto MeOH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
ovatifolia Petenatti
9252 (UNSL)
Boraginaceae Cortesia Del Vitto y MeOH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 750 >1000 >1000 1000 750
cuneifolia Petenatti
9237
Asteraceae Flaveria Del Vitto MeOH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
bidentis Petenatti
9238(UNSL)
Asteraceae Gnaphalium Del Vitto y MeOH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
gaudichaudia Petenatti
num 9239(UNSL)
Asteraceae Schkuhria Del Vitto MeOH >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 900
pinnata yPetenatti
9240(UNSL)

C.a: Candida albicans ATCC 10231; C.t: Candida tropicalis C 131 Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763; Cryptococcus neoformans ATCC 32264; Aspergillus fumigatus
ATCC 26934; Aspergillus flavus ATCC 9170; Aspergillus niger ATCC 9029; Microsporum canis C112. Microsporum gypseum C115. Trichophyton mentagrophytes ATCC
9972. Trichophyton rubrum C113. Epidermophyton floccosum C114, P.t..: Phytolacca tetramera; S.a.: Seguieria aculeata; J.g.: Justicia gilliesii; J.t.: Justicia tweediana. f:
frutos; r: rizomas, p.a: partes aéreas.

En contraste, el extracto metandlico de partes aéreas de Phytolacca

tetramera mostré actividad contra diez de los doce hongos probados, con valores

de CIM entre 250-750 pug/ml. Fue activo contra dos especies del género Candida:

C. albicans y C. tropicalis que como ya expresaramos en la Introduccion, es el

género que causa la mayor cantidad de infecciones flngicas sistémicas y

superficiales en pacientes inmunodeprimidos. Sumado a ésto, el extracto

metandlico de P. tetramera inhibio el crecimiento de C. neoformans, asi como el
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de todos los dermatofitos probados, M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes, T.

rubrumy E. floccosum.
De acuerdo con los resultados obtenidos, P. tetramera era la especie mas

activa y tenia un amplio espectro de accion por lo que decidimos continuar su

estudio.
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lll.3- Antecedentes quimicos y de actividad

biolégica de Phytolacca tetramera
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ll.3.1- Descripcion y localizacion de Phytolacca tetramera Hauman
(Phytolaccaceae)

P. tetramera es un arbusto sufratice endémico (fig. 18-A y 18-B) que se
encuentra exclusivamente en las praderas pampeanas de la Provincia de Buenos
Aires (57,5° long. W. Greenwich, 35° lat. austr.), descripto por primera vez por
Hauman en 1909 (Hauman-Merck, 1909). Se encuentra en terrenos arenosos del
Partido de San José de Magdalena, a la vera de la ruta provincial 11 en cercanias
de la ciudad de La Plata (fig. 18-C) y como consecuencia de su localizacién, esta
sujeta a la periddica mutilacion por maquinas desmalezadoras utilizadas para el
mantenimiento de la ruta. Estd considerada en riesgo critico (Critic risk, C.R.)
(Hernandez y col., 1998; Delucchi y col., 1992), integrando la Lista Roja del
Tratado de Plantas de la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza y los recursos naturales (UICN, 1994).

De esta forma, ademas de ser importante su estudio por la actividad
biolégica mostrada, cobra una gran importancia la investigacion de P. teframera ya

que estamos ante una especie vascular Unica en riesgo de extincion.

Figura 18: Foto de Phyfolacca tetramera y su localizacion en Argentina
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Antes de comenzar su estudio, realizamos la busqueda bibliografica de los

componentes quimicos y de la actividad biolégica descriptas en especies del

género Phytolacca, los cuales se resumen a continuacion.

ll1.3.1.1- Antecedentes quimicos del género Phytolacca

Los compuestos quimicos aislados de especies del género Phytolacca se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Tipos de compuestos aislados de especies del género Phytolacca.

Familia de compuestos

Hidratos de Carbono
Acidos grasos

Vitaminas

Terpenos

Alcaloides-
pigmentos

Fenilpropanoides y
derivados

Saponinas

o

Monosacaridos
Polisacariddos

Acidos grasos
Triglicéridos

Vit. By

Vit. B,

Niacina
Vitamina C
Sesquiterpenos
Triterpenos

Tetraterpenos
Esteroles

Betacianinas

Betaxantinas

Fenilpropanoides

Lignanos

Estructuras

10
11 a-b

12 a-c
13
14 a-b

15 a-c

Se desarrollan en la tabla 5

Fuente

P.americana

P.americana
P. americana

. americana
. americana
. americana
. americana

. americana
. esculenta
. americana
. esculenta
. americana
. esculenta

VUVUDUDUUU VDU

P. bogotensis
P. americana
P. americana
P: americana
P

. americana

&

Referencias

www.chromadex.com/Phytosearch/poke.htm

www.chromadex.com/Phvtosearch/poke.htm

www.chromadex.com/Phytosearch/poke.htm

www.chromadex.com/Phytosearch/poke.htm

Yiy col., 1991a-b

www.chromadex.com/Phytosearch/poke.htm

Chiy col., 1981
Seeligman y col., 1973
Duke, 1994

Duke, 1994
Segelman y col., 1969

Woo y col., 1980
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ll.3.1.1.1- Estructuras de los compuestos encontrados en especies del

género Phytolacca

e Monosacaridos
En P. americana se encontrdé B-D-glucosa (1-a), B-D-fructosa (1-b) y B-D-

xilosa (1-¢) (www.chromadex.com/Phytosearch/poke.htm).

HO HO O OH
o) o)
HO%OH OH HO OH
OH HO
OH HG

1-a 1-b 1-c

e Polisacaridos
Se ha encontrado almidon (1-d) y sus polisacaridos componentes (amilosa y

amilopectina) en P. americana (www.chromadex.com/Phytosearch/poke.htm).

D-Gic

R e e OH Amilopectina
0 el o Q
L e . <_oH HO !
e HO o]
£ iz 1 0’&% al—4

L3 e HO 1 OH
% < HO 4
Amilosa D-Gle o 9
HO
HO
D-Gle 0/.5'
L ; ——
—
1-d

o Acidos grasos y triglicéridos
Loa acidos grasos saturados de 14 atomos de C, acido miristico (2-a) y de
16 atomos de C, acido palmitico (2-b) y los triglicéridos trimiristina (3-a) y
tripalmitina (3-b), se describieron en P. americana (www.chromadex.com

/Phytosearch/poke.htm).
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///’\‘\,///\\\v/’/\\\\/’/G\\\/’/A\‘\/’/ﬁ\\\/”co0H

2-a
,/’“\\v,/"\\,//“\\V,/”\\\//"\\J//“\\~//’\\\,/’COOH

2-b

%COOC’//«\\\/’/\\\v"’\\\,//ﬁ\\\//’"\\\f/’\\\v//’
Hclzooc/\/\/\/\/\/\/
mlooc"/\‘\v/"\\\,/”“\\\,//‘x\,//“\\y,f’“\\\,,/

3-a

Hﬁooc"’\\\/’/\\\//’\\\//’\\\,//“\\,//“\\,//“\\,/f
HC|3 0oc /\/\/\/\/\/W
Hzlooc/\/\/\/\/\/\/\/

3-b

o Vitaminas
Las vitaminas B Tiamina (4), B, Riboflavina (5), B3 Niacina (6) y C Acido
ascorbico (7), fueron descriptas en P. americana (www.chromadex.com

/Phytosearch/poke.htm).

4 5
oH
COOH He
® °
o
N HO H
6 7
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Terpenos
Con este nombre se agrupa a un gran nimero de compuestos cuyos
esqueletos carbonados presentan como factor comin unidades de isopreno (2-

metil-1,3-butadieno) unidas entre si.

P

1 3

Unidad de isopreno

Dentro de los compuestos terpenoides aislados de especies del género
Phytolacca, se encuentran sesquiterpenos (15 atomos de C, 3 unidades
isopreno), triterpenos (30 atomos de C, 6 unidades isopreno) y tetraterpenos

(cuarenta atomos de C, 8 unidades isopreno).

e Sesquiterpenos
El sesquiterpeno B-cariofileno (8) fue descripto en P. americana y en P,

esculenta (www.chromadex.com/ Phyto search/poke.htm).

e Triterpenos
Poseen una estructura general del tipo B-amirina (con 2 metilos en la

posicion 20) y un hidroxilo en C3 (9). En general los triterpenos se encuentran
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formando heterdsidos denominados saponinas.

Las estructuras de los triterpenos y de sus saponinas seran desarrollados

dentro del tema Saponinas que se trata mas adelante en este capitulo.

o Tetraterpenos
Son compuestos formados por la unién de ocho unidades de isopreno y
presentan cuarenta atomos de carbono.
Solo se ha informado la presencia de B-caroteno (10) en P. americana

(www.chromadex.com/Phytosearch/poke.htm).

NANAAAAAA

10
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e Esteroles
Son alcoholes con estructura esteroidal conteniendo veintinueve atomos de
carbono. De ellos, estigmasterol (11-a) y sitosterol (11-b) fueron aislados de P.

esculenta (Chiy col., 1981).

11-a 11-b

e Pigmentos
Los pigmentos betalainas son un signo distintivo de la familia
Phytolaccaceae y de todo el orden Centrospermae al cual pertenecen.
Comprenden dos grupos de sustancias muy solubles en agua (Wyler y col., 1961;
Piatelli y col., 1964): betacianinas (12 a-c) y betaxantinas (13). Particularmente en
plantas del género Phytolacca estan presentes las betacianinas betanidina (12-a),
betanina (12-b) e isobetanidina (12-¢) (Mabry y col., 1964; Seeligman y col.,

1973).

HoOOC” ” COOH

R=H=12a 13
R=Glc=12-b 12-¢
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Las betacianinas y las betaxantinas estan relacionadas quimica y
biogenéticamente, pero se diferencian por sus respectivos colores: las
betacianinas son rojo-violaceas (L = 530-554 nm), mientras que las betaxantinas
son amarillas (A = 440-480 nm). El croméforo de las betalainas es un sistema 1,7-

diazaheptametino protonado (Jackman y col., 1992):

AN — NN

I I I I
R : R

Todas las betacianinas extienden la conjugacién del croméforo con un
anillo aromatico sustituido; mientras que las betaxantinas se caracterizan por no

tener extendida la conjugacion.

e Fenilpropanoides
Son compuestos del tipo Cs-Cs, sintetizados a partir del la ruta biosintética
del acido shikimico. De P. americana se han aislado acido cafeico (14-a) y

aldehido cafeico (14-b) (Segelman y col., 1969).

Cs =z
Cs HO
OH
R= OH =14-a
R=H=14-b
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o Neolignanos
Son dimeros de fenilpropanoides de los cuales Americaninas A (15-a), B

(15-b) y C (15-c) fueron descriptas en P. americana (Woo y col., 1980).

oh 15-b
15-a OH

H | CH0H OH

l11.3.1.1.2- Saponinas
Generalidades

Las saponinas constituyen un grupo de compuestos ampliamente
distribuidos en las plantas superiores que se distinguen por formar soluciones
acuosas coloidales que forman espuma persistente por agitacion. Tienen sabor
amargo, pueden poseer propiedades hemoliticas y son téxicas para peces.

Desde el punto de vista quimico, las saponinas son glicdsidos de alto PM
que consisten en una porcién azlcar 6 glicona unida a una aglicona 6 genina

denominada sapogenina:

SAPONINA= SAPOGENINA + PORCION AZUCAR
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Segun la naturaleza de su genina, las saponinas se clasifican en
esteroideas (A) ¢ triterpenoideas (B) (fig. 19).

Las sapogeninas esteroideas se caracterizan por poseer un esqueleto de
27 atomos de C, con un espirocetal entre los anillos Ey F, un —QH en Cz y grupos
-CHz en C1p y Cys.

Las sapogeninas triterpenoides se caracterizan por tener 30 atomos de C,

con estructura terpenoide y un -OH en Cas.

Figura 19: Sapogeninas esteroidica (A) y triterpenoide (B).

Las saponinas con genina esteroidica se encuentran casi exclusivamente
en Angiospermas monocotiledéneas: familias Liliaceae (Allium, Smilax,
Asparagus); Agaveaceae (Agave, Yucca); Dioscoreaceae (Dioscorea) vy
Scrophulariaceae (Digitalis) (Dewick, 2002.).

Las saponinas con genina triterpenoide son las mas numerosas y se
encuentran principalmente en Angiospermas dicotiledéneas: familias Araliaceae;
Phytolaccaceae; Cucurbitaceae; Primulaceae y Sapindaceae, entre otras (Dewick,

2002).
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Caracteristicas de la porcién azicar

La porcién azucar puede ser lineal ¢ ramificada, habiéndose encontrado
hasta once monosacaridos en una misma saponina. En general se encuentran
oligosacaridos de dos a cinco monosacaridos. Los monosacaridos mas comunes
son: D-glucosa (Glc), D-galactosa (Gal), ac. D-glucurénico (GIcA), ac D-
galacturénico (GalA), L-rhamnosa (Rha), L-arabinosa (Ara) y D-xilosa (Xyl) (las
abreviaturas entre paréntesis son las recomendadas por IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chem., 1982). Los azlcares estan unidos a la genina
por un enlace tipo éter glicosidico o tipo éster glicosidico (Hostettmann y col.,

1995).

Clasificacion de las saponinas de acuerdo con el nimero de cadenas de
azicares

De acuerdo con el nimero de cadenas de azlcar sobre la genina, las
saponinas se clasifican en:
-Monodesmosidicas (fig 20-a): tienen una sola cadena azlcar la que
generalmente esta unida a C-3 por union éter glicosidica.
-Bidesmosidicas (fig 20-b): tienen dos cadenas de azlcar, una unida a C-3 por
enlace éter glicosidico y la otra generalmente unida como éster glicosidico al

COOH de C-28.

Figura 20: Ejemplo de una saponina monodesmosidica (a) y de una bidesmosidica (b)

a)
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b)

l11.3.1.1.2.1- Saponinas aisladas del género Phytolacca

En 1929, Dominguez demostro la presencia de saponinas en las hojas de
P. dioica (ombu). El andlisis fitoquimico posterior de varias especies del género
Phytolacca, mostré también que ellas eran ricas en saponinas y particularmente
en saponinas triterpenoides (Woo y col., 1975; 1976).

La sapogeninas mas comulnmente encontradas formando parte de
saponinas en el género Phytolacca, son derivadas del acido oleandlico,
poseyendo un carboxilo en C-17, un doble enlace en C-12 y un -OH en C-3. Son
los acidos fitolacagénico, serjanico, jaligonico, hederagenina, bayogenina y

fitolacagenina (fig. 21).

Figura 21: Geninas mas comunmente encontradas en el género Phytolacca.

Ac oleandlico Ac fitolacagénico Ac serjanico
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Ac jaligénico Hederagenina Bayogenina

4
“,
3

Fitolacagenina

Estas geninas se han enconfrado formando parte de heterésidos mono 6

bidesmosidicos, los cuales se presentan en la tabla 5.

Tabla 5: Algunas saponinas triterpenoides aisladas del género Phytolacca. M (monodesmosidicas);
B (bidesmosidicas).

Genina Estructura Tipo Azlcares Planta Referencias
ndmero
Ac. oleanélico 16 M 3-Gle*-Gle P. dodecandra  Parkhursty col., 1973
&is Slalcanin y col., 1988
17 B 3-‘7‘5‘-Gl= P. dodecandra  Slalcaniny col., 1988
Gle
28-Gle
18 M Gle2-Gle?-Rha P. dodecandra  Parkhursty col., 1973
Ac. serjanico 19 M 3-Gle P. thyrsiflora Haraguchi y col., 1988
20 B 3-Gle P. thyrsiflora Haraguchi y col., 1988
28-Glc
21 M 3-Glc>-Gal®-Gal  P. thyrsiflora Haraguchi y col., 1988
Hederagenina | 22 M 3-G1g‘-0lc P. dodecandra  Slalcanin y col., 1988
Gle
23 B 3-G|'g“-Gi= P. dodecandra  Slalcanin y col., 1988
Gle
28-Gle
Ac.fitolacagénico | 24 B 3-Xyl*-Gle P. esculenta Yi, 1991a
28-Gle
25 B 3-Gle*-Xyl*-Glc P. esculenta Yi, 1991b
28-Gle
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Bayogenina 26 M 3-Glc*-Gle P. dodecandra Slalcanin y col., 1988
27 B 3-Glc*-Gle P. dodecandra  Slalcanin y col., 1988
28-Glc
Ac. jaligénico | 28 M 3-Xyl P. americana Wooy col., 1977
Ac. sculentagénico | 29 B 3-Xyl-Gle P. esculenta Yiy col., 1991
28-Gle
Fitolacagenina | 30 M 3-Gle P: thyrsiflora Haraguchi y col., 1988
P. esculenta Yi, 1992
31 B 3-Xyl*-Gle P. esculenta Yi, 1992
28-Gle

Se muestran abajo algunos ejemplos de estructuras de saponinas

presentes en el género Phytolacca (ver figuras 22-29).

Figura 22: Saponinas mono y bidesmosidicas del acido oleandlico aisladas de P. dodecandra
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Figura 23: Saponinas mono y bidesmosidicas del 4cido serjanico aisladas de P. thyrsiflora

Figura 24: Saponinas mono y bidesmosidicas de hederagenina, aisladas de P. dodecandra.
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Figura 25: Saponinas bidesmosidicas del acido fitolacagénico presentes en P. esculenta.
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Figura 28: Saponina bidesmosidica del acido esculantagénico aislada de P. esculenta.
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Figura 29: Saponinas mono y bidesmosidicas de fitolacagenina, aisladas de P. americana, P.
esculenta y P. thyrsiflora
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l.3.1.2- Estudios previos de actividad biolégica en especies del género
Phytolacca

Estudios previos han mostrado actividad fungistatica contra hongos
fitopatogénicos y patdégenos para el humano en P. octandra (Moreno y col., 1981;
Favel y col., 1994; Sparg y col., 2004) y en P. americana (Nickell, 1959), ambas

especies ricas en saponinas triterpenoides (Quiroga y col., 2001).
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P. esculenta mostré actividad inductora del interferén inmune (IFN-r), del
factor de necrosis tumoral (TNF) y también potente actividad antiinflamatoria (Yi,
1992; Yiy col., 1991).

El extracto acuoso de frutos de P. icosandra mostré actividad molusquicida
contra distintas especies de caracoles de los géneros Biomphalaria, Bulinus y
Oncomelamelania, huéspedes intermediarios en el ciclo de vida del Schistosoma
mansoni, causante de la esquistosomiasis americana (Hostettmann y col., 1995;
Coelho y col., 2004). Treyvaud y col. (2000) atribuyeron esta actividad a la
presencia de saponinas monodesmosidicas del acido serjanico.

P. dodecandra también mostré actividad molusquicida (Molgaard y col.,
2000) ademas de actividad antiinflamatoria (Yi, 1992; Yi y col, 1991;), las que

fueron atribuidas a la presencia de saponinas.
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lll.4- Estudio fitoquimico de Phytolacca tetramera
guiado por actividad antifiingica y elucidacion

estructural de los compuestos puros aislados
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lI.4.1- Estudio de la actividad antifiingica de los extractos crudos de
rizomas, partes aéreas y frutos con semilla de P. tetramera

Antes de comenzar el fraccionamiento bioguiado de P. tetramera, hicimos
un estudio de la actividad de las distintas partes de la planta a fin de elegir la mas
activa.

Se prepararon extractos metanélicos crudos de rizomas, partes aéreas y
frutos con semillas de P. tetramera. En este caso, usamos en primer lugar el
método bioautografico en capa de agar. Sobre Ia .placa cromatografica
previamente desarrollada con los extractos de cada uno de los 6rganos de P.
tetramera, agregamos agar inoculado con C. albicans. Luego de un tiempo de
incubacién, los halos de inhibicion se visualizaron con el colorante vital cloruro de
metiltiazoliltetrazolio (MTT) que se agregd sobre la placa (Rahalison y col., 1991).
En las zonas donde el hongo estaba metabélicamente activo, el MTT se visualizé
de un color azul oscuro (formazan) por ruptura reductiva del anillo tetrazolio (fig.
30), mientras que en las zonas donde hubo inhibicién del crecimiento, se

observaron halos claros de inhibicién.

Figura 30: Reaccion de reduccion del MTT a formazan.
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El extracto metandlico de rizomas no mostré un halo de inhibicién en la
bioautografia mientras que los extractos de partes aéreas y frutos con semillas si
mostraron halos de inhibicién (fig. 31). La relacion de frente (Rf) de los halos de
las dos fracciones activas eran coincidentes, sugiriendo que los compuestos

activos en ambos extractos podrian ser los mismos.

Figura 31: Bioautografia de los extractos metandlico de partes aéreas (E.Pa.), rizomas (E.R) y
frutos con semillas (E.F) de P. tetramera, revelada con CI" de MTT.

EPa ER EF

Dado que la bioautografia es un método cualitativo, cuantificamos luego la
actividad de los tres extractos metandlicos por el método de dilucién en agar. Los

resultados se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6: Actividad antifingica in vitro de los extractos metandlicos de partes aéreas (Pa), frutos
con semillas (fr) y rizomas (r) de P. tetramera, por el método de dilucién en agar.

CIMs (ug/ml)
Extracto Ca Ct Sc Cn Afu Afl An Mc | Mg m Ir Ef
MeOHPa | 750 | 750 | 500 | 500 [>1000| 500 |[>1000] 250 | 250 | 250 | 250 | 500
MeOH r_|>1000|>1000 | 1000 [>1000 [>1000 | 1000 [>1000 [ 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
MeOH fr | 500 | 500 | 250 | 250 |[>1000| 250 [>1000[ 250 | 250 | 125 | 250 | 250
Anfot B 0,75 | 0,625 | 1,50 | 0,40 3 3 090 | 50 | 625 [625| 25 | 0,3
Ket 8 5 ] 2 20 30 | 125 | 15 | 625 125 | 15 25
Terbinaf | 1,56 | 0,78 | 3,12 | 0,39 | 0,78 | 0,78 [ 1,56 [ 0,01 ] 0,04 | 0,04 | 0,01 | 0,004

Candida albicans ATCC 10231; C. tropicalis C 131; Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763; Cryptococcus neoformans
ATCC 32264, Aspergillus fumigatus ATCC 26934; A. flavus ATCC 9170; A. niger ATCC 9029; Microsporum canis C112; M.
gypseum C115; Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972; T. rubrum C113. Epidermophyton floccosum C114. Anfot B:
Anfotericina B; Ket: Ketoconazol. Terbinaf.; Terbinafina; MeOH h: extracto metanélico de hojas; MeOH f: extracto
metandlico de frutos, MeOH r: extracto metandlico de rizomas.

El método de dilucion mostr6, en concordancia con el método
bioautografico, que el extracto metandlico de rizomas era inactivo (CIM = 1000
ng/ml). En contraste, los extractos metandlicos de partes aéreas y de frutos fueron
activos contra diez de los doce hongos probados con valores de CIM entre 250-
750 pg/ml para partes aéreas y de 125-500 pg/ml para frutos. Dada su mayor
actividad, decidimos continuar con la purificacién del extracto metanélico de frutos

de P. tetramera.

lI.4.2- Fraccionamiento y purificacién del extracto crudo de frutos de
Phytolacca tetramera

Dado los antecedentes quimicos de las especies del género Phytolacca,
realizamos un fraccionamiento con solventes de acuerdo con la metodologia
recomendada para plantas conteniendo saponinas.

Para la separacién de saponinas, la planta se trata con éter de petréleo o
diclorometano para extraer las sustancias apolares (lipidicas) y posteriormente se
extrae con metaan—Hzo. Este ultimo extracto se fracciona con n-butanol ya que

con este solvente se logra una mejor extraccion de saponinas. (Hostettmann y
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col., 1997).

Siguiendo el procedimiento recomendado por Hostettmann, al extracto
metanolico crudo de frutos se le agregd agua (H2O) y se lo extrajo con
diclorometano tres veces (CH2Clp, 3x). Las soluciones diclorometanicas fueron
reunidas y concentradas a sequedad para dar el “Extracto diclorometanico” (fig.
32). La solucién hidroalcohélica remanente (“Extracto metandlico/acuoso”), fue
extraida con butanol (n-BuOH, 3x) obteniéndose una solucion butandlica que fue
llevada a sequedad para dar el “Extracto butanélico” y una solucién acuosa que

fue liofilizada para dar el “Extracto acuoso” (fig. 32).

Figura 32: Particion del extracto metandlico de partes aéreas de Phytolacca tetramera

Extracto MeOH de P. teframera

|

| H20 / CH:Cl,
Extracto ‘/L‘ Extracto
diclorometanico : metandlico/acuoso
e
H-0 / BuOH
Extracto acuoso Extracto butandlico

Todos los extractos fueron evaluados por el método de diluciéon en agar,

obteniéndose los siguientes resultados (tabla 7):
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Tabla 7: Concentracion inhibitoria minima (CIM, pg/ml) del extracto metandlico crudo de frutos con
semillas de P. fetramera y de los sub-extractos diclorometanico, butandlico y acuoso obtenidos a
partir de él.

CIM (ng/ml)

Tipo de
extracto Ca Ct Sc Cn Afu Afl An Mc Mg Tm Ir Ef

MeOH 750 | 500 | 250 500 |>1000| 500 |=>1000| 250 | 250 125 | 250 | 500

CH,Cl, | 800 750 |>1000| 500 |[=>1000|>1000|>1000| 500 500 | 250 | 400 | 250

BuOH 250 500 125 | 250 |>1000| 125 [>1000| 250 | 250 100 | 250 | 250

H.0 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000

AnfotB | 0,75 | 0,625 | 1,50 | 0,40 3 3 0,90 50 6,25 | 6,25 25 0,3

Ket 8 5 6 2 20 30 12,6 15 6,25 | 12,6 15 25

Terbinaf| 1,56 | 0,78 | 3,12 | 0,39 | 0,78 | 0,78 | 1,56 | 0,01 | 0,04 | 0,04 | 0,01 | 0,004

De todos los extractos probados, el butandlico resulté ser el mas activo,
mostrando valores de CIM entre 100-500 Og/ml frente a diez de las doce especies
fungicas. Para separar las saponinas de ofros componentes del extracto
butandlico, evaporamos el butanol, resolubilizamos el extracto en metanol y
precipitamos las saponinas con éter etilico (Hostettmann y col., 1997). De esta
forma, obtuvimos un precipitado que fue fraccionado por cromatografia en
columna. Cada fraccion obtenida fue evaporada al vacio y ensayada para
actividad antifingica (fig. 33). Los resultados obtenidos en las pruebas de dilucién

en agar se muestran en la tabla 8.
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Figura 33: Purificacion del precipitado del extracto butanélico activo de frutos con semilla de P.
tetramera.y evaluacion de la actividad antiflingica de las diecisiete fracciones obtenidas (1-17).
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Prueba de Actividad Antifliingica

Tabla 8: Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIMs, ug/ml) obtenidas por el método de dilucion
en agar de las fracciones (1-17) obtenidas por cromatografia en columna (CC) del precipitado del
extracto butanolico de frutos de P. fetramera

Fraccion C.a. C.t. S.c. Cc.n. A.fu. A.fl. A.n. M.c M.g. T.m. T.r. E.f.
1 >1000 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | 500 250 500 750
2 >1000 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 >1000 | 250 500 750
3 >1000 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | 500 >1000 | >1000
4 >1000 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | 1000 1000 1000 1000 | 1000
5 250 500 62,5 >1000 | >1000 | 250 >1000 | 250 125 125 125 250
6 250 500 250 250 750 >1000 | 500 500 500 125 500 500
7 125 500 250 250 1000 250 750 500 250 125 500 250
8 62,5 125 50 125 750 62,5 125 125 62,5 50 125 50
9 62,5 62,5 62,5 125 750 40 125 125 50 | s0 62,5 62,5
10 62,5 62,5 62,5 125 750 62,5 125 125 125 50 62,5 50
11 500 750 250 500 >1000 | 250 >1000 | 500 250 125 250 125
12 250 500 250 500 >1000 | 250 >1000 | 250 250 125 250 250
13 250 >1000 250 >1000 >1000 250 1000 750 250 250 500 750
14 >1000 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | 500 >1000 | >1000
15 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
16 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
17 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
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Las fracciones 8, 9 y 10 fueron las mas activas mostrando valores de CIM muy
similares entre si frente a cada hongo probado. La bioautografia de estas
fracciones frente a C. albicans, mostro (fig. 34) que las tres fracciones
presentaban un halo de inhibicién a la misma distancia del frente del solvente,

sugiriendo que en las tres, el compuesto activo era el mismo.

Figura 34: Bioautografia de las fracciones 8, 9 y 10, obtenidas de la purificacién del extracto
butandlico de frutos de Phytolacca tetramera, utilizando C. albicans como hongo de prueba.

8 9 10

Por tal razén, reunimos las tres fracciones y procedimos a su purificacion,
nombrandolas de aqui en adelante “fraccion 9”. Esta fraccion 9 fue purificada por
cromatografia en columna (CC) y cada una de las fracciones fue evaluada por

actividad antifungica.
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Figura 35: Purificacién de la fraccion 9 obtenida del extracto BuOH de frutos con semillas de P.
tetramera por cromatografia en columna (CC) seguida por cromatografia en capa delgada (CCD)y
evaluacion de la actividad biolégica de las fracciones obtenidas (1-12".

| FRACCIONS |
| (258,7mg)

CC flash: silica gel 60 H
CHCI3:MeOH:H,0
(50:10:1)

" Seguimiento por CCD
S Sy
v Lzl sl e el o [ » oo o [ ][ =
PV bV VT T

1,7 0,2 0,1 1,0 150 7,1 3,6 1,8 4.8 4,5
myg mg mg mg mg mg* | | mg«| | mg mg mg mg mg

\ \ v
[ 50-125 | 25-125 | 25-125 |—— | CIMen pg/mi

Para esta instancia de evaluacion se utilizé el método de dilucién en agary
dado que se trataba de sub-extractos mucho mas purificados que el extracto
crudo de partida, la evaluacién se realizé desde una concentracién de 250 pg/ml
considerandose activos aquellos sub-extractos que tuvieran una CIM < 250 ug/ml
(fig. 35) (Mitscher y col., 1972).

La actividad de las sub-fracciones 6’-8' (CIM entre 50-125 ug/ml) fue mayor
que la de la fraccion de partida (CIM entre 50-750 pg/ml). Por sucesivas
cromatografias en columna guiadas por actividad, de las tres fracciones
obtuvimos fitolacésido B (32) = [3-O-(B-D-xilopiranosil)-fitolacagenina] (fig. 36),
cuya estructura fue elucidada utilizando diferentes métodos espectroscoépicos: IR,

1 13
EM, RMN de Hy C en 1 dimensién (1D) y en 2 dimensiones (2D: DEPT,

HECTOR, COSY, ROESY, HMQC y HMBC).
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Figura 36: Estructura quimica de Fitolacésido B.

Fitolacosido B
[3-O-(s-D-xilopiranosil)-
fitolacagenina])

El xilésido Fitolacésido B habia sido aislado previamente de P. americana
(Woo y col., 1975, 1976; Suga y col. 1978; Spengel y col, 1995), de P. esculenta,
(Woo y col.,, 1975, 1977), de P. dodecandra y de P. acinosa (Spengel y col. 1995)
aunque en algunos trabajos se le dio nombres diferentes: fitolacasaponina G
(Spengel y col., 1995) y esculentésido B (Strauss y col. 1995).

Los desplazamientos quimicos (5) del espectro de *C de Fitolacésido B se

presentan en la tabla 9.

Tabla 9: Datos espectroscépicos de RMN-"3C de fitolacésido B [8 (ppm); (Piridina ds)].

Porcion azacar Sapogenina
8¢ Posicién 8¢ Posicién 8¢
Xilosa C-1 43,90 c-21 30,60
i 106,50 c-2 70,80 c-22 34,30
2 75,10 C-3 82,80 C-23 65,20
3 78,10 C4 42 50 c-24 14,80
4 70,80 C-5 48,40 C-25 17,30
5 67,00 C-6 17,80 C-26 17,10
C-7 32,80 c-27 26,00
C-8 39,70 C-28 179,70
c-9 47,60 c-29 28,20
C-10 36,80 C-30 176,90
Cc-11 23,70 OMe 51,40
c-12 123,10
C-13 144,30
C-14 42,00
C-15 28,10
C-16 23,60
C-17 46,00
Cc-18 43,20
C-19 42,60
c-20 44,00
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De la misma forma que trabajamos con la fraccién 9, trabajamos con la
fraccion 11 biolégicamente activa (ver fig. 33 y tabla 8), en la cual detectamos por
CCD la presencia de otro compuesto méas polar que Fitolacosido B.

Procedimos asi a la purificacién de la fraccion 11 por cromatografia en

columna (CC) tal como se muestra en la figura 37.

Figura 37: Purificacién de la fraccion 11 obtenida del extracto BUOH de frutos con semillas de P.
tetramera por cromatografia en columna (CC) seguida por cromatografia en capa delgada (CCD) y
evaluacion de la actividad biolégica de las fracciones obtenidas (17-16").

| FRACCION 11 |
i (152,5 mg) k

CC flash: silica gel 60 H

CHCI3:MeOH:H,0
(;0::'0:1) . Seguimiento por CCD

Lzl je s [T 7 T [o [100 [117 [ 122 [ 13 [1a | 15 {18 |

RN

46,0 | 27,4 | 36,7 | 5,8 8,4 3,9 1,3 | 55
Mg Jmg /mg |mg |mg {mg |mg |mg |[mg |mg |mg |mg mg |j mg | mg | mg

v

CIM /ml
| 125250 | >250 | —> nhg

Dado que soélo las sub-fracciones 97-11"” resultaron activas, con valores de
CIM entre 125-250 pg/ml, continuamos con su purificacién y la posterior
determinacidn estructural de sus componentes.

Tanto los espectros de RMN como los de masas nos permitieron elucidar la
estructura presente en las sub-fracciones activas, encontrando que la misma
correspondia a una saponina de dos azlcares: Fitolacésido E (33) = [3-O-(B-D-
glucopiranosil-(1—4)-B-D-xilopiranosil)]- fitolacagenina (fig. 38), cuya genina es la

misma que la de Fitolac6sido B y su porcién azticar es un disacarido formado por
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dos monosacaridos, xilosa y glucosa unidos mediante una unién éter-glicosidica
al C-3. Este diglicésido habia sido aislado previamente por Kobayashi y col.
(1995) quienes la habian nombrado fitolacasaponina E y por Spengel y col.
(1993), quienes le habian dado el nombre de esculentésido A. También habia
sido encontrada en P. americana (Suga y col. 1978; Woo y col, 1978) y en P.

esculenta (Woo y col., 1975).

Figura 38: Estructura de Fitolacosido E

Fitolacésido E

[3-O-(B-D-glucopiranosil-(1—4)-4
D-xilopiranosil) fitolacageninal

Los desplazamientos quimicos del espectro de ™®C obtenidos para este

compuesto se muestran en la tabla 10.

Tabla 10: Datos espectroscépicos de RMN "C de fitolacosido E [3 (ppm); (Piridina ds)]

Porcion aztcar Sapogenina
e Posicion Se Posicién 8¢

Xilosa c-1 43,90 c-16 23,60
1 106,30 c-2 70,80 C-17 45,90
2 74,80 C-3 82,50 C-18 43,20
3 76,10 C-4 41,90 Cc-19 42,60
4 77,00 C-5 48,30 C-20 43,90
5 64,90 C-6 17,70 C-26 17,00
Glucosa C-7 32,70 Cc-27 25,90
1" 103,30 C-8 39,60 C-28 179,50
2" 73,90 c-9 47,50 C-29 28,22
3" 78,80 C-10 36,70 C-30 176,90
4" 71,40 C-11 23,70 OMe 51,40
8" 77,90 C-12 123,90
6" 62,40 C-13 144,20

C-14 42,40

c-15 28,10
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El rendimiento de Fitolacésido B y Fitolacésido E fue de 0,51 y 0,35 %
respectivamente en la especie en estudio, resultando altos en comparacién a los
obtenidos para las mismas saponinas en P. americana (0,013 y 0,037 %,
respectivamente) (Suga y col., 1978). Estos resultados mostraban que P. tetramera
era una fuente importante de fitolacésidos By E.

Finalmente, realizamos la purificacién de la fraccién 13 (ver fig. 33 y tabla

8) por CC tal como se esquematiza en la figura 39.

Figura 39: Purificacion por cromatografia en columna (CC) de la fraccion 13 obtenida del
fraccionamiento bioguiado del precipitado del extracto butandlico de frutos con semillas de P.

tetramera.

| FRACCION 13

(278 mg)

CC flash: silica gel 60 H
CHCI3:MeOH:H:0
(48:12:1)
Seguimiento por CCD
ra N
1,” 2!!! 3!!! 4!” 5!” 6,,! 7!” 8!!!

2,5 13,3 26,2 28,6 115, 13,7 35,1 4,1
mg mg mg mg 8mg mg mg mg

Si bien las sub-fracciones obtenidas (1"”-8"") no mostraron actividad
antifingica hasta 250 pg/ml, igualmente decidimos continuar con su purificacién,
ya que como dijimos anteriormente, P. feframera era una planta no estudiada
previamente y en riesgo de extincion, por lo que toda informacion que pudiéramos

obtener sobre su composiciéon quimica era de mucho valor.
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La purificacién de la fraccién 5 por CC y posterior CCD, nos permitié
aislar una saponina de tres azlcares cuya estructura tratamos de determinar por
RMN de "H y ™°C. Los espectros obtenidos con equipos operando a 200, 300 y
900 MHz no permitian establecer claramente la estructura de la sapogenina ni
diferenciar las uniones existentes entre los aztcares.

La saponina resultante parecia estar formada por acido fitolacagénico y un
trisacarido formado por los monosacéridos ramnosa, glucosa vy xilosa, unidos de

una de las dos formas siguientes:

- a1—>2-B1-2 en posicion 3 (fig. 40-a)

- a1->2-B1—>4 en posicion 3 (fig. 40-b)

Si el enlace entre los azlcares correspondia al primer tipo de unién, la
saponina era conocida (Fitolacésido F) (fig. 40-a); pero si el tipo de enlace entre
los azlcares era el segundo, la saponina presentaria una estructura novedosa

(fig. 40-b).

Figura 40: Posibles estructuras de la tercer saponina aislada de frutos con semillas de P.
teframera

a) Fitolacésido F?7? b) Fitolacésido nuevo???
HO
HO
h Q
HO o} HO' o
OH 3 HO
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OH HO H OH
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H OH
OH

Por esta razoén, hicimos nuevos estudios espectroscopicos para lograr

determinar la estructura quimica de la tercera saponina aislada.
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lI.4.3- Estrategias para la elucidacion estructural de saponinas

La elucidaciéon estructural de saponinas es una tarea compleja que
comprende |la determinacion de:
-la estructura de la aglicona o genina
-la ubicacion de la porcién carbohidrato en la genina
-la composicién y secuencia de los monosacéaridos componentes de la porcién
carbohidrato

-la configuracion del carbono anomérica de cada monosacérido

La espectrometria de masas y la espectroscopia de RMN han resultado
esenciales para la determinacion estructural de saponinas complejas. Asi, la
espectrometria de masas de alta resolucion (EM-AR siglas en inglés HR-MS) da
informacién sobre el peso molecular y en algunos casos sobre la secuencia de los
azucares, mientras que las técnicas de RMN en 1-D y 2-D permiten elucidar los
tipos de uniones entre los azlicares (Hostettmann y col., 1995).

Sin embargo, las cantidades de saponinas puras aisladas a partir de
productos naturales, suelen ser muy pequefias, por lo cual se requieren métodos
de alta sensibilidad, alta resolucién y en lo posible que no degraden a los
compuestos, para lograr la deterrﬁinacién estructural. Asimismo, la complejidad de
sus estructuras requiere de técnicas espectroscépicas mas sofisticadas que no
pueden realizar equipos de rutina.

Fueron necesarios nuevos estudios espectroscopicos con un equipo de
resolucion mayor a los ya utilizados para lograr elucidar inequivocamente la

estructura de la tercera saponina encontrada.

84



Resultados y Discusion

l11.4.3.1- Elucidacion estructural de la saponina de tres aziicares

La elucidacion estructural de la saponina en estudio, a la que llamamos
saponina X, fue realizada por los siguientes métodos espectroscopicos: RMN 'H,
RMN ®°C, DEPT, HMQC, HMBC, TOCSY y ROESY (que se explicaran mas

adelante), con un equipo Bruker de 700 MHz.

- Espectros 1D

El espectro de RMN de 'H (700 MHz, piridina-ds/TMS, fig. 41 a-b y tabla 11)
fue analizado desde los  mas bajos hacia los mas altos, asignando una letra para
cada una de las sefiales encontradas y en los casos en que la sefal tenia la
apariencia de un doblete 6 ftriplete, la letra fue acomparfiada de un subindice
numerico (ej.: My, My); en el éaso de sefales nuevas que aparecieron en el
espectro ampliado (fig. 41-b), se nombraron agregando primas (ej.: M2’) 6 doble
prima (ej.: M2”).

La primera sefial, Ha, apareci6 en & 0,83 (fig. 41-a). A pesar de la
complejidad del espectro se observaron claramente a continuacién cinco singletes
que por su ubicacion e intensidad podrian corresponder a las sefales de cinco
grupos metilo: 5 0,85 (3H, s, Hp); 0,96 (3H, s, Hc); 0,98 (3H, s, Ha); 1,17 (3H, s, Hg)
y 1,19 (3H, s, Hp); un singlete para un posible O-Metilo: § 3,61 (3H, s, Hf) y una
senal tipica de protones olefinicos en § 556 (1H, s, Hr). Tres sefales
caracteristicas de protones anoméricos en § 5,11 (1H, d, J=6,86 Hz, Hs); 5,80 (1H,
d, J= 7,77 Hz, Hy) y 6,28 (1H, s, Hy) pusieron de manifiesto la presencia de al
menos tres azlcares en la saponina en estudio. La zona entre § 4 - 4,5 ppm, fue

ampliada para su mejor analisis (fig. 41-b).
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Figura 41-a: Espectro de RMN 'H (Piridinags, 700 MHz) de la saponina en estudio.
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Figura 41-b: Espectro de RMN 'H (Piridinags, 700 MHz), ampliado en el rango de & = 4 — 4,5 ppm,
de la saponina en estudio
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Tabla 11: Desplazamientos quimicos de H (8,) obtenidos del espectro de RMN 'H de Ia saponina
en estudio (Piridinags 700 MHz)

Ha 0,8270 (H, d)

Hp 0,8564 (3H, s)

He 0,9590 (3H, s)

Haqa 0,9781 (3H, s)

He 1,0207 (H, 1)

Hr 1,1278 (H, d, j=12,8)
Hg 1,1765 (3H, s)

Hn 1,1906 (H, s)

Hi 1,2346 (2H, d, j= 13,4)
Hjn 1,3140 (2H, s)

Hi 1,4157 (H, t, j= 15,55; 15,61)
Hm 1,5219 (H, d, j= 14,77)
Hnio  1,5605 (H, 1)

Hpiq 1,6496 (H, d, j= 15,55)
Hust 1,7537 (H, 1)

Hu 1,7848 (3H, d)

Hy 1,8700 (H,d, j=7.77)
Hw 1,9376 (H, d, j= 14,84)
Hx 1,9729 (H,d, j=7,77)
H: 2,0721 (H, t, j= 14,84)
Ha 2,15065 (H, d, j= 13,37)
Hg 2,21105 (H, d, j= 12,81)
Hpo 3,2565 (H, d, j= 10,99)
Hr 3,6135(3H, s)

He 3,6288 (H, s)

Hu 3,6458 (H, s)

Hi 3,8242 (H, m)

Hy1 4,0930 (H, dd)

Hyz 4,1251 (H, m)

Hk 4,1673 (H, d)

Huw 4,2043 (H, t)

Hm1 4,2592 (H, s)

Hmirmz 4,2658 (2H, d)
Hmz 4,2852 (H, s)

Hmz» 4,3048 (H, d)

Hn 4,3414 (H, t)

Hr2 4,3933 (H, d)

Hia 4,4082 (H, s)

Ho 4,6455 (H, dd, j= 9,24)
Hp 4,7947 (H, s)

Hao 4,9282 (H, d, j= 8,55)
Hs 5,1133 (H, d, j= 6,86)
Hr 5,5626 (H, s)

Hy 65,8086 (H,d,j=7,77)
Hy 6,2867 (H, s)

Hw 7,1919 (H, s)

Hx 8,6902 (H, s)

El espectro de RMN '*C (Piridinags, fig. 42) se analizé de forma similar al de
'H, adoptando una denominacién numérica para cada senal de carbono. A la
primera sefial: 6 13,70 se le asigné la denominacion de C4, procediendo de igual

manera con las siguientes y distinguiendo a los carbonos cuaternarios con un
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asterisco (C*, ver tabla 12). En coherencia con el espectro de protones, el de °C
mostré sefales correspondientes a carbonos anoméricos: & 102,34 (Cas); & 102,61
(C36) y 5 104,51 (C37). También se observd una sefal caracteristica de OCH; a &
91,63 (Cq9) y otras dos a & 123,12 y 144,17 correspondientes a los carbonos
olefinicos (Csg y C*7).

Para reconocer los carbonos cuaternarios (C*), terciarios (-CH), secundarios
(>CHz) y primarios (-CH3) de la molécula, se utilizd el experimento DEPT que

permite diferenciarlos.

Figura 42: Espectro de RMN '°C (Piridina 4s, 175 MHz) de la saponina en estudio.
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Tabla 12: Desplazamientos quimicos de "°C (5¢) obtenidos del espectro de RMN °C de la
saponina en estudio, combinado con los datos obtenidos por DEPT (Piridina 45, 175 MH).

dc

8¢

DEPT DEPT

Cq 13,7106 CHs Ca 66,5952 CHz
C. 16,0220 CHs Cas 70,0708 CH
Cs 17,4884 CHs Cz4 70,9603 CH
Cy 18,4624 CHa Cas 71,9949 CH
Cs 18,9200 CHs Cz 72,2404 CH
Ce 23,9533 CHz Car 72,5116 CH
Cr 25,8060 CHs Cas 74,1388 CH
Cs 26,0886 CH:z Cze 77,7425 CH
Cs 28,1737 CH: Cao 78,7491 CH
C1o 29,9010 CHa Ca1 78,7500 CH
C1 30,8169 CH2 Caz 79,6967 CH
Ciz2 32,9523 CHa Cas 80,1051 . CH
Cis 34,63 CH; Cas 83,34 CH
*1 36,6500 c* Css 102,3432 CH
Cis 38,7482 CHz Cis 102,6144 CH
*2 39,4500 c* Car 104,5128 CH
*3 41,75 c* Cas 123,1184 =CH
Cis 42,5613 CHz *7 144,5000 =C<
*4 43,2300 c* *8 177,9440 c*
C1e 43,4869 CH *9 180,5940 c*
*5 43,9100 c*

*6 45,8900 c*

C17 47,9032 CH

Cis 48,1631 CH

Cis 51,6294 CHs

Cao 62,7988 CH-

C2s 65,2128 CH2z
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- Espectros 2D

Al analizar el espectro HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation:
correlaciéon heteronuclear de pares H-C directamente unidos, 'J) (700 MHz,
Piridinags, fig. 43) se comprobd, por ejemplo, que el protén anomérico de & 6,28
(Hy) se correlacionaba con el carbono anomérico de & 102,61 (Csg), lo cual
indicaba que estos nucleos estaban directamente unidos y por esto se denominé a
esta correlacién: Cs-Hy. A la vez, pudo observarse que la sefial del proton
olefinico de § 5,56 (Hr) se vinculaba directamente con el & 123,12 (Css), indicando
una correlacion Csg-Hy. Siguiendo este criterio de escritura se asignaron todas las

correlaciones C-H encontradas (tabla 13).

Figura 43: Espectro HMQC de la saponina en estudio mostrando algunas correlaciones H-C
(Piridinaygs 700 y 175 MHz).
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Tabla 13: Correlaciones H-C ('J) obtenidas del espectro HMQC de la saponina en estudio

(Piridinags 700 y 175 MHz).
Hy 0,8564 C, 16,0220
H. 0,9590 C, 17,4884
Hq 0,9781 C,13,7106
H. 1,0207 C1438,4022- (Hrm)
Hf 1,1278 C,28,1737
Hg 1,1765 C;25,8060
Hy 1,1906 C1029,9010
H; 1,2346 C; 26,0886
Hjx 1,3140 C4232,9523
Hm 1,5219 C1438,7482- (He)
Humio 1,5605 C1348,1631
Hyq 1,6496 C. 18,4624
Hysp 1,7537 C,747,9032
Hy 1,7803 C518,9200
H, 1,8686 Cs23,9533- (Hy)
Hy 1,9376 C13 34,6300- (H,)
H. 1,9729 Cs 23,9533
H, 2,0721 C4234,6300
Ha 2,1506 C41 30,8169
Hg 2,21105 C1542,5613
Hp 3,2509 C.s43,4869
He 3,6135 C19 51,6294
He 3,6288 C,,66,5952- (Hu1')
Hy 3,6458 C2165,2128- (Hwu1)
H, 3,8242 Coo 77,7425
Hy1 4,0930 C26 70,9603
H,. 4,1251 C,4 83,3400
Hk 4,1673 C,5 71,9949
HLJLL 4,2043 Cgo 78,7491-(Hﬂ1,'2)
Hmi 4,2592 C,165,2128
Huy 4,2645 C,, 66,5852
Hu: 4,2724 C,, 79,6967
Huz 4,2852 C,3 74,1388
Huyzr 4,3048 C30 62,7988-(Hgs)
Hy 4,3414 C33 80,1051
Hﬂﬂz 4,3933 C31 78,7491
Hps 4,4082 C,, 62,7988
Ho 4,6455 C,7 72,5116
Hp 4,7947 C26 72,2404
Hq 4,9282 C,3 70,0708
Hs 5,1133 Cs; 104,5128
Hy 5,5626 Ca5123,1184
Hy 5,8056 C;5102,3432
Hy 6,2867 C1102,6144
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Para deducir la secuencia de los aziicares se utilizaron ademas de HMQC,
experimentos TOCSY (Total Correlation Spectroscopy).

TOCSY es una de las herramientas mas poderosas para la elucidacién
estructural de glicésidos, ya que permite relacionar a todos los 'H que integran un
sistema de spines: esto implica la inmediata determinacién de todos los H
mutuamente acoplados en azlcares y sistemas ciclicos en general.

TOCSY se us6 en primera instancia para mostrar las correlaciones
sucesivas entre sistemas de spines vecinos que permitieron asignar los 'H de
cada unidad azlcar completa, conectando los respectivos picos a través de una
diagonal en el espectro que los vincula. Comenzando entonces por el pico del H
de § 6,28 (Hy), se encontraron las siguientes correlaciones: 6,28—4,92-4,79-4,64—
4,28-1,78, correspondientes a todos los 'H de uno de los azlcares
(Hv—Haq-Hp_Ho_Hmz_Hy,). A partir del pico del siguiente '"H anomérico, & 5,80
(Hy), se establecieron las correlaciones 5,80—4,40—4,30—4,27-4,20-4,17-3,82,
correspondientes a todos los protones de otra wunidad azlcar:
Hu_Hrs—Huz—Hmz—HuHk_H;. Finalmente, para el pico del '"H anomeérico
encontrado a & 5,11 (Hs), se encontré la secuencia Hs_.H12—.Hn—Hmr—Hy1-Hg,
correspondiente a una unidad azicar mas (correlacién 5,11-4,39-4,34-4,26-

4,09-3,63) (fig. 44).
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Figura 44: Correlaciones obtenidas por TOCSY (Piridinags, 700 MHz) de la saponina en estudio.
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Utilizando los datos obtenidos del experimento HMQC (tabla 13) se
pudieron establecer qué carbonos pertenecian a cada uno de los 'H de los tres
azucares encontrados. De igual manera se analizé el espectro TOCSY para la

porcién correspondiente a la sapogenina.

- Analisis de las estructuras de los azicares

Para la determinacién inequivoca de las uniones entre todos los atomos de
un mismo azucar (uniones intraglicosidicas) y de las uniones entre los azlicares
(uniones interglicosidicas) se utilizaron las secuencias obtenidas por TOCSY y
experimentos HMBC (Heteronuclear Multiple Binding Correlation: correlaciones

entre pares de H y C separados por dos o tres enlaces, 2J o *J).
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HMQC ('J) + TOCSY permitieron identificar todos los &tomos de carbono de

cada monosacarido.

Utilizando HMBC (%) y *J), pudimos confirmar estos datos y al mismo
tiempo establecer los puntos de unién interglicosidicos.

Asi, el espectro HMIBC (figura 45), mostré que la senal del protdn de &y =
4,28 (Hmz) correspondiente a un azlcar, se correlacionaba con los atomos de
carbono de 6¢ 70,07 y 6¢c 72,51 pertenecientes a Cz3 y Cz7 respectivamente (ver
tabla 12). Estos atomos unidos a los protones Hq ¥ Ho (ver tabla 13), demostraron
que el Hy2 podia encontrarse vecino a ellos; ademas, el atomo de carbono Cyg
(unido al Hyy) se correlacionéd con el 6y 1,78 correspondiente a los protones

metilicos Hy y éstos a su vez se correlacionaron con el Cz; (¢ 70,07).

Figura 45: Espectro HMBC (Piridinags, 700 MHz) de la saponina en estudio.
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Esto confirmé la unién (Hu-Cs)-(Hq-C23)-(Hm2-C2s)-(Ho-C27) entre cuatro de
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los seis carbonos del primer azucar encontrado (fig. 46-a, correlaciones HMBC

marcadas en fucsia).

Figura 46-a: Correlaciones HMBC sefialadas en fucsia. Los nimeros que reemplazan a los C no
corresponden a la numeracion propia del aztcar sino a la numeracioén dada a las sefiales en orden
de su desplazamiento (5) en el espectro de RMN de "°C (Piridinags, 700 MHz) de la saponina en
estudio.

A la vez, su protén anomérico Hy (6 6,28) se correlacioné con el carbono de
dc 79,69 del segundo azucar (8¢ 79,69=Cs,, tabla 12/ Cso-Hmz, tabla 13/ Hme
perteneciente a la secuencia obtenida por TOCSY para el segundo azlcar).
Teniendo en cuenta que ese mismo protén (Hy) mostro interacciones importantes
tanto con los Hg como con Hp (TOCSY), y que la correlacién entre dicho proton
anomeérico (Hy) y el carbono Csz (8¢ 79,69) del azicar siguiente indicaba el punto
de conexion entre ambos (unién interglicosidica), propusimos la estructura de la
figura 46-b para el primer azicar encontrado, donde las correlaciones TOCSY se

sefialan en azul.

Figura 46-b: Estructura propuesta para el primer azucar encontrado. Correlaciones TOCSY
senaladas en azul y correlaciones HMBC en fucsia (Piridinags 700 MHz).
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- Analisis de las secuencias de los azicares restantes

Los altos valores de J obtenidos para los protones anoméricos Hy: 3J= 7,77
Hz (5 5,80 perteneciente al azucar de la segunda secuencia obtenida por TOCSY),
y Hs: 3J=6,86 Hz (6 5,11 perteneciente al azlcar de la tercer secuencia obtenida
por TOCSY), sugerian una disposicién axial para cada uno de ellos en sus
respectivos monosacaridos, ya que los altos valores de acoplamiento entre Hy-Hm2
y Hs-Hy indicaban una relacién trans para cada par de protones (Morrison y col.,
1996). Por lo tanto, los 3J= 7,77 Hz y %)= 6,86 Hz en uno y otro azlcar,
confirmaban sus respectivas configuraciones p.

A partir de estos datos y continuando con el mismo criterio de analisis que
el aplicado para el primer azucar, se realizé el esbozo de las probables estructuras
de los dos azlicares restantes y a través de un estudio bibliografico comparativo
con espectros de 'H y "*C de monosacaridos conocidos (Seo y col., 1978)
pudimos establecer que los azlcares de la saponina eran del tipo piranosa y no
furanosa, coincidentes con ramnosa (8c.3¢ 102,61; Suv 6,28), glucosa (5c.35 102,34;
onu 9,80) y xilosa (8¢c.37 104,51; 8 us 5,11), lo cual fue posteriormente confirmado
por espectrometria de masa. El estudio comparativo con los datos bibiograficos
(Seo y col., 1978), también nos permiti6 comprobar que la unidad ramnosa era la
terminal y que se unia al Cs; de la glucosa (§ 79,70) mostrando un desplazamiento
hacia campos bajos de 5,70 ppm para dicho carbono, ocurriendo lo mismo en el
Cs3 de la xilosa cuando la glucosa se unia a él (Cs; aparece en & 80,10 con un
desplazamiento hacia campos bajos de aproximadamente 6 ppm). Distinguimos -
asi un valor de 3¢ mas alto que el normalmente encontrado para estos carbonos

cuando sus respectivos azlcares estan libres de toda sustitucién y no unidos entre
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si, demostrando que los azicares estaban unidos de forma: 1—»2. Ademas,
también pudimos observar que el 8¢c23 = 70,07 de la ramnosa, coincidente con el d¢
del quinto C del azlcar de la saponina, poseia ese valor de desplazamiento
quimico cuando la configuracién de su carbono anomérico era del tipo a (para la
B-L-ramnosa el 8¢s hubiera sido de 73,5 ppm). Esto nos permitic sugerir la
presencia de a-L-ramnosa en la saponina.

A la vez, las correlaciones HMBC mostraron uniones entre los azlcares a
través de acoplamientos C-H de largo rango (2J, %J) encontradas a partir de los
protones anoméricos de los azlcares: Hy de ramnosa y Hy de glucosa se
correlacionaron con el Cs; de glucosa y Cs; de xilosa respectivamente; mientras
que el protén anomérico Hs de la xilosa se correlaciond con el Cz4 perteneciente a

la sapogenina (8¢ 83,34) (fig. 47).

Figura 47: Correlaciones HMBC encontradas entre los protones anoméricos de cada
monosacérido y el atomo de carbono de cada azucar vecino, sefialadas en fucsia. También se
muestra la correlacién entre el protén anomérico del azucar unido a la genina y el atomo de
carbono de la misma al cual este aztcar esta unido (Piridinags, 700 MHz).
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- Anélisis de la sapogenina

Para deducir la secuencia de los atomos de carbono de la genina
utilizamos experimentos TOCSY y HMBC mientras que para la estereoquimica
combinamos ademas experimentos ROESY (Rotating Frame Overhauser
Enhacement Spectroscopy: correlacion homonuclear entre 'H que interaccionan

espacialmente) (fig. 48).

Figura 48: Correlaciones 'H - 'H obtenidas por ROESY (Piridinags 500 MHz).
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Por medio de TOCSY pudimos observar correlaciones entre el H;, de la
sapogenina y los protones: He (por HMQC vimos que estan unidos al mismo Cqs
que los Hp), Hym1 que por sus 8 podrian corresponder a un hidroximetilo (unidos
al C21), Husiro (unido al Cqg), Hyeit (unido al C47) y Hyk (unidos al Cy2) (ver tabla 13).

A través de HMBC se encontraron correlaciones entre el Ca4 (unido al Hyz) y
los protones: Hq (metilicos, unidos a C1), Hum1 ¥ Hi (unido al Cg); también se

encontraron correlaciones entre el Hyo ¥ los carbonos C'4 y C'4 (cuaternarios, ver
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tabla 12), C1, C4, ¥ C2 (unido a los protones metilicos Hp); entre el C’, cuaternario
y los protones metilicos Hg, los hidroximetilicos Hums, ¥ 10S Hpiq (Unidos a Cg4). A su
vez, los protones metilicos Hy se correlacionaron con el carbono cuaternario Cy.
Por medio de los experimentos ROESY (tabla 14), pudimos observar que el
H; estaba vinculado espacialmente con Hg, He, Hn € Hi.
Teniendo en cuenta todos estos datos, construimos el fragmento de la
sapogenina que se muestra en la figura 49 (algunas de las correlaciones TOCSY,

HMBC y ROESY se sefialan en azul, fucsia y rojo respectivamente).

Figura 49: Porcién de la estructura armada de acuerdo a los espectros analizados.

Los acoplamiéntos entre el Hr y los Hyx fueron observados por HMBC y
ROESY, mientras que el fuerte acoplamiento entre Hvix Y Hust S€ observo en
TOCSY.

Ambigiiedades en las asignaciones de los protones metilénicos Hpig/Hjn ¥
Hge/Hyix pudieron ser resueltas observando los acoplamientos HMBC entre el Hix y

los protones metilicos Hc y entre el Hgr y los protones metilicos Hg (fig. 49).
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Tabla 14: Correlaciones 'H - 'H obtenidas por ROESY (Piridinays, 500 MHz).

nlii/
bicld|e[flg/h|li|jk|m]| o pig |risit|ulviw|x|z|A[B|D[F|G[H[1]|J1|J2[K|L| M1 | M1 | m2| M2 | M2 |N|R12 N3 [O|P|[QR|S

= |T (@ MmO W [» [N [x | |<
+
+

i
+
F

o

(5]
+
F
F
F

- |x

M1 +

M1’ + L

M2

m2*

N1/2 + +

-
+
+

+

La asignacién inequivoca de la configuracion de atomos de carbono quirales en

alcoholes triterpénicos y derivados oleanélicos puede resolverse utilizando
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experimentos ROESY (Baxter y col., 1990).

Las interacciones encontradas por ROESY entre los Humi1, He, Hiiiro y el Hy,
de la sapogenina (ver tabla 14), mostraron orientaciéon ecuatorial para el
hidroximetilo de protones Hym1 y orientacién axial para el metilo de protones Hyg;
lo cual fue posteriormente confirmado con la correlacién encontrada por HMBC
entre Hq y Hy: interaccién 1,3 diaxial. Este mismo tipo de interaccién fue
encontrada entre los protones metilicos H, y Hc. Esta forma de analisis se aplicé
para determinar la estructura completa de la sapogenina.

Al realizar la comparacién de los datos espectroscopicos aqui descriptos
con los existentes en la bibliografia de saponinas triterpenoides (Baxter y col.,
1990; Kang y col., 1987; Strauss y col., 1995) encontramos que la sapogenina en
estudio se trataba de un derivado del acido oleandlico llamado acido
fitolacagénico, que al presentarse unido a la secuencia de azlcares:
xilosa—glucosa—ramnosa con uniones interglicosidicas (1-2) recibia la

denominacion de Fitolacésido F (34) (fig 50, tabla 15).

Figura 50: Estructura de Fitolacosido F
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34

saponina: Fitolacésido F
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Tabla 15: Comparacién de los 8¢ obtenidos para la saponina en estudio con los d¢ de Fitolacésido
F, obtenidos con equipos de RMN de diferente resolucion (Piridinag.s/TMS).

Fitolacosido F Saponina en estudio Saponina en estudio
(P. Med. 53, 338, 1987) (espectro de C a 125 MHz) | (espectro de C a 175 MHz)

CH2-1: 38,9 38,40 (C14) 38,75 (C14)
CH2-2: 26,0 25,66 (Cs) 26,09 (Cg)
CH-3: 82.3 83,20 (Caa) 83,34 (Csa)
C-4: 43.4 43,26 (C*a) 43,23 (C*y)
CH-5: 48,2 47,80 (C17) 47,90 (C17)
CH2-6: 18,6 18,04 (C4) 18,46 (Ca)
CH2-7: 33,1 32,70 (C12) 32,95 (C12)
C-8: 39,8 39,50 (C*3) 39,45 (C*2)
CH-9: 48,2 47,80 (C1s) 48,16 (C1g)
C-10: 37,0 36,70 (C*y) 36,65 (C*1)
CH2-11: 23,9 23,58 (Cs) 23,95 (Ce)
CH-olefinico-12: 123,5 123,15 (Cgza) 123,12 (Cas)
C-13: 1445 144,9 (C*) 144,50 (C*)
C-14: 42,1 41,80 (C*) 41,75 (C*3)
CH2-15: 28,5 28,21 (Co) 28,17 (Cq)
CH2-16: 23,9 23,58 (Cs) 23,95 (Cg)
C-17: 46,2 45,90 (C*) 45,89 (Cs)
CH-18: 43,4 43,11 (C1g) 43,49 (C1g)
CH2-19: 427 42,40 (C1s) 42,56 (C1s)
C-20: 44,2 43,90 (C*s) 43,91 (C*5)
CH2-21: 31,0 30,60 (C14) 30,82 (C11)
CH2-22: 346 34,30 (C13) 34,63 (C1a)
CH20H-23: 65,4 65,05 (Ca1) 65,21 (Cz1)
CH3-24: 13,3 13,20 (Cy) 13,71 (Cq)
CH3-25: 16,1 15,80 (C») 16,02 (Cy)
CH3-26: 19,4 17,18 (C3) 17,49 (Ca)
CH3-27: 26,1 25,87 (C7) 25,80 (Cy)
COOH-28: 179,8 179,50 (C*g) 180,59 (C*q)
CH3-29: 28,5 28,21 (C1p) 28,90 (C1q)
COOCH3-30: 177,2 176,90 (C*g) 177,94 (C*)
OCHa3: 51,7 51,45 (C19) 51,63 (C19)
Xil-1: 104,4 104,48 (C37)-5.1 104,51 (Ca7)- 5,11
Xil-2: 83,4 79,55 (Cas) 80,10 (Ca3)
Xil-3: 77,6 78,50 (Cs1) 78,75 (Cs1)
Xil-4: 70,9 70,82 (Ca4) 70,96 (Ca4)
Xil-5: 66,0 66,34 (C22) 66,59 (C22)
Glu-1: 102,2 102,20 (C3s)-5,89 102,34 (Cas)- 5,80
Glu-2; 79,8 79,60 (Csz) 79,70 (C32)
Glu-3: 78,4 77,66 (Cag) 77,74 (Cao)
Glu-4: 72,1 71,81 (Cgzs) 72,00 (Czs)
Glu-5: 78,7 78,67 (Csp) 78,75 (Can)
Glu-6: 62,9 62,55 (Ca0) 62,80 (Czo)
Ram-1: 102,2 102,53 (Cas)-5,89 102,61 (Cas)- 6,28
Ram-2: 72,1 72,00 (Cze) 72,24 (Cgs)
Ram-3: 72,1 72,39 (Ca7) 72,51 (Cz7)
Ram-4: 74,2 74,05 (Czs) 74,14 (Czs)
Ram-5: 69,8 69,82 (Cza) 70,07 (Caz3)
Ram-6: 18,6 18,73 (Cs) 18,92 (Cs)
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Para corroborar los resultados encontrados, utilizamos espectroscopia de
masa. La técnica aplicada fue EM-MALDI: fragmenta la molécula con radiacion
laser generando iones de una gran distribucion de masas. La saponina estudiada
mostré un pico [M+Na]™ en m/z 979,7 y tres fragmentos idnicos: m/z 833.8
[(M+Na)-146]", 671.5 [(M+Na)-(146+162)]' y 481.2 [146+162+132+Na]*, los
cuales correspondian a las sucesivas pérdidas de ramnosa terminal, del residuo
ramnosil-glucosilo y del trisacéarido (ramnosa-glucosa-xilosa), respectivamente.

Finalmente, el IR de la saponina mostré sefiales en 3400 (tipica de-OH),
1715 (-COOCHjz), 1709 y 1667 (-COOH), 1071 y 1042 (-C-O), 825, 805 (C=C)yel

PM fue coincidente con el peso molecular de Fitolacésido F (PM= 956).

En resumen, la estructura de la saponina aislada de los frutos de
Phytolacca tetramera fue elucidada inequivocamente como: [3-O-a-L-
ramnopiranosil - (1—-2)B -D-glucopiranosil - (1-2)B -D-xilopiranosil] - acido
fitolacagénico o Fitolacésido F (34). Es una saponina monodesmosidica aislada
previamente de P. americana (Chi y col., 1981) y de P. acinosa (Favel y col.,
1994). En la tabla 16 se muestra la secuencia ordenada de los valores de dc de
Fitolacésido F, aclarandose también la asignacién dada para dichos C durante el

analisis.
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Tabla 16: Datos de RMN de '°C de Fitolacésido F (Piridina- ds, 175 MHz)
Se indica entre paréntesis la nomenclatura de las sefiales de '>C utilizadas durante todo el andlisis

Porcidn aztcar Sapogenina
dc Posicion d¢c Posicion 8¢

Xilosa

c-1 38,75 (C1a) c-21 30,82 (Cu)
1 104,51 (Ca7) c-2 26,09 (Cy) C-22 34,63 (Cya)
2 80,10 (Caa) c-3 83,34 (Ca) c-23 65,21 (Car)
3 78,75 (Car) C-4 43,23 (C) C-24 13,71 (Cy)
4 70,96 (Cze) C-5 47,80 (Cy7) C-25 16,02 (Cy)
5 66,59 (Cz) c6 18,46 (Ci) C-26 17,49 (Cy)
Glucosa c7 32,95 (Cr) C-27 25,80 (Cy)
1" 102,34 (Cas) c-8 39,45 (C) c-28 180,59 (C's)
2" 79,70 (Ca) C-9 48,16 (C1g) c-29 28,90 (Ci)
3" 77,74 (Cag) c-10 36,65 (C) C-30 177,94 (C's)
4" 72,00 (Czs) c-11 23,95 (Co) OMe 51,63 (Cis)
5" 78,75 (Cao) C-12 123,12 (Cag)
6" 62,80 (Cx) C-13 144,50 (C77)
Ramnosa C-14 41,75 (C'3)
gt 102,61 (Czs) C-15 28,17 (Co)
2m 72,24 (Czs) C-16 23,95 (Ce)
3" 72,51 (Cap) C-17 4589 (Cs)
4 74,14 (Cz) C-18 43,49 (Cqg)
5" 70,07 (Cz) C-19 42,56 (Cis)
&" 18,92 (Cs) C-20 43,91 (C’s)

lll.4.4- Determinacion de la CIM de las saponinas aisladas e identificadas
La actividad antifungica de las tres saponinas aisladas (32, 33 y 34) se

muestra en la tabla 17.
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Tabla 17: Concentracién inhibitoria minima (CIM, pg/ml) de los fitolacésidos B, E y F (32,33 y 34)
aislados de P. teframera.

CIMs (pg/ml)

Compuestos | Ca Ct Sc | Cn | Afu | Afl An | Mc | Mg | Tm Tr Ef
32Fit. B 100 100 100 25 125 50 125 125 50 25 50 125

33 Fit. E >250 >250 >250 | >250 | >250 >250 >250 | 250 250 250 125 250
34 Fit. F >250 | »250 | >250 | >250 [ >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Anf 0,75 0,625 1,50 | 0,40 3 3 0,90 50 6,25 | 6,25 25 0,3

Ket 8 5 6 2 20 30 12,5 15 6,25 | 12,5 15 25
Terbinaf 1,56 0,78 3,12 | 0,34 | 0,78 0,78 | 1,56 | 0,01 | 0,04 | 0,04 0,01 0,004

Los resultados mostraron que 32 (Fitolacésido B) posee un amplio espectro
de accioén. Inhibié el crecimiento tanto de levaduras, como de hongos filamentosos
incluyendo dermatofitos, con CIMs entre 25 y 125 pg/ml, siendo T.
mentagrophytes |la especie mas susceptible. Fitolacésido B fue activo contra las
dos especies del género Candida probadas, que tal como mencionamos
previamente, son agentes etioldgicos importantes de las micosis sistémicas en
humanos. Su analogo, 33 (Fitolacésido E), con una cadena glicosidica mas larga,
también posee actividad antifingica, aunque mostré menor capacidad de
inhibicion y un espectro de actividad también menor. Inhibié solamente a especies
de dermatofitos, con valores de CIM entre 125-250 pg/ml. En cambio, 34
(Fitolacdsido F) no presenté actividad contra ninguno de los hongos probados.

Considerando que Sparg y col. (2004) y Favel y col. (1994) encontraron
que:

- un mayor ndmero de monosacéridos en la porcion azdcar disminuye la
actividad antifingica de las saponinas
nuestros resultados aportan una nueva evidencia de que la actividad antifungica

de las saponinas podria estar influenciada por el niimero de residuos de aztcar

105



Resultados y Discusion

tal como lo sugirieron los autores citados. Al comparar las actividades de los
fitolacdsidos B y E, que difieren en que el dltimo posee un unidad de glucosa extra
respecto del primero, encontramos que un incremento en la longitud de la cadena
disminuye las propiedades antiflingicas. Ademas, fitolacésido F, que posee tres
azucares en su estructura, no mostré actividad.

También es de hacer notar que la estructura de la genina podria estar
relacionada con la actividad antifiingica observada. Los dos fitolacosidos activos
(B y E) poseen la genina fitolacagenina con OH en C-2, mientras fitolacésido F

posee como genina acido fitolacagénico que no posee OH en esa posicion.

[11.4.5- Determinacion de la CFM de Fitolacésido B
Finalmente, determinamos la concentracion fungicida minima (CFM) del
compuesto mas activo: Fitolacosido B (32). La tabla 18 muestra los valores de

CIM y de CFM obtenidos.

Tabla 18: Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIM, (ug/ml) y Fungicidas minimas (CFM, (ug/ml)
de Fitolacosido B.

FITOLACOSIDO B (32)

Ca Ct Sc Cn Afu | Af An Mc Mg Tm Tr Ef
CIM/CFM 100/100 | 100/100 | 100/100 | 25/75 125/300 | 50/150 | 125/150 | 125/150 50/150 25/100 | 50/100 | 125/200
CIM 0,75 0,625 1,50 0,40 3 3 0,90 50 6,25 25 6,25 0,3
Anfotericina B
CiM 8 5 6 2 20 30 12,5 15 6,25 12,5 15 25
Ketoconazol

Los resultados mostraron que ademas de ser fungistatico, Fitolacdsido B
era fungicida hacia todos los hongos. Su CFM coincidié con la CIM para C.
albicans, C. tropicalis y S. cerevisiae mientras que resultd ser 1-4 veces mayor

que la CIM para el resto de los hongos.
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lll.5- Derivados quimicos de Fitolacésido B
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[11.5.1- Preparacion de derivados de Fitolacésido B y evaluacion de actividad
antifungica

Preparamos derivados de Fitolacdsido B, a través de reacciones de
hidrolisis, esterificaciéon y permetilacion, que son las reacciones mas
frecuentemente utilizadas para derivatizar saponinas (Hostettmann y col., 1995),
con el objetivo de establecer relaciones entre la estructura de la saponina en

estudio y su actividad antiflingica.

l11.5.1.1- Preparacion de derivados de Fitolacésido B

111.5.1.1.1- Hidrélisis
La hidrélisis de Fitolacésido B (32) en medio acido (Spengel y col., 1995),
nos permitio obtener cuantitativamente fitolacagenina (35) (fig. ‘ 51) que fue

extraida con un solvente organico (Suga y col., 1978).

Figura 51: Reaccién de hidrolisis de Fitolacésido B
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111.5.1.1.2- Metilacion

Para llevar a cabo la reaccién, una solucion metandlica de Fitolacosido B
(32) fue tratada con CHzN; (Woo y col., 1976), obteniéndose cuantitativamente el
compuesto 36, cuya estructura fue confirmada por RMN 'H.

La esterificacion procede por un mecanismo SN; en la que un O del
carboxilato ataca el C del grupo CH3 desplazando simultaneamente el N, que es

un muy buen grupo saliente (fig. 52).

Figura 52: Reaccion de metilacion de Fitolacésido B y obtencién de su derivado metilado

[11.5.1..13- Permetilacion

Para esta reaccion se utilizé el método de Hakomori (Hakomori, 1964) que
ha sido el mas utilizado en la permetilacién de saponinas (Woo y col., 1976; Favel,
1994).

Este método utiliza HNa en DMSO, que permite la formacion de alcéxido de
sodio (Hakomori, 1964) (a.1) el cual reaccionan con CHjsl para dar el éter (a.2)

correspondiente. Esta reaccion es sumamente Util para la metilacion de OH de

azucares.
HNa, DMSO .
a.l) ROH » RO Na
. + CHal
a.2) RO Na »ROCH; + Nal
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La reaccién de metilacion de fitolacésido B por el método de Hakomori dio
cuantitavamente el derivado permetilado 37 (fig. 53) cuya estructura fue

confirmada por RMN "H y por IR (no hay picos a = 3440 cm™).

Figura 5§3: Reaccién de permetilacién de Fitolacdsido B

HiG,, pC00CH: {1 NaH
2. DMSO anhidro
3. CH3l

4, Agitacion Sh

B ————

HO

32 37

l11.5.1.2- Determinacién de la actividad antifiingica de los derivados de
Fitolacosido B

La actividad antifungica de los derivados de Fitolacésido B fue evaluada por
el metodo dilucion en agar a concentraciones 250-7,8 pg/ml. Se consideraron
activos los compuestos con CIM < 250 nug/ml (Zacchino y col., 2003). Las CIMs
obtenidas se muestran la tabla 19.
Los resultados mostraron (tabla 19) que ni la genina (35) ni los derivados
metilados (36, 37) inhibian el crecimiento flngico hasta 250 ug/mi, sugiriendo que
la porcidon glicona asi como los hidroxilos Iibreé y el carboxilo de C-28 de la genina

eran necesarios para la actividad antifingica de Fitolacésido B (32).
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Tabla 19: Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIM, pg/ml) de Fitolacésido B (32) y sus
derivados Fitolacagenina (35), 28-Metil-Fitolactsido B (36) y Fitolacosido B permetilado (37).

Compuestos Ry R: | Ro | Ra | *Ca| ®Ct| °Sc | “Cn | *Afu| 'Af1 | *An | "Mc | Mg | 'Tm | *1r | 'EF |
32 Fit. B Xil- | H H H | 125|125 | 50 | 50 | 125 | 50 | 125 | 125 [ 50 | 25 | 50 | 125 |
35 Fitogen H H H H |[>250| >250| >250 | >250 | >250| >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 E
36 | 28-Me-Fit. | Xil- | CHs H H |>250| >250| 250 | 250 | >250| 250 | >250 | >250 | 250 | 250 | 250 >250;

B
37 | 223,28- | 2.3'4"| CH; | CHy | CHs | »250| >250| »250| >250 | >250 | >250 | >250 | »250 | >250 | >250 | >250 | >250
Me-FitB | triMe- |
Xil |
Anfotericina B 075|063 150|040| 3 3 |09 | 50 |625|625( 25 | 03 |
Ketoconazol 8 5 6 2 20 | 30 | 125 15 | 625| 125| 15 | 25 |
Terbinafina - - - - - - - 0,01 | 0,04 | 0,04 | 0,01 | 0,04 !

*Candida albicans ATCC 10231; "Candida tropicalis C 131; ‘Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763; “Cryptococcus neoformans
ATCC 32264; "Aspergillus fumigatus ATCC 26934; 'Aspergillus flavus ATCC 9170: %As ergillus niger ATCC 9029; "Microsporum canis

Trichophyton rubrum C113. 'Epidermophyton
floccosum C114, Fit. B.: Fitolacésido B; Fit. E: Fitolacésido E; 28-Me-Fit.B.: Fitolacésido B metilado; 2,23,28-Me-Fit.B.: Fitolacdsido B

C112; 'Microsporum gypseum C115: ITrichophyton mentagrophytes ATCC 9972;

permetilado.
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l11.6- Estudios de Mecanismo de accién de

Fitolacosido B
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111.6.1- Estudios del mecanismo dé accion de Fitolacésido B

Para orientarnos en el posible mecanismo de accion de Fitolacésido B,
observamos el efecto que éste produjo sobre la morfologia fungica, dado que se
conoce que los cambios en la morfologia de los hongos pueden sugerir el posible
blanco o modo de accion de un agente antifungico (Frost y col., 1995).

Gunji y col. (1983), describieron los cambios morfolégicos que producian
ciertos antiflingicos cuyo blanco de accién era la pared celular fungica sobre
diferentes especies de hongos. Por ejemplo Polioxina causaba hinchamiento de las
hifas y protuberancias caracteristicas en Piricularia oryzae y Mucor racemosus;
Aculeacina A producia retraccion e hinchamiento de varias levaduras y de otros
hongos filamentosos entre ellos A. fumigatus. Onishi y col. (2000) mostraron que los
terpenoides  Arundafungina y Ergokonina A y las saponinas triterpenoides
Enfumafungina y Ascosterésido (fig.54), cuyo blanco de accién era la pared celular
fungica, producian hifas muy ramificadas en A. niger. Este ultimo dato resulté muy

interesante dada la semejanza estructural de estos compuestos con Fitolacosido B.

Figura 54: Estructuras quimicas de compuestos recientemente informados como antifingicos
inhibidores de la pared celular fungica (Onishi y col., 2000).

1
| |
L e P S e
k{ - b

Ry HOSQ o
{

|
TooH

Q
o Ascosterdsido \ﬂ-‘ Ergokonina
NHz (¢}

] OH
%OUH !

Arundafungina

I

113



Resultados y Discusion

11.6.1.1- Estudio de las malformaciones de las hifas producidas por Fitolacésido
B

Para realizar este estudio, se utilizé el hongo N. crassa el cual tiene una larga
historia como excelente modelo para investigaciones celulares, bioquimicas y
geneticas (Seiler y col, 2003). Es un hongo filamentoso de crecimiento rapido que
normalmente crece en una forma ramificada difusa con hifas conidiadas mas o menos
septadas.

Las observaciones con microscopio Optico (400x) permitieron detectar que
Filacésido B producia engrosamientos de los apices é hifas muy rahificadas y
acortadas (fig. 55, superior). Las mismas alteraciones se observaron por microscopia
electronica de barrido (MEB) (1340x) (fig. 55, inferior).

El tipo de alteracion morfolégica producida por Fitolacésido B fue muy
semejante a la obtenida con inhibidores de la pared celular fangica (Guniji y col. 1983;
Seiler y col., 2003; Onishi y col., 2000)

Para corroborar si Fitolacésido B producia alteracion de la pared celular
fungica, utilizamos dos métodos celulares mas: el bioensayo de Neurospora crassa

(Fukuda, 1991) y el del uso del protector osmético sorbitol (Frost y col., 1995).
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Resultados y Discusion

11.6.1.2- Estudios que tienen como blanco Ia pared celular fiingica
11.6.1.2.1- Bioensayo de Neurospora crassa

Es un método de difusion en agar (ver seccion 1.1.C.1) que permite detectar
macroscopicamente compuestos antiflingicos inhibidores de pared (Selitrennikoff,
1983). Discos conteniendo el compuesto a probar se colocan sobre la superficie de
placas de agar inoculadas con esporas de N. crassa. Los halos de inhibicién de
crecimiento producidos por antiftingicos cuyo blanco es la pared celular fungica,
aparecen moteados, mientras que los que no la alteran producen zonas claras de

inhibicion.

- Resultados del bioensayo de Neurospora crassa con Fitolacésido B

Para realizar este bioensayo colocamos Fitolacésido B en discos de papel, de
acuerdo con Materiales y Métodos.

Los resultados mostraron que alrededor de los discos cargados con
Fitolacésido B se producian halos moteados. El disco conteniendo Ketoconazol,

formo un halo claro mientras que el solvente DMSO no produjo halo alguno (fig. 56).

Figura 56: Halos moteados obtenidos con distintas cargas de Fitolacdsido B y halos claros obtenidos
con Ketoconazol en el ensayo de Neurospora crassa.
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Este resultado fue un nuevo indicio de que Fitolacésido B podria estar

actuando sobre la pared celular flngica.

111.6.1.2.2- Bioensayo de Sorbitol

Este método se basa en que las células fungicas que carecen de pared, 6 que
presentan alteraciones en la misma, no pueden crecer en ausencia de un osmo-
protector en un medio I.iquido, pero su crecimiento sera posible en presencia del
mismo.

Los inhibidores de la pared celular se identifican cuando la CIM obtenida con
sorbitol es mas alta que sin él luego de 7 dias de incubacion (fig. 57). Por ejemplo,
Frost y col. (1995) informaron que Papulacandina B, un conocido inhibidor de la
pared celular fungica, mostraba valores de CIM de 2 y 250 pg/ml frente a C. albicans
sin y con sorbitol respectivamente.

Con este ensayo se pueden detectar no sélo agentes que afectan la sintesis
de los componentes de la pared celular, sino también los mecanismos regulatorios

involucrados en ese proceso (Frost y col. 1995).

Figura 57: Diagrama esquematico del bioensayo de sorbitol con valores de CIM supuestos que se
obtendrian frente a inhibidores de pared.
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- Resultados del ensayo de sorbitol con Fitolacésido B
La CIM de Fitolacésido B frente a S. cerevisiae no se modifico (50 pg/ml), por
la presencia de sorbitol 0,8 M, por lo que este bioensayo sugirié que Fitolacésido B no

actuaria alterando la pared celular fingica.

Dado que los bioensayos anteriores daban resultados contradictorios, se
realizaron nuevos ensayos tendientes a dilucidar si Fitolacosido B tenia como blanco

la pared celular fungica.

111.6.1.2.3- Ensayos de inhibicién de glucan y quitin sintasas
111.6.1.2.3.1- Estructura de la pared celular fuingica
La pared fungica es una matriz compleja formada por 1,3a-, 1,3B-y 1,68- D-

glucanos, mananos, proteinas y quitina (fig. 58).

Figura 58: Esquema simplificado de la pared celular fungica (modificado de Selitrennikof, 1995)

1,3B-D-glucano es uno de los componentes principales de la pared celular

fingica. Es un polisacarido constituido por unidades de 1,3B-D-glucosa. La inhibicién
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de su biosintesis produce células osméticamente fragiles que son lisadas facilmente
(Onishi y col., 2000).

La quitina es otro constituyente importante de la pared fingica. Es un
polisacarido formado por unidad;as de N-acetil-glucosamina (NAcGA). Se ha
demostrado que alteraciones en el contenido de quitina producen la inhibicién del
crecimiento y modificaciones sustanciales en la estructura de la pared
(Georgopapadakou, 2001; Roncero y col., 1985).

Las enzimas (1,3)B-glucan-sintasa y quitin-sintasa, que catalizan la sintesis de
los polimeros 1,3-D-glucano y quitina respectivamente, han mostrado ser
importantes blancos para la deteccién de agentes antifungicos (Onishi y col, 2000:

Lépez y col, 2001; Vargas y col. 2003) .

111.6.1.2.3.2- Ensayo de inhibicién de 1,3-D-glucan sintasa

Para la realizacion del ensayo se utiliza un extracto semipurificado de
membranas de S. cerevisiae, el cual puesto en contacto con UDP-[MC]-qucosa
soluble, forma [14C]-1,3[3-D—glucano insoluble (Georgopapadakou, 2001) el cual es
cuantificado con un contador de centelleo. El esquema que sigue muestra las
reacciones que se realizan en paralelo para detectar inhibidores de 1,3B-D-glucan-

sintasa [(a) en ausencia del inhibidor; (b) en presencia del inhibidor]:
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Reaccion Glucano
formado
- Extracto con 1,33-D- % 100%
(a) 2n UDP-[ C]-glucosa glucan-sintasa [ C]-1,3B-glucano + 2n UDP
" Extracto con1,3B-glucan »
(b) 2n UDP-[ C]-glucosa L_Sintasa*Inhibidor | "cy.q 38.glucano + 2n UDP

" La flecha indica que en presencia de inhibidores habra una disminucién del glucano formado con respecto al control

14 ) .
La UDP-[ C]-glucosa soluble no incorporada en cada una de las reacciones

(a) y (b), es separada del [14C]-1,3|3-D-glucano insoluble por filtracion. Se espera que
si el compuesto agregado es inhibidor de la enzima, la cantidad de glucano formado
en la segunda reaccion sera menor que el formado en la primera (que se considera el

100%), lo que se expresa como % de inhibicion (% 1) del compuesto ensayado.

- Resultados del ensayo de inhibicion de 1,3p-D-glucan-sintasa con Fitolacésido B
Los resultados mostraron que Fitolacésido B produjo 5% de inhibicién a 20 pg/
ensayo (500 ug/ml) (Tabla 20) (droga control Papulacandina B), sugiriendo que

Fitolacdsido B no seria inhibidor de 1,3B-D-glucan-sintasa.

Tabla 20: Capacidad de Fitolacésido B de inhibir 1,3-D-glucan-sintasa expresada en % inhibicién y
valores de ICgp

Compuesto % 1* ICso
Fitolacosido B 5,0+ 0,54 > 500 pg/ml
Papulacandina B 98,020 0,5 pg/ml

% 1. Porcentaje de inhibicion a 20 pg/ensayo (volumen final 40 pl, 500 pg/ml). * El resultado es un
promedio de dos replicados =+ el desvio estandar
ICso: Concentracion que inhibe el 50 % de la actividad de la enzima

111.6.1.2.3.3- Ensayo de inhibicién de quitin-sintasa
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Para la realizacion del ensayo se utiliza un extracto semipurificado de
membranas de S. cerevisiae el cual puesto en contacto con UDP—[MC]-N-
acetilglucosamina soluble, forma [14C]~quitina insoluble, que es cuantificada con un
contador de centelleo. El esquema que sigue muestra las reacciones que se realizan

en paralelo para detectar inhibidores de quitin-sintasa [(a) en ausencia del inhibidor;

(b) en presencia del inhibidor]:

Reaccion Quitina
formada

Extracto con

. tract “ 100%
(a) 2n UDP-[ C]-N-acetilglucosamina | 9utin-sintasa | ey quiting + 2n UDP ’

" Extracto con quitin- i
(b) 2n UDP-[ C]-N-acetilglucosamina| Sintasa*Inhibidor | %1 qiting + 2n UDP

* La flecha indica que en presencia de inhibidores habra una disminucién de la quitina formada con respecto al control

La UDP-[14C]-N—aceti|giucosamina (soluble) se separa de [14C]-quitina
(insoluble) de la misma forma que en el ensayo de (1,3)B-D-glucan sintasa.
Se cuantifica la quitina insoluble para ambos casos (a) y (b), con un contador

de centelleo.

- Resultados del ensayo de inhibicién de quitin-sintasa con Fitolacésiqfo B

Los resultados obtenidos mostraron que Fitolacésido B no era un inhibidor de
quitin-sintasa sino que por el contrario, la activaba, produciendo 85 % de aumento de
la actividad a 20 pg/ensayo (400 pg/ml).

Para corroborar que se producia un aumento de quitina en las paredes

fungicas por accion de Fitolacdsido B, se realizaron tres nuevos ensayos:
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i.  Tincién con calcofluor
ii.  Valoracion de quitina
iii. Observacion del grosor de la pared de N. crassa por

Microscopia Electrénica de Transmision (MET)

111.6.1.2.4- Tincion con Calcofluor

Calcofluor es un colorante fluorescente que se une selectivamente a las
microfibrillas de quitina permitiendo su visualizacion con técnicas microscopicas
adecuadas. En levaduras, la observacién se hace principalmente en los brotes de las
celulas, ya que el anillo que separa a la célula madre de la célula hija contiene mayor
cantidad de quitina. En hongos filamentosos, la observacion se realiza principalmente
en los septos y apices de las hifas.

Realizamos la tincion de las células fungicas tratadas con Fitolacosido B con

este fluorocromo, con el fin de detectar un aumento de quitina con respecto al control.

-Resultados de la tincion con Calcofluor en células tratadas con Fitolacésido B
Células de S. cerevisiae y de N. crassa tratadas con concentraciones sub-
inhibitorias de Fitolacosido B fueron tefiidas con 1 ug de Calcofluor de acuerdo con la
metodologia descripta por Arellano y col. (1996) y Pringle J.R. (1991). Luego de
cinco minutos de exposicion, las células se lavaron y se observaron en microscopio
de contraste diferencial y de fluorescencia. Los resultados obtenidos se presentan en

las figuras 59 y 60.
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Figura 59: Fotografias obtenidas en el ensayo de tincién con Calcofluor de células de S. cerevisiae sin
tratamiento (a) y tratadas con 50 ug/ml de Fitolacésido B (b).
[Observaciones realizadas con Microscopio de contraste diferencial (izq.) y de fluorescencia (der.), 400 x].

a)

b)

Figura 60: Fotografias obtenidas en el ensayo de tincién con Calcofluor de hifas de N. crassa sin
tratamiento (control) (a) y tratadas con 62,5 ug/ml de Fitolacésido B (b).
[Observaciones realizadas con Microscopio de fluorescencia, 400x].

a)

Los resultados de las células tratadas respecto de las control mostraron un
aumento marcado de fluorescencia especialmente en los anillos de separacion de las
células con brotes, de S. cerevisiae (flechas rojas en fig. 59-b), mientras que en N.
crassa la fluorescencia fue mas marcada en los septos y apices de las hifas (flechas

rojas en fig. 60-b), evidenciando en ambos casos un aumento de quitina.
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111.6.1.2.5- Valoracion de quitina

El ensayo se fundamenta en la extraccion de quitina a partir de células de S.
cerevisiae y su posterior hidrélisis a unidades de N-Acetilglucosamina (N-AcGA), las
cuales se hacen reaccionar con el Reactivo de Reissig (3,5-N,N-
diaminobenzaldehido, acido clorhidrico y acido acético glacial), produciendo un color
rosa-lilaceo que se mide a 585 nm. Se considera representativa una diferencia en la

produccion de quitina > 20% entre las células tratadas y las control (Cabib, 1994).

- Resultados de la valoracion de quitina en células tratadas con Fitolacésido B

Para la realizacién de este ensayo, las células de S. cerevisiae fueron
cultivadas y tratadas siguiendo la metodologia descripta en Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos mostraron que 100 mg de células control y de células
tratadas producian respectivamente 123,96 nmoles y 153,62 nmoles de N-AcGA, lo
que representa un 29,64 % de aumento de quitina producida por las células tratadas
con Fitolacdsido B, respecto de las células control.

Estos resultados concordaron con los obtenidos en los dos ensayos previos
que indicaban un aumento de la produccién de quitina en células tratadas con

Fitolacosido B.

111.6.1.2.6- Observacion por MET de la pared de N. crassa tratadas con
Fitolacésido B

La observacion por Microscopia Electronica de Transmision (MET) de las hifas
de N. crassa, crecida en medio liquido en ausencia y presencia de concentraciones

sub-inhibitorias de Fitolacésido B, dio los siguientes resultados:
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- N. crassa sin tratar mostro la pared celular de la hifa con un grosor de = 200 nm
(fig. 61-A);

- N. crassa tratada con Fitolacdsido B mostré la pared celular de la hifa con un
grosor de = 400 nm (fig. 61-B), es decir el doble del observado en N. crassa sin

tratar.

200 nm

Figura 61: Fotografias obtenidas por MET (8000x) de la pared celular de N. crassa control (A) y
tratada con Fitolacéside B (B). La escala representa 1 um.

Considerando que estudios previos han informado que un depdésito anormal de
quitina produce un debilitamiento de la pared y una inmediata interrupcion del
crecimiento (Roncero y col., 1985), los resultados obtenidos en los tres ensayos

anteriores sugerian que la activacion directa de quitin-sintasa con el consecuente
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aumento de quitina podria ser el mecanismo por el cual Fitolacosido B ejerceria su
efecto antifungico.

Sin embargo, dado que una alteracion de las membranas fungicas puede
también desencadenar la hiperproduccion de quitina y crecimiento fangico anormal
(Yoshida, 1988; Georgopapadakou y col.; 1988; Morrissey y col., 1999; Phillip y col.,
2001), decidimos estudiar si el aumento de quitina producido por Fitolacésido B se
debia a un efecto directo sobre quitin-sintasa o también respondia a un efecto
indirecto sobre membrana, ya que quitin-sintasa es una enzima unida a la
membrana fungica y cualquier alteracion de esta Gltima podria activar a quitin-sintasa
y producir un aumento de quitina (Georgopapadakou y col.; 1988).

Es sabido que algunas saponinas interactian con componentes de la
membrana flingica alterando su composicion y su funcién. Las interacciones mas
comunmente descriptas son la formacion de complejos con el ergosterol 6 la
extraccion del mismo de las membranas flingicas. El resultado de dicha interaccion
puede ser la destruccion de la membrana con muerte celular 6 un cambio en la
estructura de la misma que llevaria a una modificacion de la permeabilidad y otros
efectos bioldgicos especificos. Sin embargo, esta interaccién con el ergosterol no la
muestran todas las saponinas ya que dependera fuertemente de su estructura
molecular y de su concentracion (Yoshida, 1988; Georgopapadakouy col.; 1988;
Morrissey y col., 1999; Phillip y col., 2001).

Para determinar si un compuesto actia como antifungico uniéndose al
ergosterol, utilizamos el Ensayo del Efecto del Ergosterol que se explica a

continuacion.
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11.6.1.3- Ensayos que tienen como blanco la membrano celular fungica
111.6.1.3.1- Ensayo del efecto del Ergosterol

El ensayo consiste en determinar la CIM de un compuesto frente a levaduras
con y sin agregado de ergosterol exégeno por el método de dilucion en caldo. En el
caso de que el compuesto tenga como mecanismo de accion la unién al ergosterol, la
CIM del compuesto serd mucho mas alta en presencia de ergosterol que en su

ausencia (Lee y col., 1999).

- Resultado del efecto de Ergosterol con Fitolacésido B.

En este ensayo, se determiné la CIM del Fitolacésido B frente a S. cerevisiae
en ausencia y en presencia de cantidades crecientes de ergosterol exégeno (50-200
png/ml). Como control positivo se usé Anfotericina B, ya que como dijimos previamente
es un antifiingico que actua a través de la unién al ergosterol.

Nuestros resultados mostraron que la CIM de Anfotericina B frente a S.
cerevisiae aumento con el agregado de ergosterol llegando a ser 4 veces mayor en
presencia de 200 pg/ml de ergosterol que en su ausencia (1,5 pg/ml—6 pg/mi) (fig. 62
y 63). En contraste, la CIM de Fitolacdsido B frente a S. cerevisiae (100 pg/ml) no fue

alterada por la presencia de ergosterol (hasta 200 pg/ml).
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Figura 62: Efecto de 50-200 pg/ml de ergosterol sobre las concentraciones inhibitorias minimas (CIM)
de Fitolacosido B y Anfotericina B frente a S. cerevisiae (ATCC 9279).
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Para corroborar los resultados obtenidos, realizamos un nuevo ensayo:

111.6.1.3.2- Ensayo de unién al ergosterol medido por espectroscopia UV

Este ensayo se basa en estudios previos que mostraron que el agregado de
esteroles a soluciones acuosas 6 alcohdlicas de compuestos que tiene la capacidad
de unirse a los esteroles (Anfotericina B, Nistatina, Filipina), produce una alteracion
grande en el espectro de absorcion ultravioleta de los mismos (Norman y col., 1972a;

1972b; Gruda y col., 1980).

-Resultados del ensayo de unién de Fitolacésido B y ergosterol medido por
espectroscopia UV

Realizamos los espectros de UV de ergosterol y Fitolacésido B puros y de
mezclas de ellos, con el propdsito de observar si a concentraciones a las cuales
Fitolacésido B inhibia el crecimiento flngico, se producian picos diferentes de los de
cada uno de los componentes de la mezcla (Norman y col., 1972a; 1972b).

Se determind en primer lugar el rango de concentraciones en que ergosterol y
Fitolacosido B cumplian la Ley de Lambert & Beer determinando que ergosterol
mostraba linealidad entre las concentraciones 21,26 y 63 uM (fig. 64-a y b) y
Fitolacésido B entre las concentraciones 37,5 y 301 uM (fig. 65-a y b).

Figura 64: Espectros UV de ergosterol a diferentes concentraciones (21,26-63 uM) en EtOH de 50°
(a) y su respectiva curva de calibracién a Amax = 281 nm (b).
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Figura 65: Espectros UV de Fitolacdsido B a diferentes concentraciones (37,5-301,2 uM) en EtOH 50°
(a) y su respectiva curva de calibracién a Anax = 281 nm (b).

b)  os

Absorbancia
Absorbancia
a
@

Se probaron mezclas de soluciones hidroalcohdlicas de ergosterol comercial y
de Fitolacosido B, a distintas concentraciones finales de ergosterol: 23-27 uM (11,5-
13,5 ug/ml) y a una concentracion fija de Fitolacésido B: 37,5 uM (25 pg/ml). Con las
soluciones de los testigos y las mezclas obtuvimos los espectros UV que se

muestran en la figura 66.

Figura 66: Espectros UV de las soluciones hidroalcohdlicas de ergosterol puro, Fitolacosido B puro y
de las mezclas Ergosterol-Fitolacdsido B .
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El espectro UV de ergosterol presenté dos picos de absorcién caracteristicos:
Amax 2?0 y 281 nm, mientras que el de Fitolacdsido B no presentd ningln pico
caracteristico entre 220 y 360 nm.

Las mezclas mostraron los mismos picos de absorcion que el testigo de
ergosterol sugiriendo que en las condiciones de este ensayo no habia interaccion
entre Fitolacdsido B y ergosterol, resultado que concordaba con el ensayo de union al
ergosterol (paginas 130-131).

Finalmente, realizamos un ensayo para estudiar la pérdida de elementos
intracelulares de los hongos producida por Fitolacosido B, lo que nos daria idea de si
Fitolacésido B, a pesar de no unirse al ergosterol tenia capacidad de alterar ia

membrana flngica.

111.6.1.3.3- Ensayo de pérdida de componentes intracelulares

Este ensayo, conocido por su nombre en inglés Cellular Leakage Effect (Lunde
y col.,, 2000), se fundamenta en medir a 260 nm los componentes intracelulares
liberados al medio por levaduras, cuando son tratadas con compuestos antifingicos.
Los componentes intracelulares que absorben a 260 nm son principalmente acidos
nucleicos (adenina, timina, guanina citosina y uracilo) (fig. 67-a, tabla 21) y

aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina, fenilalanina) (fig. 67-b, tabla 22).

Figura 67-a: Bandas de absorcién caracteristicas de los acidos nucieicos.

Tabla 21: A\, v coeficientes de absortividad molar
(g) de los acidos nucleicos.

Adenina | Guanina Citosina Uracilo

Amax 260,5 2755 267,0 259,5

ex10°
(M em™) 13,4 8,1 6,1 8,2
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Figura 67-b: Bandas de absorcion caracteristicas de algunos aminoacidos aromaticos.
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Tabla 22: A, y coeficientes de absortividad molar (g) de
algunos aminoacidos.

Triptofano Tirosina Fenilalanina
- — 210y 280 274 257
ex10°
(M'cm™)| 47,0y 5,6 1,4 0,2

- Resultados del ensayo de pérdida de componentes intracelulares con Fitolacésido B

Para realizar el ensayo, se trataron células de S. cerevisiae con dos

concentraciones diferentes (CFM y 4xCFM), de Fitolacésido B utiizandose como

control positivo el detergente dodecil-sulfato de sodio (SDS) al 0,2% que produce la

pérdida del 100% de componentes intracelulares (fig. 68). Se us6 DMSO como

control negativo. La figura 68 muestra la pérdida de componentes intracelulares de S.

cerevisiae producida por Fitolacésido B durante un periodo de 48 horas.

Figura 68: Pérdida de componentes intracelulares de S. cerevisiae producida por Fitolacésido B a sus
respectivas CFM y 4xCFM. SDS al 2% y DMSO fueron usados como control positivo y negativo

respectivamente.
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Los resultados mostraron que Fitolacésido B producia una pérdida de los
componentes intracelulares de S. cerevisiae de 37,5% a 100 pg/ml (CIM) y del 50% a

400 pg/ml (4xCIM) a las 48 h.

Si bien los ensayos del efecto del ergosterol y medidas de espectroscopia UV
indicaban que Fitolacosido B no se unia al ergosterol, los resultados obtenidos en el
ensayo de Pérdida de Componentes Intracelulares indicaban que habia una
alteracion de la membrana flngica por efecto de Fitolacosido B. Este efecto podria
explicarse considerando que Fitolacésido B, por su caracter anfifilico, podria penetrar
dentro de la membrana € interaccionar con otros componentes diferentes de
ergosterol (fosfolipidos por ejemplo), produciendo alteraciones en la misma que se
podrian traducir en una modificacion de la permeabilidad y en la pérdida parcial de
sus componentes intracelulares. Este cambio en la composicion de la membrana

podria generar la activacion de quitin-sintasa con el consiguiente aumento de quitina.

De todos los resultados obtenidos podemos sugerir que Fitolacdsido B podria

actuar como antifungico a través de los siguientes mecanismos de accion:

1) activacion directa de la enzima quitin-sintasa y aumento de quitina en pared, lo
cual interrumpiria el crecimiento fingico con la posterior muerte celular;
2) alteracion de la membrana fungica que conduciria a la pérdida parcial de

elementos intracelulares vitales y que podria activar también a la enzima quitin-
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sintasa unida a la membrana, con el consiguiente aumento de quitina que,
como dijimos arriba, interrumpiria el crecimiento del hongo con la posterior

muerte celular.
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l1l.7- Estudios de Toxicidad de Fitolacosido B
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11.7.1- Estudios de Toxicidad de Fitolacésido B en células humanas
La toxicidad del Fitolacésido B en células humanas fue probada utilizando
los siguientes ensayos:
1) Capacidad de hemodlisis de Glébulos Rojos Humanos (GRH).

2) Citotoxicidad frente a distintas lineas tumorales humanas.

1ll.7.1.1- Determinacion de la actividad hemolitica

Muchas saponinas han mostrado tener capacidad de lisar glébulos rojos,
aunque esta actividad varia mucho dependiendo del tipo de aglicona y de la
cantidad de azlcares que poseen (Sparg y col., 2004).

Por sus propiedades hemoliticas, una saponina puede ser toxica para el
humano cuando es administrada por via parenteral. Es por éso que conocer la
concentracion de la misma necesaria para producir la hemdlisis total de
eritrocitos, es un buen indicador de su toxicidad para humanos y constituye un
ensayo indispensable para evaluarla.

Una saponina biolégicamente activa que no muestre propiedades
hemoliticas a la concentracién en la que ejerce su actividad biolégica, sugiere con
alta probabilidad que no seré tdxica para el humano a las dosis terapéuticas.

Es de hacer notar que las saponinas son inocuas por via oral. Muchos de
los alimentos que se ingieren a diario, contienen gran cantidad de saponinas

(Dewick, 2002).

111.7.1.1.1- Actividad hemolitica de Fitolacosido B
La capacidad hemolitica de Fitolacésido B sobre las membranas de GRH

se estudié a concentraciones entre 25-125 pg/ml (rango de CIM frente al panel de
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hongos utilizados en este trabajo), a 30, 60 y 120 minutos. Concentraciones
crecientes de Fitolacosido B se pusieron en contacto con cantidades fijas de GRH
de acuerdo con Materiales y Métodos. Se determiné la Concentracion Litica 100
(CL1oo), es decir la menor concentracion de compuesto que produjo la lisis
completa de los eritrocitos.

Como control positivo se utilizé Anfotericina B a concentraciones entre 0,3-
50 pg/ml (Lee y col., 1998).

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 23.

Tabla 23: Propiedades hemoliticas de Fitolacésido B y de Anfotericina B expresadas como
concentracion litica 100 (CL4qo) €n nug/ml.

Tiempo de incubacion CL1oo (ng/ml) CL10o0 (ng/ml)
(min.) Fitolacésido B Anfotericina B
30 >125 50
60 >125 25
120 >125 12,5

Los resultados mostraron que Fitolacdésido B no presentd actividad
hemolitica a concentraciones menores 6 iguales a 125 pg/ml, concentraciones a
las cuales si mostré actividad antifingica. Anfotericina B mostré actividad
hemolitica a concentraciones 12,5-50 pg/ml, las cuales estaban dentro de sus
valores de CIM frente a dos de los hongos probados T. rubrum (CIM 25 pg/ml) y

M. canis (50 pg/ml).

l11.7.1.2- Actividad citotoxica
El estudio de citotoxicidad fue realizado de acuerdo con la metodologia

utilizada por el Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (National Cancer

137



Resultados y Discusion

Institute, NCI-USA) (Skehan y col., 1990; Boyd, 1995; Monks y col, 1991),
utilizando siete lineas tumorales humanas: UACC.62 (melanoma), MCF.7 (mama),
NCI.460 (pulmon), OVCAR (ovario), PC0.3 (préstata), C786.0 (rinén) y NCI.ADR*
(linea celular de mama que expresa un fenotipo de resistencia a multiples drogas).
En el ensayo, las células tratadas con distintas concentraciones del
compuesto en estudio y las células control, son tefiidas con sulforrodamina B
(SRB), colorante que ha demostrado la mejor combinacién entre intensidad de
color y numero de células, midiéndose sus valores de absorbancia a 560 nm
(Skehan y col., 1990). El % relativo de crecimiento celular se determina utilizando

la siguiente ecuacion:

(Abs. Cél. Tratadas 48hs — Abs. Cél. Ttadas 0h) x 100
(Abs. Cél. Control 48hs — Abs. Cél. Control Oh)

% crecimiento celular =

Con los resultados obtenidos se construyen graficos que relacionan % de
crecimiento celular con las concentraciones de la sustancia probada. Los
porcentajes de crecimiento que figuran debajo de la linea cero significan muerte
celular (actividad citocida); los que figuran por encima de dicha linea corresponden
a la inhibicion del crecimiento (actividad citostatica).

Algunos ejemplos de los graficos resultantes se muestran en la figura 69.
Esta figura ilustra tres situaciones: en (A) el compuesto probado no tuvo ningun
efecto sobre el crecimiento o viabilidad de la linea celular; en (B) el compuesto
probado soélo tuvo actividad citostatica con 0-5 % de crecimiento celular; en (C) el
compuesto probado tuvo actividad citotéxica con [-60] % de crecimiento celular (=

60 % de muerte celular).
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Para determinar la citotoxicidad se preparan diluciones del compuesto
desde 0,25 a 100 pg/ml. Se considera citotoxico un compuesto que a 100 pg/ml
produce mas del 50 % de muerte celular en al menos tres lineas de células
humanas. Este ensayo permite también determinar la concentracién a la cual el

compuesto produce el 50 % de muerte celular [-50%)] (ICsp).

Figura 69: Curvas de % de crecimiento celular—concentracién obtenidas de un ensayo hipotético
de actividad citotéxica hasta 100 pg/ml. (A) El compuesto prueba no muestra ningun efecto sobre
el crecimiento o viabilidad de la linea celular; (B) el compuesto prueba sélo muestra actividad
citostatica (0-5 % de crecimiento celular); (C) el compuesto prueba muestra el 50 % actividad
citotoxica [-50 %] (ICso) @ 100 pg/ml.

A) % Crecimiento Celular B) % Crecimiento Celular
100---“ 100
0 0
25 50 75 100 Concentracion (ug/ml) 25 50 75 100 Concentracién (ug/ml)
B0 e e =SB0
-100; -100

C) % Crecimiento Celular
100

25 50 75 \100 Concentracién (ng/ml)

-100 -

111.7.1.2.1- Determinacion de la actividad citotdxica de Fitolacdsido B

139



Resultados y Discusion

11.8- Estudios Morfo-anatémico e Histoquimico de

Phytolacca tetramera
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I1.8- Estudio morfo-anatémico e histoquimico de Phytolacca tetramera
Haumann

La OMS recomienda que para toda especie vegetal con propiedades
medicinales, los estudios de actividad deben estar acompafiados por una descripcion
macroscopica y micrografica de la planta (WHO, 1998), con el propésito de que la
misma esté perfectamente identificada y asegurado su grado de pureza para su
utilizacion posterior. También se piden reacciones histoquimicas para la localizacion
de sus principios activos.

Esto cobra un interés particular en el caso de plantas endémicas y debe
realizarse con urgencia para las especies en riesgo de extincion como es el caso de

P. tetramera.

111.8.1- Estudio morfo-anatémico
Este estudio se realizd teniendo como base la ultima revision de las
Phytolaccaceae de Argentina (Guaglianone, 1999) y el estudio anatomico del

vastago aéreo de las especies de Phyfolacca argentinas (Gattuso, 1996).

111.8.1.1- Morfologia externa
Es un subarbusto dioico, rizomatoso, con un complicado y difuso sistema
subterraneo (geofilo) del que emergen numerosos vastagos densamente foliados de

0,40 a 1,00 m de altura.

» Rizomas
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Sus rizomas (sin raices) miden 0,25 a 1,50 m de largo por 1 a 2,5 cm de

diametro (fig. 71), horizontales y algunos verticales provistos de catafilos y yemas.

Figura 71: Rizoma sin raices de P. tetramera

e Raiz
La raiz principal, de mas de 75 cm de longitud por 12 cm de diametro, y otras

raices de menor desarrollo, se originan a partir de un grueso Xxilopodio (fig. 72), el

cual posee lenticelas.

Figura 72: Xilopodio de P. teframera mostrando los entrenudos y las delgadas raices
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e Partes aéreas

Posee vastagos aéreos de 1,5 a 2 cm de didmetro en la base, con ramas
laterales mas o menos desarrolladas en casi todos los nudos. Las hojas son
largamente lanceloladas, espatuladas, las mas jovenes subespatuladas, de apice
obtuso con pequefio diente o mucrén, coriaceas subcarnosas, verde claro de 10 a 20
cm de longitud y de 1,5 a 5 cm de ancho (fig. 73). Son levemente emarginadas,
atenuadas hacia la base y se prolongan en el peciolo. Se presentan con un peciolo
craso de 1 a 3 cm de longitud; nervio medio y laterales blanquecinos y bien

marcados. Yemas multiples, por lo menos 2 seriales

Figura 73: Hoja de P. tetramera

Esta hoja no
tiene mucrén

¢ Inflorescencia
Racimos simples, el superior terminal y los demas axilares o terminales sobre

ramas laterales. Los racimos llevan 3 6 4 catafilos en la base.

e Flores
Flores con raquis anguloso, casi sésiles, con un perigonio de 4 tépalos
(tetramera) fuertemente concavos, margen hialino; de ellos el mas angosto ocupa

una porcion inferior y exterior respecto de los restantes. Las flores masculinas tienen
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12-15 estambres exertos, irregularmente dispuestos en dos ciclos, de los cuales el
interno madura primero. Pistiloide de 2 a 3 carpelos desiguales sobre un grueso
disco basal. Las flores femeninas tienen un gineceo formado por 6 a 9 carpelos, mas
o menos unidos cerca de la base, con 8-12 estigmas, ligeramente papiloso. Se

observa la presencia de disco nectarifero.

e Fruto
El fruto es una baya carnosa multiple, ligeramente compresa y deprimida, de
10 mm de longitud y 8,5 mm de lat., verdoso-amarillenta (fig. 74-A) y marrén al

desecar (fig. 74-B). Presentan 6-9 costillas.

Figura 74: Frutos de P. teframera (bayas) antes del proceso de secado (a), y luego de secar (b)

e Semillas
Una semilla por carpelo, de 3 a 3,2 mm de longitud y 3 mm de lat,
comprimida, lisa, brillante y negra; cubierta por una capa membranacea, verde clara,

con nervios marcados.
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111.8.1.1.1- Estudio morfoloégico comparativo de P. tetramera con otras especies
argentinas del género Phytolacca.
En el cuadro | pueden observarse las caracteristicas morfologicas de P. teframera

en comparacion con el resto de las Phytolacca spp. de Argentina.

El cuadro | mostré los siguientes elementos sustanciales para identificar y
diferenciar de otras especies argentinas de Phytolacca a P. tetramera:

- es un subarbusto al igual que P. bogotensis, P. rivinoides y P. americana, a
diferencia de P. dioica que es un arbol,

- es dioico como P. dioca, a diferencia del resto de las especies argentinas de
Phytolacca que son hermafroditas;

- es la unica especie que presenta un xilopodio con raices y un rizoma, a
diferencia de las demas que no los tienen;

- su flor presenta 4 tépalos, mientras que las especies restantes tienen 5 o 6.
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[11.8.1.2- Anatomia de los distintos 6rganos de P. tetramera

e Estructura foliar

La arquitectura foliar es cerrada, pinada, camptédroma, broquidédroma. Muestra
una venacion ultima marginal incompleta con vénulas ramificadas dos y tres veces.
Las venulas estan constituidas por traqueidas prosenquimaticas en numero de 3 a 5
dispuestas paralelamente, dando un aspecto dilatado a las terminaciones vasculares.

La epidermis de la lamina en vista superficial muestra células isodiamétricas
poligonales, algo papilosas, de contorno recto, los estomas son anomociticos
grandes con 5 a 6 ceélulas de contacto. La epidermis abaxial presenta iguales
caracteristicas que la adaxial pero constituida por células mas chicas y mayor
numero de estomas. La hoja resulta anfiestomatica.

La lamina en corte transversal (fig. 75-A) muestra la epidermis uniestratificada
con células aplanadas tangencialmente y los estomas estan a nivel en ambas
epidermis. El mesofilo es generalmente de estructura dorsiventral, a veces isolateral.
Junto a la epidermis adaxial encontramos de 2 a 3 hileras de células de parénquima
en‘empalizada. O_casionalmente junto a la epidermis abaxial se observa una hilera de
células de parénguima en empalizada, el parénquima esponjoso se halla poco
desarrollado (fig. 75-B). El nervio medio esta constituido por un haz coiateral abierto,
grande, de posicion central y dos haces pequefios de posicion lateral. A la altura del
nervio medio y en posicion subepidérmica encontramos de 3 a 4 capas de

colénquima angular. El peciolo en corte transversal es de contorno plano convexo.
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La epidermis es uniestratificada con estomas. El colénquima angular ocupa
todo el contorno. El nervio medio esta constituido por 3 haces colaterales abiertos,

acompanado por 2 haces menores a cada lado (fig. 75-A).

e [Estructura caulinar

-Estructura primaria de tallo

El tallo en corte transversal en la zona media del primer o segundo entrenudo
muestra una estructura primaria completamente desarrollada presentando una
epidermis uniestratificada con células aplanadas y estomas. La corteza esta
constituida por seis capas de células de colénquima de tipo angular y parénquima
cortical clorofiliano dispuesto en ocho capas de células. En la médula los haces
colaterales abiertos se disponen en circulo (euestela). En el parénguima se observan
idioblastos con rafides de oxalato de calcio. En los vasos xilematicos no se observan

microcristales de oxalato de calcio.

-Estructura secundaria de tallo y rizoma

La base de los tallos y los rizomas presentan estructura inusual. En corte
transversal (fig. 75-C) se puede observar un fino suber, cuyo felégeno es de origen
subepidérmico. El colénquima es de tipo angular y se dispone en 6 a 8 estratos
celulares. El parénquima cortical consta de 2 a 5 capas de células. El escleréenquima
compuesto constituye un anillo discontinuo por fuera del floema. ElI cambium
fascicular e interfascicular es de actividad reducida (fig. 75-D). En la periferia del
floema aparece el primer cambium supernumerario; éste adopta la forma de arco,

luego se extiende lateralmente y completa el anillo cambial, el que produce
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centripetamente elementos del xilema y en forma centrifuga da origen a
elementos del floema y escaso parénquima celulésico. En la base de los tallos se
diferencian dos 0 tres cambia supernumerarios, mientras que en los rizomas se
diferencian un numero elevado de cambia supernumerarios dependiendo del
diametro del mismo. En el xilema, la porosidad es difusa. Los vasos xilematicos se
disponen en series radiales cortas y solitarias, con parénquima paratraqueal
vasicéntrico. En el corte longitudinal tangencial se observa la estructura no
estratificada. Los radios parenquimaticos muestran de 2 a 4 series de células
(angostos) y de 12 a 20 celulas de alto. La médula es entera, sin haces medulares.
El rizoma presenta estructura inusual muy desarrollada.

El material disociado muestra elementos vasales que carecen de apéndices,
con puntuaciones areoladas dispuestas en forma alterna. La placa de perforacion
es simple y oblicua; tambien se observan algunas traqueidas, fibras libriformes

fuertemente engrosadas y células del paréngquima axial disyunto.

» Estructura radical
La estructura primaria tiene 4 polos de xilema, rapidamente superada por el
inicio de la estructuracion secundaria. El xilema vy floema secundarios no forman un
anillo completo sino que se hallan interpuestos por parénquima acuifero (fig. 75-E).
Esta estructura secundaria limita su desarrollo constituyéndose a continuaciéon una
estructura secundaria inusual, poco desarrollada, por la aparicibn de cambia

supernumerarios que se originan en el parénquima del ultimo floema diferenciado.
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Los cambia supernumerarios se dividen y diferencian en forma bidireccional
dando xilema secundario hacia adentro y floema secundario hacia fuera (fig. 75-F).
En la zona cortical de la raiz se observa un suber pluriestratificado con 5-6

capas de células de paredes delgadas, sin engrosar.

» Fruto
La seccion transversal muestra un epicarpo uniestratificado (fig. 76-A),
fuertemente cutinizado; continta una hilera de colénquima de paredes poco
engrosadas. El mesocarpo consiste en células grandes de parénquima de paredes
delgadas presentando espacios intercelulares. El endocarpo es uniestratificado y se

confirma su adherencia a la semilla (fig. 76-B).

e Semilla

La semilla deriva de un o6vulo anacampilétropo, compreso, saco embrionario
curvado vy periferico con respecto al nucelo. La parte micropilar es corta,
extendiéndose hacia fuera sobre el hilio, el cual ocupa un area deprimida en el
extremo de la semilla. La seccién de la semilla (fig. 76-C) muestra la testa con dos
regiones bien delimitadas. La mas externa posee células estrechas y largas de color
marrén oscuro. Esta capa de células muertas es muy dura y brillante por la presencia
de silicato de calcio en la pared celular. La testa restante consiste en varias hileras
de células de parénquima, comprimidas tangencialmente, de color oscuro brillante.
Todo el endosperma celular que rodea al embridén tempranamente, desaparece en el
proceso de desarrrollo excepto en la porcion terminal del hipocoétile (fig. 76-D). Esta

porcién que presenta 6 hileras de células sobre la parte terminal del embrion,
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gradualmente disminuye a una célula en grosor. Las células del endosperma tienen
paredes finas conteniendo granos de almidén. La nucela, limitada por el embrion
maduro, se encuentra representada por células de parénquima que, a la madurez,

constituye el perisperma de la semilla.
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Figura 75: Phyfolacca tetramera Hauman. Anatomia del cormmo. A, representacién

esquematica del transcorte del limbo foliar; B, detalle de lo indicado en A; C, representacion

esquematica del transcorte del tallo basal con esructura secundaria inusual; D, detalle de lo

indicado en C; E, representacion esquematica del transcorte de raiz mostrando el inicio de

la estructura secundaria inusual; F, detalle de lo indicado en E. cf, cambium felogénico; ci,

cambium inisual; f, floema secundario; i, idioblasto de oxalato de calcio; s, stber; x, xilema
- secundario. Las reglillas corresponden, 1aD;2aA,C,E;3aB, E



Figura 76: Phytolacca tetramera Hauman. Fruto y semilla. A, exomorfologia del fruto; B,
fruto, representacion esquematica de la seccién longitudinal de dos hojas carpelares, cada
carpelo contiene una semilla; C, semilla, representacion esquemética de la seccidn
longitidunal conteniendo al embridn, e; D, fruto y semilla detalle en transcorte; E,
endosperma; F, fruto: ep, epicarpo; m mesocarpo; end, endocarpo. S, semilla: teg,
tegumento externo; p, parénquima; ti, tegumento interno; pe, perisperma. La reglilla

* corresponde a D y E.
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[11.8.1.2.1- Estudio anatémico comparativo de P. tetramera con el resto de las

especies del género Phytolacca que crecen en Argentina

En el cuadro |l pueden observarse las caracteristicas anatdmicas de las

especies de Phytolacca que crecen en Argentina. El mismo permite establecer

semejanzas y diferencias entre ellas:

P. tetramera presenta un parénquima floematico celuldsico al igual que el
resto de las Phytolacca, excepto P. rivinoides que muestra un parénquima
floematico lignificado;

en P. teframera como en las demas especies de Phytolacca, los haces
medulares estan ausentes mientras que la médula de P. dioica si tiene haces
medulares;

el floema secundario de P. teframera estd acomparado por escasa cantidad
de parénquima, a diferencia de P. americana cuyo floema secundario esta
acompanado por gran cantidad de parénquima;

los radios parenquimaticos de P. tetramera, P. dioica, P. rivinoides y P.
americana son angostos a diferencia de P. bogotensis que muestra radios
parengquimaticos anchos;

P. teframera es la unica especie que presenta terminaciones vasculares con
traqueidas prosenquimaticas dispuestas en series paralelas. Las demas

especies del género no presentan esta disposicién.

Este trabajo es de gran utilidad para la taxonomia de las especies del género

Phytolacca existentes en Argentina.
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Resultados y Discusion

111.8.1.3- Localizacién histoquimica de saponinas

En los cortes de los distintos érganos utilizados para estudiar la anatomia, se
realizaron las reacciones histoquimicas para poner en evidencia a las saponinas. Se
utilizo p-anisaldehido sulfurico para localizar a las saponinas que se muestran de
color azul-violaceo luego de la reaccion (Wagner y col, 1984). Los resultados fueron:
negati\{o en tallos, rizomas y raices; levemente positivo en hojas y marcadamente
positivo en el mesocarpo del fruto (fig. 77-A) y en el perisperma de la semilla (fig. 77-

B).

11.8.1.3.1- Histoquimica de P. teframera comparada con la del resto de las
especies del género Phytolacca que crecen en Argentina
De los estudios histoquimicos realizados surge que:

e no existen saponinas en raices, rizomas ni tallos de P. tetramera; a diferencia
de P. americana en cuyas raices se encontraron saponinas (Kang y col,
1987);

» las hojas de P. tetramera dieron reaccion levemente positiva para saponinas,
mientras que esta misma reaccion resultd fuertemente positiva en frutos y
semillas. P. dioica, P. bogotensis, P. rivinoides y P. americana también
contienen saponinas en sus hojas (Dominguez, 1928; Parkhurst, 1973;
Nielsen, 1995), pero nunca se ha descripto la presencia de saponinas en sus

frutos o semillas.
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Es importante destacar que este es el primer trabajo que describe
histoquimicamente la presencia y localizacion de saponinas en frutos y semillas de

una especie del género Phytolacca.
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Figura 77: Phytolacca tetramera Hauman. ldentificacion histoquimica de saponinas en
fruto y semilla. A, localizacion en el mesocarpo del fruto; B, localizacion en el perisperma de

la semilla. m, mesocarpo; pe, perisperma; s, septo del fruto; ts, tegumento seminal. Las
reglillas corresponden a 25 pm.



CAPITULO IV

RESUMEN Y CONCLUSIONES
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IV- Resumen y Conclusiones

A través de un relevamiento de plantas argentinas utilizadas en la medicina
popular para dolencias relacionadas con infecciones flngicas en humanos,
seleccionamos una serie de especies pertenecientes a las familias Phytolaccaceae
y Acanthaceae para la evaluacion de actividad antifungica frente un panel de
hongos oportunistas patégenos para el hombre estandarizados de ATCC (EEUU) y
aislados clinicos de CEREMIC (UNR). Agregamos a esta lista, un grupo de plantas
seleccionadas al azar que no tenian estudios previos.

| De las especies probadas, Phytolacca tetramera, una especie endémica de
Argentina en serio riesgo de extincién y sin ningln estudio previo, resultd la
especie mas activa.

De todos los érganos de esta planta, el fruto conteniendo a la semilla,
mostré la mejor actividad, por lo que la elegimos para continuar su estudio. El
fraccionamiento bioguiado del extracto metandlico crudo de frutos de P. tetramera,
permitio el aislamiento de tres saponinas, Fitolacdsido B = [3-O-(B-D-xilopiranosil)-
fitolacageninal, E =[3-0-(B-D-glucopiranosil-(1—4)-p-D-xilopiranosil) fitolacagenina]
y una 32 saponina con tres azlcares, cuya elucidacion estructural no pudo ser
realizada con los elementos con que podiamos contar en Argentina. Para la
elucidacién estructural inequivoca de la 3% saponina, que result6 ser Fitolacésido F
= {3-O-[a-L-ramnopiranosil - (1—2)B- D - glucopiranosil - (1-2)p- D - xilopiranosil}-
acido fitolacagénico} fue necesario utilizar un aparato de RMN de alta resolucion

(700 Mz, Univ. Cattolica Sacro Cuore, Roma), con el que se hicieron espectros de
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RMN 'H, RMN ™C en una dimensién y una serie de espectros en dos
dimensiones: HMQC, HMBC, TOCSY y ROESY.

Fitolacésido B, que se aislé de los frutos en un porcentaje (0,51 %) muy
superior al de P. americana (0,013 %) (Suga y col., 1978), fue el compuesto mas
activo como antifingico, con valores de CIM entre 25ug/mly 125 pg/ml frente a un
panel de 12 hongos oportunistas patogénicos para el humano. Ademas de su
capacidad fungistatica, Fitolacésido B mostré ser fungicida a concentraciones
entre 75-300 pg/ml.

La hidrolisis, metilacion y permetilacion de fitolacdsido B nos permitid
obtener Fitolacagenina (35), el 28-Me-Fitolacésido B (36) y el derivado permetilado
(37) los cuales no mostraron actividad hasta 250 pug/ml.

Para orientarnos en el posible mecanismo de accién de Fitolacédsido B,
observamos el efecto que éste produjo sobre la morfologia fungica, dado que se
conoce que los cambios en la morfologia de los hongos pueden sugerir el posible
blanco o0 modo de accién de un agente antifingico (Frosty col., 1995).

La semejanza de las malformaciones producidas por Fitolacdsido B,
(observadas por microscopia optica y corroboradas por MEB) con la producida por
compuestos que inhibian la sintesis de los polimeros de la pared flngica, hicieron
pensar que el blanco de accion de este compuesto, era la pared del hongo. Sin
embargo, el agregado de un estabilizador osmotico (éorbitol) no mostré un efecto
de proteccion a las células fungicas tal como la que se produce cuando la célula
fungica tiene alterada su pared. Para dilucidar esta aparente contradiccion, se

probd si Fitolacésido B inhibfa (1,3)p-glucan sintasa y/6 quitin sintasa, enzimas
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que catalizan la sintesis de los principales polimeros de la pared, (1,3)B-glucano y
quitina respectivamente.

Los resultados mostraron que Fitolacésido B no inhibia (1,3)B-glucan
sintasa y sorprendentemente  activaba quitin  sintasa, produciendo
aproximadamente un 85 % de aumento de quitina con respecto al control. Esta
hiperproduccién de quitina fue corroborada con los ensayos de tincién con
Calcofluor y de Valoracién de Quitina donde Fitolacésido B produjo un incremento
de alrededor del 30 % en la concentracién de N-AcGlucosamina (unidades
constitutivas de quitina), respecto de las células control. También se observo un
incremento del 100% en el grosor de la pared celular fungica de N. crassa, por
microscopia electréonica de transmision (MET).

Esta activacion de quitin sintasa (con el consecuente aumento de quitina)
producida por Fitolacdsido B, podria ser el mecanismo a través del cual esta
saponina ejerce su efecto antifiingico, ya que, de acuerdo con Roncero y col.
(1985), un deposito anormal de quitina producira un debilitamiento de la pared y
una inmediata interrupcion del crecimiento fungico.

Sin embargo, teniendo en cuenta estudios previos que han demostrado que
una alteracion de las membranas fungicas puede desencadenar la
hiperproduccion de quitina y crecimiento flngico anormal (Yoshida, 1988;
Georgopapadakou y col.; 1988; Morrissey y col., 1999; Phillip y col.,, 2001),
decidimos estudiar si el aumento de quitina producido por Fitolacésido B se debia
no solo a un efecto directo sobre quitin-sintasa sino que respondia también a un

efecto indirecto sobre la membrana.
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Considerando que las interacciones mas comunmente descriptas para

saponinas incluyen la formacion de complejos con el ergosterol 6 la extraccion del

‘mismo de las membranas flngicas, estudiamos por dos métodos distintos (Ensayo

del Efecto del Ergosterol y medidas de UV) si Fitolacésido B se unia al ergosterol.
Los resultados mostraron que esta saponina no se uniria al ergosterol.

Sin embargo, dado que Fitolacosido B producia un 37,5 % de pérdida de
componentes celulares a concentraciones a las cuales ejerce su efecto antifingico
(CIMs), pareceria que este compuesto, a pesar de no unirse al ergosterol producia
una alteracion de las membranas flngicas. Este efecto podria explicarse
considerando que Fitolacosido B, por su caracter anfifilico, podria penetrar dentro
de la membrana é interaccionar con otros componentes diferentes de ergosterol
(fosfolipidos por ejemplo), produciendo alteraciones en la misma que se podrian
traducir en una modificacion de la permeabilidad y en la pérdida parcial de sus
componentes intracelulares. Este cambio en la composicion de la membrana
podria generar una activacion adicional de la quitin-sintasa, aumento de quitina y
posterior muerte del hongo.

Estos resultados y el hecho que Fitolacésido B no sea citotdxico frente a
siete lineas de células tumorales humanas hasta 100 pg/ml y que no produzca
hemolisis a concentraciones en las que presenta una interesante actividad
antifingica (CLM>CIM), nos lleva a pensar que Fitolacésido B podria ser utilizado
para estudios posteriores como una potencial droga antifingica.

Por dltimo, dado que Phytolacca tetramera es una fuente importante de
Fitolacosido B, y con la urgencia que da el hecho de que se trate de una planta en

riesgo de extincién, hemos realizado, siguiendo los lineamientos de la OMS, un
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estudio morfo-anatémico exhaustivo de las distintas partes de la planta
comparando sus caracteres con los de P. dioica, P. rivinoides, P. americana, y {2
bogotensis que son las otras especies del género Phytolacca que crecen en
Argentina.

La realizacién posterior de reacciones histoquimicas sobre los distintos
érganos de la planta, corroboré la localizacién de saponinas tanto en frutos como
en semillas, siendo ésta la primera vez que se describe histoquimicamente la

presencia de saponinas en semillas del género Phytolacca.

Todo este trabajo requiri6 de un enfoque multidisciplinario (Maciel y col.,
2002) ya que las plantas seleccionadas fueron evaluados por su contenido quimico
y por su actividad biolégica y una vez aislados sus principios activos y elucidadas
sus estructuras, se realizaron semisintesis de analogos, estudios de mecanismo
de accién y de toxicidad, incluyendo estudios morfo-anatémicos de la planta que
fueron comparados con los del resto de las especies del mismo género que crecen

en Argentina.
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V- Materiales y Métodos
V.1- General

Los espectros de RMN se realizaron en piridina-ds con TMS como estandar
interno en espectrémetros Bruker AMX 200 operando en 200 MHz (*H) y 50 MHz
(**C) [IQUIOS (CONICET-UNRY)], Varian Gemini 300 operando a 300 MHz ('H) y
75.5 MHz (*°C, Univ. de la Laguna, Tenerife), Bruker AMX 500 operando en 500
MHz ('H) y 125 MHz (**C, Univ. Cattolica Sacro Cuore, Roma) y en un
espectrometro Bruker 700 (Univ. di Roma “Tor Vergata”, Italia). Los espectros de
masa (EM) se realizaron en un espectrometro VG-ZAB-SEQ4F (FAB+) y en un
espectrometro DE-STR (MALDI, Univ. de California, Riverside). Los espectros IR
fueron obtenidos en un espectrometro BRUKER IFS 55 (FTIR). Las rotaciones
6pticas fueron medidas en un polarimetro Perkin Elmer 241 usando lampara de
sodio (A= 589 nm). Los espectros UV-V se realizaron en espectrofotometro
Beckman DU-600. Las determinaciones de PF fueron realizadas en un equipo
Electrothermal 9100.

Para CCD se utilizaron cromatofolios de Si gel 60 GF2s4 Merck. Para CC se
utilizé Si gel 60 H y Si gel 60 (0,040-0,063 mm) Merck. La concentracion de los
extractos organicos se realiz6 en un evaporador rotatorio Biichi R-205. La
liofilizacion de los extractos acuosos se realizé en un liofilizador Labconco Freeze

Dry Sistem 79340 (Freezone Plus 6).
V. 2- Material vegetal

-Phytolacca tetramera: El material fue recolectado en la Prov. de Buenos Aires,

Ptdo. Magdalena, camino a Juan Arditi, cruce ruta provincial n® 11, en marzo de
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1997 y febrero de 2003. Un ejemplar se encuentra depositado en el herbario de la

UNR (MG 134).

-Seguieria aculeata: E| material fue recolectado en Salta, Dpto. Oran, ruta 18 a Isla
de Canas (18 km al W de ruta 50), en marzo de 1996. Un ejemplar se encuentra

depositado en el herbario de la UNR (MG 119).

-Microtea scabrida: E| material fue recolectado en la Prov. de Entre Rios, Dpto.
Concordia, Nueva Escocia, en enero de 1996. Un ejemplar se encuentra

depositado en el herbario de la UNR (MG 131).

-Justicia gilliesi: EI material fue recolectado en San Luis, Depto. La Capital, San
Jerénimo, en marzo de 2001. Un ejemplar se encuentra depositado en el herbario
de la Universidad Nacional de San Luis (UNSL) (L.A. Del Vitto, E. Petenatti & M.

Petenatti 8988).

-Justicia tweediana: El material fue recolectado en San Luis, Depto. La Capital, El
Chorrillo, en noviembre de 2000. Un ejemplar se encuentra depositado en el

herbario de la UNSL (L.A. Del Vitto & E. Petenatti 7231).

-Justicia squarrosa: El material fue recolectado en San Luis, Dpto. Belgrano:
inmediaciones de la Villa de la Quebrada, en el lecho seco del rio homoénimo, en
abril de 2001. Un ejemplar se encuentra depositado en el Herbario de la UNSL

(L.A. Del Vitto & E. Petenatti 5070).

-Tripodanthus flagellaris: El material fue recolectado en San Luis, Dpto. La Capital:

inmediaciones de la ciudad de Juana Koslay, en abril de 2003. Un ejemplar se

168



Parte Experimental

encuentra depositado en el Herbario de la UNSL (L.A. Del Vitto & E. Petenatti

9244).

-Ayenia lingulata: El material fue recolectado en San Luis, Dpto. La Capital:
inmediaciones de la localidad de La Calera, en marzo de 2004. Un ejemplar se
encuentra depositado en el Herbario de la UNSL (L.A. Del Vitto & E. Petenatti

9251).

-Boopis anthenoides: El material fue recolectado en San Luis, Dpto. La Capital:
inmediaciones de la localidad de La Calera, en marzo de 2004. Un ejemplar se
encuentra depositado en el Herbario de la UNSL (L.A. Del Vitto & E. Petenatti

9253).

-Hysterionica jasionoides: El material fue recolectado en San Luis, Dpto. La
Capital: inmediaciones de la localidad de La Calera, en marzo de 2004. Un
ejemplar se encuentra depositado en el Herbario de la UNSL (L.A. Del Vitto & E.

Petenatti 9255).

-Thymophylla pentachaeta: El material fue recolectado en San Luis, Dpto.
Belgrano/Ayacucho: Sierra de las Quijadas en mayo de 2001. Un ejemplar se
encuentra depositado en el Herbario de la UNSL (L.A. Del Vitto & E. Petenatti

8999).

-Xeroaloysia ovatifolia: El material fue recolectado en San Luis, Dpto. La Capital:
inmediaciones de la localidad de La Calera, en marzo de 2004. Un ejemplar se
encuentra depositado en el Herbario de la UNSL (L.A. Del Vitto & E. Petenatti

9252).
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-Ehretia cuneifolia Gottschling & Hilger (antes conocida como Cortesia cuneifolia):
El material fue recolectado en San Luis, Dpto. La Capital/Belgrano: inmediaciones
de San Antonio en abril de 2003. Un ejemplar se encuentra depositado en el

Herbario de la UNSL (L.A. Del Vitto & E. Petenatti 9237).

-Flaveria bidentis: El material fue recolectado en San Luis, Dpto. La Capital:
inmediaciones de la ciudad de Juana Koslay, en abril de 2003. Un ejemplar se
encuentra depositado en el Herbario de la UNSL (L.A. Del Vitto & E. Petenatti

9238).

-Gnaphalium gaudichaudianum: El material fue recolectado en San Luis, Dpto. La
Capital: inmediaciones de la ciudad de Juana Koslay, en marzo de 2003. Un
ejemplar se encuentra depositado en el Herbario de la UNSL (L.A. Del Vitto & E.

Petenatti 9239).

-Schkuria pinnata: El material fue recolectado en San Luis, Dpto. La Capital:
inmediaciones de la ciudad de Juana Koslay, en abril de 2003. Un ejemplar se
encuentra depositado en el Herbario de la UNSL (L.A. Del Vitto & E. Petenatti

9240).

V.2.1- Preparacion de extractos crudos de partes aéreas de las plantas
seleccionadas

200 g de partes aéreas (tallos y hojas) secas y molidas de las especies
seleccionadas fueron macerados con MeOH (3 x 24 hs c/u) a 30 °C con agitaciéon
mecanica, obteniéndose las soluciones metandlicas respectivas la cuales por

filtracion y concentracion en rotavapor dieron un extracto metandlico crudo para
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cada una de las especies vegetales: P. tetramera (30,25 g), S. aculeata (16,86 g),
M. scabrida (14,25 @), J. gillesii (33,84 g), J. tweediana (24,82 g), J. squarrosa
(26,25 g), T. flagellaris (18,20 @), A. lingulata (10,28 g), B. anthenoides (31,15 g),
H. jasionoides (20,55 g), T. pentachaeta (19,25 g), V. ovatifolia (17,35 g), E.
cuneifolia (30,44 g), F. bidentis (18,75 @), G. gaudichaudianum (26,25 g), S.

pinnata (30,08 g).

V.2.2- Preparacion de extractos crudos de frutos y rizomas de P. tetramera
1000 g de frutos (con semilla) secos y molidos de P. teframera fueron
extraidos con MeOH (3 x 24 h c/u) por maceracién con agitacion a T ambiente.
Luego de su filtracién, las soluciones extractivas fueron reunidas y concentradas a
sequedad en rotavapor para dar un extracto metandlico crudo de 298,56 g.
1000 g de rizomas secos y molidos de P. fetramera fueron extraidos con
MeOH de la misma forma que se realizé con los frutos, obteniéndose 155,49 g de

extracto metandlico crudo.

V.2.3- Purificacion del extracto crudo de frutos de P. tetramera

El extracto crudo de frutos con semilla de P. fetramera fue redisuelto en
agua (H;0) y extraido con BuOH, obteniéndose una solucién acuosa que fue
liofilizada y dio 59,81 g de extracto acuoso y una solucién butandlica que fue
llevada a sequedad en evaporador rotatorio dando 135,756 g de extracto
butandlico. 29,26 g del mismo fueron tratados con Et;O produciéndose un
precipitado (20,26 g). 10 g del precipitado fueron sembrados en una CC de Si gel
60 (0,040 — 0,063 mm) (7 cm de diametro interno, 25 cm de alto, 500 g). La

columna fue sucesivamente eluida con solventes de polaridad creciente desde
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CHCI3:MeOH:H,0 (50:10:1) hasta MeOH:H,0 (70:30), seguida por CCD de Si gel
60 GF.s4 utilizando como reactivos reveladores Godin (1954) y p-anisaldehido
sulfarico (Wagner y col., 1984). Cada fraccién obtenida fue evaporada al vacio en
rotavapor y ensayada para actividad antifungica. Por repetidas columnas
cromatogréficas (Si gel 60 H) de las fracciones activas, obtuvimos tres saponinas
puras: Fitolacésido B (787,2 mg), Fitolacésido E (679,3 mg) y Fitolacésido F

(377,9 mg).

3-0-(B-D-xilopiranosil) fitolacagenina (Fitolacdsido B) (32). Fue identificado por
comparacién de sus datos fisicos y espectroscépicos previamente publicados en
la literatura (Woo y col., 1976). Sélido blanco. PF.: 266-267. [a]*° +59,19 (MeOH; ¢
0,250). FAB-MS m/z 687 [M+Na]". IR (v**", cm™): 3400 (OH); 1730 (COOMe);
1690 (COOH). Las sefiales mas caracteristicas RMN 'H (200 MHz, piridina-
ds/TMS) son: § 1,07 (3H, s, H-26); 1,22 (3H, s, H-29); 1,28 (3H, s, H-27); 1,36 (3H,
s, H-24); 1,58 (3H, s, H-25); 3,31 (1H, dd, J=13,6 y 3,7 Hz, H-18); 3,66 (3H, s,
OMe); 3,70 (1H, d, J = 10,9 Hz, H-23); 4,16 (2H, m, H-2); 4,33 (1H, d, J=3,8 Hz, H-
3): 4,39 (1H, d, J = 10,9 Hz, H-23); 5,11 (1H, d, J=8 Hz); 5,63 (1H, t, J=2,9, H-12).

Los datos de RMN '3C se presentan en la tabla 9 (Seccion 111.4. ).

3-O-(B-D-glucopiranosil-(1—4)-g-D-xilopiranosil)fitolacagenina (Fitolacosido E)
(33). Fue identificado por comparacion de sus datos fisicos y espectroscopicos
previamente publicados en la literatura (Strauss y col., 1995). Sélido blanco. PF.:
257-258 °C. [a]®® +38,18 (MeOH; ¢ 0,275). FAB-MS m/z 849 [M+Na]". IR (vF®', cm’
1): 3410 (OH); 1730 (COOMe); 1700 (COOH). Las sefiales mas caracteristicas
RMN "H (200 MHz, piridina-ds/TMS) son: § 1,08 (3H, s, H-26); 1,22 (3H, s, H-29);

1,29 (3H, s, H-27); 1,36 (3H, s, H-24); 1,59 (3H, s, H-25); 3,32, (1H, dd, J=13,6 ¥
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3,7 Hz, H-18): 3,66 (3H, s, OMe); 5,11 (1H, d, J=8 Hz); 5,64 (1H, t, H-12); 5,89

(1H, d, J=8 Hz). Los datos de RMN ™3C se presentan en la tabla 10 (Seccion I11.4).

3-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glucopiranosil-(1—2)-B-D-xilopiranosil]

acido fitolacagénico (Fitolacésido F) (35). La identificacion completa de este
compuesto se presenta en la seccion 1114 (pags. 85-104). Sélido blanco. PF.: 229-
230. [a]? +22,1 (MeOH; ¢ 1,4). MALDI-MS m/z 979,7 [M+NaJ". IR v**" cm™: 3400
(OH), 1715 (COOMe), 1709 (COOH). Las sefales de RMN 'H (700 MHz, piridina-
ds/TMS) se presentan en la tabla 11 (seccion 1.4, pag. 87) y los datos de RMN
3C (175 MHz, piridina-ds/TMS) se presentan en la tabla 16 (seccion lI1.4, pag.

104).

V.3- Reacciones de derivatizacion
-Hidrélisis. Obtencion de fitolacagenina (35).

Fitolacésido B (30 mg, 0,045 mmoles) fue calentado en bario de glicerina a
90 °C durante 2 h con 4 ml de HCI 2 N (Spengel y col., 1995). Luego de enfriar, la
solucion fue extraida con CHCI; (x3). El extracto cloroférmico fue lavado con H,O,
secado (SO4Na, anhidro) y evaporado a sequedad. El residuo fue purificado por
CC (Si gel 60 H) con hexano-acetona (4:1) (Suga y col. 1978), para dar (35) (21
mg, 0,040 mmoles) como un solido blanco PF= 312-313 °C. Las sefiales mas
caracteristicas de RMN 'H (200 MHz, CDCls) fueron: § 1,01 (3H, s, CHs); 1,1 (3H,
s, CHs), 1,32 (3H, s, CH3); 1,37 (3H, s, CHa); 1,48 (3H, s, CHs); 3,89 (3H, s,

OCHa); 4,27 (1H, d, H); 5,55 (1H, t, H-olefinico).

-Metilacion. Obtencién de 28-metil fitolacésido B (36).
A una solucién de fitolacésido B (30 mg) en MeOH, se le agregaron 5 ml de

una solucion etérea de CH.N, (preparada a partir de 10,7 g de diazald y 2,5 g de
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KOH). La mezcla de reaccién se dejé en reposo 1 h. La mezcla fue evaporada a
sequedad y purificada por CC en Si gel 60 H con CHCIl;:MeOH (10:1) dando (36)
(29 mg, 0,043 mmoles). Las sefiales mas caracteristicas de RMN 'H (200 MHz,

CDClIs) fueron: & 3,50 (3H, s, COOCHs) y 3,89 (3H, s, COOCHj).

-Permetilacién. Obtencion de [(2, 23, 28, 2’, 3',4’)-hexametil fitolacésido Bj (37).

La reaccion de permetilacién se realizé en base al Método de Hakomori
(Hakomori, 1964; Suga y col.; 1978). NaH (30 mg) fue agitado en DMSO anhidro
(750 pl) a 70 °C durante 1 h bajo flujo de N2 A este reactivo se le agrego una
solucion de fitolacdsido B (30 mg) en DMSO (750 pl). La mezcla fue agitada a T?
ambiente durante 20 min. bajo flujo de N». Se agregé CHsl (750 pl) y se agitd a T?
ambiente durante 9 h. Luego de diluir con H;O, la mezcla se extrajo con CHCls y
la capa organica fue lavada con H:O, secada y concentrada. El residuo fue
purificado por CC (Si gel 60 H) usando CHCl; como solvente de elusion
obteniéndose (37) (32 mg, 0,042 mmoles). Las sefiales mas caracteristicas de
RMN "H (200 MHz, CDCls) fueron: & 3,30; 3,34, 3,46; 3,57; 3,61; 3,62; 3,70 (3H x

7.s, COOCHs3) y por IR (ausencia de pico a = 3400 cm™).

V.4- Evaluacion biolégica
V.4.1- Microorganismos y Medios

Los microorganismos usados para la evaluacion antifingica fueron
provistos por la Colecciéon de Cultivos Tipo de Estados Unidos (American Type
Culture Collection, ATCC, Rockville, MD) ¢é por el Centro de Referencia en
Micologia (C, CEREMIC), Facultad de Ciencias Bioguimicas y Farmacéuticas,

Suipacha 531-(2000)-Rosario: Candida albicans ATCC 10231, C. tropicalis C 131,
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Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Cryptococcus neoformans ATCC 32264,
Aspergillus flavus ATCC 9170, A. fumigatus ATCC 26934, A. niger ATCC 9092,
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972, T. rubrum C 113, Microsporum canis C
112, M. gypseum C 115, Epidermophyton floccosum C 114. Los organismos
fueron cultivados en medio Agar-Sabouraud cloranfenicol y sub-cultivados cada 15

dias para evitar la pleomorfizaciones.

-Preparacion del inéculo

Para la preparacion del indculo se utilizaron estructuras del hongo discretas
facilmente cuantificables (levaduras para hongos levaduriformes y conidias
generadas por reproduccién asexuada para hongos filamentosos). La
estandarizacion del indculo se realizé ajustando su concentracion en el rango 10%
10° levaduras 6 esporas/ml, la cual provee valores de CIM mas reproducibles

(Espinel-Ingroff y col., 1995).

-Procedimiento para hongos levaduriformes

a. Una 6 dos colonias de un cultivo de levadura obtenido por incubacién durante
48 h a 28°C en Sabouraud-glucosa, se transfieren a un tubo conteniendo agua

destilada estéril.
b. Se realiza el recuento de microorganismos en camara de Neubauer.

c. Se diluye el inéculo inicial hasta alcanzar una concentracion final de 1x10* -

1x10° levaduras/ml.

-Procedimiento para hongos filamentosos
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a. Para inducir la formacion de conidias se hacen crecer a los hongos filamentosos
en un medio de agar papa-dextrosa (PDA) a 28-30 °C por 7-14 dias. Se
desprende el hongo de la superficie del tubo con gancho estéril y se transfiere el
micelio a un erlenmeyer conteniendo H,O destilada estéril y perlas de vidrio.

b. Se agita por rotacion durante 5 min.

c. Se filtra a través de gasa estéril contenida en un embudo de vidrio.

d. El filtrado se pasa a través de una jeringa conteniendo algodon (este paso no
es recomendable cuando se realiza un inoculo con macroconidias ya que se
puede perder gran parte del material), ejerciendo presion positiva.

e. Se centrifugan las conidias a 3000 r.p.m. durante 15 min. Se elimina el
sobrenadante y se resuspende el sedimento en agua destilada (x3).

f. Se realiza el recuento de conidias en camara de Neubauer.

g. Se realiza la dilucion necesaria para alcanzar una concentracién final de 1x10%

1x10° conidias/ml.

V.3.2- Ensayos antifungicos
- Método de Dilucion en agar.

El bioensayo fue realizado en medio solido (Agar-Sabouraud) en tubos de
Kahn con un volumen final de 500 pul. Se prepararon soluciones madre de los
extractos y subextractos (50 mg/ml) y de los compuestos puros (12,5 mg/ml) en
DMSO las que fueron agregadas al medio de cultivo tibio para dar una
concentracion final de 1000 pg/ml para extractos y de 250 ug/ml para compuestos

puros. Con estos primeros tubos se hicieron diluciones al 2 en tubos
subsiguientes, obteniéndose una serie de tubos de concentraciones decrecientes

en el rango 1.000-3,75 pg/ml para los extractos y de 250-1,82 pg/ml para los
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compuestos puros. La concentracion final de DMSO no excedio el 2%. Una vez
sélido el agar, se esparci6 sobre la superficie del medio un inéculo de 5 pl de la
suspension de levaduras o conidias de 10%-10° elementos/ml. Se incubaron los
tubos durante 24, 48 & 72 hs hasta 15 dias a 28-30 °C (de acuerdo con
crecimiento fungico). Se usd Ketoconazol (Janssen Pharmaceutica), Anfotericina
B (Sigma Chemical Co.) y Terbinafina (Novartis) como controles positivos y se
incluyé un blanco conteniendo medio de cultivo e inéculo del hongo, como control
del crecimiento fangico. Se definié la CIM como la minima concentracion de
extracto o de compuesto puro que fue capaz de inhibir totalmente el crecimiento

del hongo después del tiempo de incubacion. El ensayo se repitic’)- por duplicado.

- Método de Dilucién en caldo

El bioensayo fue esencialmente igual que el método de dilucion en agar
pero realizado en medio liquido (medio Roswell Park Memorial Institute, RPMI-
1640, Sigma) y en microplacas de 96 pocillos con un volumen final de 200 pl
siguiendo los lineamientos del Comité Nacional de Estandares para Laboratorios
Clinicos para levaduras M27-A2 (NCCLS, 2002-a) y para hongos filamentosos
M38A (NCCLS, 2002-b).

El medio RPMI-1640 fue llevado a pH 7 con acido 3-[N-morfolino propano]
sulfénico (MOPS). La concentracion del inéculo estuvo en el rango 1x1 0*a 1x10°.
La técnica de trabajo fue la siguiente:

A) Se colocaron 200 pl de una solucion del compuesto prueba disuelto en el

medio de cultivo en el primer pocillo.
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B) Se trasvasaron 100 pl de la solucién del punto A al siguiente pocillo
conteniendo 100 pul de medio de cultivo obteniéndose una serie de tubos de
concentraciones decrecientes en el rango 1.000-3,75 pg/ml para los extractos
y de 250-1,56 pg/ml para los compuestos puros. La concentracion final de
DMSO no excedio el 2%.

C) Se agregaron 100 pl de los indculos a todos los pocillos excepto a los controles
a) y ¢) que se detallan a continuacion. Se prepararon controles a) de esterilidad
de medio de cultivo (medio de cultivo mas agua); b) de crecimiento fungico
(medio de cultivo é in6culo); c¢) de esterilidad del compuesto (solucién del

compuesto en DMSO y medio de cultivo).

Las cubetas se incubaron a 28-30°C en una camara himeda y oscura por
48 h para levaduras y por un tiempo que depende del crecimiento de la cubeta
control, para los hongos filamentosos.
Como control positivo se usaron Anfotericina B y/o Ketoconazol. La CIM se
definié de la misma forma que para el método de dilucidon en agar. El ensayo se

realizé por duplicado.

-Preparacion del medio.
Por cada 100 ml de solucion:
a) Pesar 2,08 g de RPMI-1640, 7,9g de MOPS y 3,6 g de glucosa.
b) Agregar agua destilada estéril sin completar el volumen total de la solucién.
c) AjustarapH?7.
d) Completar el volumen de la solucién.

e) Disolverlo y esterilizar por filtracion.
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-Determinacion de la Concentracion Fungicida Minima (CFM) de Fitolacésido B.
Después de determinar la CIM de fitolacésido B por el método de
microdilucion en caldo, se tomé una alicuota de 50 pl de cada pocillo donde no
hubo desarrollo flingico y se coloco en tubos sobre 150 pl de Agar-Sabouraud
glucosa. Se incubd la nueva serie a 28 °C y se observé si hubo crecimiento
flingico. Se determiné la CFM como la minima concentraciéon de compuesto que

no produjo la muerte del hongo.

-Bioautografia (Rahalison y col., 1991).

Los extractos a evaluar (100 pg 6 10 ug en caso de fracciones con un alto
grado de purificacién) se sembraron en placas cromatograficas esterilizadas bajo
luz UV (254 nm) por 30 min. y se desarrollaron con la fase movil mas apropiada
para una correcta separacion de sus componentes.

Luego de evaporado el solvente se verti6 medio de cultivo (Agar
Sabouraud-glucosa) fundido (mantenido a 45 °C aproximadamente) y conteniendo
el inéculo del hongo, sobre la superficie de la placa cromatografica. Se calculd
previamente el volumen necesario del medio inoculado, considerando la superficie
de la placa a cubrir. Se calcula 1 ml de medio por cada 10 cm? de area a cubrir.
También se debe calcular la cantidad de indculo necesaria para que haya una
concentracion de = 1x 10° elementos/ml de medio de cultivo.

Las placas se incubaron en cdmara himeda a 28 °C 12 h y luego se
rociaron con el colorante vital MTT (cloruro de metiltiazoliltetrazolio, Merck) a una
concentracion de 1mg/ml. Dado que este compuesto amarillento (MTT sin reducir)
se convierte en formazan fuertemente coloreado de azul en las zonas en que el

hongo esta metabdlicamente activo, el resultado positivo (inhibicién del desarrollo
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fingico) se evidencié cuando después de un tiempo de incubacién a 28 °C se
observaron halos amarillos producidos por los compuestos que inhibieron su

desarrollo sobre un fondo azul.

IV.5- Ensayos de Mecanismo de accion
V.5.1-Estudio de Malformaciones de las hifas

Este bioensayo se realizé con N. crassa (ATCC 9279) en medio liquido.
Se colocé un inoculo de N. crassa de 1 x 10° conidias/ml en el medio proteasa
peptona 0,5%, extracto de levadura 0,5%, sacarosa 4%, agua destilada (100 ml),
al cual se le agregd concentraciones sub-inhibitorias de Fitolacésido B (50 y 100
ng/ml) (CIM de Fitolacésido B frente a N. crassa 150 pg/ml). Como control de
crecimiento se utiliz6 medio con indculo del hongo sin agregado de Fitolacosido B.
Luego de incubar los frascos con agitacién a 145 rpm (Agitador orbital New
Brunswick Innova 4000) se observaron las hifas coloreadas con Azul de lactofenol
(D’Ambrogio, 1986), con un microscopio éptico Zeiss Axiolab a un aumento de
400 X equipado con una camara fotografica MC 80. Este ensayo se realizo por
triplicado.

También se realizaron observaciones con microscopio electrénico de
barrido (MEB), para lo cual las hifas fueron previamente preparadas segln la

metodologia descripta abajo.

- Preparacion de las muestras para las observaciones con MEB
El material fresco se fijo durante 3 hs en una solucién de glutaraldehido al 4
% en cacodilato de sodio 0,1 M a pH 7,2 (Boyde y col., 1977; D’Ambrogio, 1986) y

luego se mantuvo en solucion de cacodilato de sodio con sacarosa. La
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deshidratacion se realizd por pasajes sucesivos de 1-4 hs. del material en
soluciones de EtOH 96°:H,0:t-BuOH (5:4:1), (5:3:2), (5:1,5:3,5), EtOH 96°:t-BuOH
(5:5), EtOH 100°%t-BuOH (2,5:7,5) y finalmente en {-BuOH 100%. Las muestras se
adhirieron con una cinta doble faz a un porta-muestras metalico, y se colocaron en
un desecador con Si gel durante una noche como minimo.

Las muestras asi tratadas fueron metalizadas utilizando un bafio de oro-
paladio y empleando un evaporador marca Vecco que operd a 1500 Voltios, 70
mmHg en atmésfera de Argdon durante 10 min. La pelicula metélica fue de
aproximadamente 20 nm de espesor (O'Braien y col., 1981).

Las observaciones se realizaron en el Instituto de Fisica de Rosario (IFIR),
utilizando un microscopio electronico de barrido Jeol J S M-35C. El instrumento
operé con una tensién de aceleracion de 15 Kv y se utilizé un sistema de

deteccidn de electrones secundarios (Ipohorski y col., 1981).

V.5.2-Ensayos que tienen como blanco la pared celular fingica
V.5.2.1-Metodologia del bioensayo de N. crassa

25 ml de un medio conteniendo 0,5% de peptona, 0,5% de extracto de
levadura, 4% de sacarosa y 1,5% de agar fue esterilizado en autoclave (115 °C,
15 min.) Se le agregaron 25 pl de un inéculo de 1x10” conidias/ml de N. crassa
(ATCC 9279) a 40 °C para luego colocarse en una placa de Petri de 9 cm de
diametro. Una vez solidificado el medio, se colocaron sobre su superficie discos
de papel de filtro (Baxter cat # F-882-1) de 5 mm de diametro. Sobre éstos se
agregaron cargas de 30, 50 y 80 ug de Fitolacdsido B disuelto en DMSO. Como

control negativo se incluyd un disco impregnado con el maximo volumen de
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DMSO utilizado en la carga de los discos. Las placas fueron incubadas 24 h a T2
ambiente en presencia de luz. Las zonas de inhibicion fueron examinadas
macroscopicamente para ver su aspecto claro. Como testigo de halo claro se

utilizé Ketoconazol (20 ng).

V.5.2.2-Metodologia del bioensayo de Sorbitol

Se determind el valor de la CIM de Fitolacdsido B con S. cerevisiae (ATCC
9763) usando el método de microdilucién en caldo descripto mas arriba. Se
prepararon dos series de pocillos, cada una conteniendo concentraciones
decrecientes de Fitolacésido B. A todos los pocillos de una de las series se le
colocd sorbitol 0,8 M como soporte osmético en el medio. Ambas series se
incubaron a 28 °C y las placas se leyeron a las 48 hs y a los 7 dias (Frost y col.,
1995). Se determind la CIM de Fitolacésido B en ambas series de tubos, en
ausencia y en presencia de sorbitol.

Se considera que el blanco de accion del compuesto es la pared celular
fungica si la CIM del compuesto en presencia de sorbitol es mayor que en

ausencia de él a los siete dias de incubacion.

V.5.2.3-Metodologia del ensayo de (1,3)B-D-glucan-sintasa

Se siguid la metodologia descripta por Ishiguro y col. (1997) El ensayo fue
realizado en el laboratorio del Dr. Juan Carlos Ribas del Instituto de Microbiologia
Bioquimica de la Universidad de Salamanca, Salamanca, Espafia.

Preparacion de membranas: 200 ml de un cultivo de 24 h de S. cerevisiae
(ATCC 26109) en medio YES (0,5 % de extracto de levadura y 3% de glucosa) se

centrifugaron durante 5 min. a 5.000 r.p.m. Las células se lavaron con una
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solucion amortiguadora (Tris HClI 50 mM pH 7,5, 1mM de EDTA, 1 mM
mercaptoetanol) y la suspensién se centrifugd durante 1 min. a 13.000 r.p.m.
eliminandose el sobrenadante. Se resuspendid con 500 pl de solucion
amortiguadora en tubos de 1,5 ml con rosca. Se afiadieron perlas de vidrio (0,5
mm de diametro, B. Braun, Melsungen, Alemania) y se lo sometié a un proceso de
ruptura mecanica en el aparato Fast Prep FP 120 (Savant BIO 101) con un pulso
de 15 segundos en velocidad 6. Se observé al microscopio la integridad de las
células (50 % de ruptura se considero suficiente). A partir de ese momento se
trabajo a 4 °C. Se centrifugd a 5000 r.p.m. (10 min. a 4°C) se recupero el
sobrenadante y se descartaron las perlas de vidrio. El sobrenadante se centrifugé
a 48.000 r.p.m. (30 min. a 4°C) y el sedimento fue resuspendido con varilla de
vidrio, se disolvio en solucion amortiguadora y se guardé a (-80°C). La
concentracién de proteinas totales en el preparado de membrana se cuantificé por
el método de Bradford (Bradford, 1976) usando el “Protein Assay Dye Reagent
Concentrate” (Biorad) en las condiciones recomendadas por el fabricante. Se
construyé una recta patrén con albumina sérica bovina a partir de la cual se
estimé la concentracion de proteinas totales en la preparaciéon de membranas.

Realizacion del ensayo con fitolacésido B: El ensayo se realizé como fue descrito
por Ishiguro y col. (1997) a un volumen final de 40 pl usando una dilucion 1:10 de
la suspensién de membranas. El medio de reaccién se compone de 3 pl de Tris
HCI 1 M (pH 7,5); 5 pl de ASB (Albumina Sérica Bovina); 5 pl de EDTA 17 mM; 5
ul de GTP 1,2 mM; 5 pl de [“*CJUDP-GIc 40 mM (40.000 c.p.m.) (Amersham Int.,
Gran Bretafia); 10 ul de proteinas de membrana (30 pg de proteinas totales); 5 pl

de agua. A esta mezcla de reaccion se le agregaron 2 ul de una solucion etandlica
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de Fitolac6sido B conservada a -20 °C (10 mg/ml, concentracién final 500 pug/ml) 6
2 ul de EtOH (96 %) como control. La reaccién fue incubada 30 min. a 30 °C y
finalizada con el agregado de 1 ml de &cido tricloroacético (ATC) al 10 %. El
material insoluble en acido se filtro (filtros Whatman GF/C prehumedecidos con
una solucion de ATC 10%) mediante una bomba de vacio, se lavé 3 veces con
ATC 10% y se lavo dos veces con EtOH (96 %). El papel de filtro se transfirio a un
tubo adecuado para el contador de centelleo y se completé a 2,5 ml con el
reactivo de centelleo. Como control se usé Papulacandina B y como blanco la
misma reaccion sin el agregado de ningun inhibidor. Los resultados se expresaron
como % de inhibicion que se calculé de la siguiente forma: %l = (1-[CPM del

ensayo/CPM del control] x 100. El ensayo se realizé por duplicado.

V.5.2.4-Metodologia del ensayo de quitin-sintasa

Preparacion de las membranas: El ensayo se realizé de acuerdo con Choiy
col. (1994). Se hizo crecer la cepa de S. cerevisiae (ATCC 26109) 24 h en medio
YES. 800 ml del cultivo se centrifugd durante 10 min. a 8.000 r.p.m. Se lavaron las
células con 15 ml de solucion amortiguadora Tris HCI 0,05 M (pH 7,5) conteniendo
MgAc; repitiendo la centrifugacién en las condiciones anteriormente mencionadas.
Se retir6 completamente el sobrenadante y 800 mg del sedimento se
suspendieron en 1,6 ml de la solucion amortiguadora por cada gramo de células.
Se agregaron 7 g de perlas de vidrio, se mezclaron con las células las cuales se
rompieron de la misma forma que para (1,3)p-D-glucan-sintasa. Esta operacién se
repitié tres veces. Se comprobd al microscopio la ruptura celular y se retir6 todo el

extracto celular. Se agregaron a éste 1,5 ml de soluciéon amortiguadora para aislar
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las membranas del resto de los componentes celulares (paredes, nicleos, etc.) y
se centrifugé a 5.000 r.p.m. (10 min. é4°C). Se paso el sobrenadante a un tubo

especial para rotor de ultracentrifuga y para sedimentar las membranas se
centrifugd a 48.000 r.p.m. (30 min. a 4 °C). Se retir6 el sobrenadante y el
sedimento se resuspendié en 200 ul de una solucién Tris HCI 0,035 M (pH 7,5), 30

% de gliclerol. Las membranas se mantuvieron a -80°C.

Realizacion del ensayo con fitolacésido B: El ensayo se realizé en el laboratorio
del Dr. Juan Carlos Ribas del Instituto de Microbiologia Bioquimica de la
Universidad de Salamanca, Salamanca Espafia.

Se trabajé con 10 pl de la preparacién enzimatica (30 pg proteina) a un
volumen final de 50 pl: 3 pl de Tris HCI 0,3 M (pH 7,5); 5 ul de MgCl; 40 mM, 5 pl
de ['“CJUDP-NACGA (20000 cpm/100 nmoles) (Amersham Int., Gran Bretafa), 23
ul de H20 y 2 pl de tripsina 1,5 mg/ml (activador de la enzima) (Sigma Chemical
Co., St Louis, Mo.). A esta mezcla de reaccion se le agregaron 2 pl de una
solucion etandlica de Fitolacésido B (10 mg/ml, concentraciéon final 400 pg/ml) 6 2
ul de EtOH (96 %) para el control. La reaccion fue incubada 90 min. a 30 °C y
finalizada con el agregado de 1 ml de ATC al 10 %. El material insoluble en acido
fue recogido por filtracion y lavado con agua. Se midié la radioactividad con un
contador de centelleo de la misma forma que para el ensayo de (1,3)B-glucan
sintasa.

Como control positivo se usé Nikomicina Z (Shaman Phramaceuticals, San
Francisco, EEUU). Los resultados se expresaron como % de inhibicion que se
calculé de la siguiente forma: %l = (1-[CPM del ensayo/CPM del control] x100. El

ensayo se realizé por duplicado.
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V.5.2.5-Metodologia para la tincion con Calcofluor

El ensayo fue realizado de acuerdo con la metodologia descripta por
Arellano y col. (1996) y Pringle J.R. (1991), en el laboratorio de la Dra. Pilar Pérez
del Instituto de Microbiologia Bioquimica de la Universidad de Salamanca,
Salamanca Espana.

Las células de S. cerevisiae (ATCC 9263) y las hifas de N. crassa (ATCC
9279) luego de cultivadas en ausencia y presencia de Fitolacésido B, fueron
lavadas 3 veces y resuspendidas en agua estéril con Calcofluor (Calcofluor White
M 2R New, American Cyanamid Co., Bound Brook, New Jersey) a una
concentracion final de 1 mg/ml durante 5 min. a T? ambiente. Luego de lavar tres
veces con agua, las células e hifas fueron observadas en un microscopio Leica
DMXRA de Contraste Diferencial (Differential Interphase Contrast o DIC) y de
Fluorescencia (filtros de excitacion UV BP340-380, espejo divisor dicroico 400,

filtros de cierre LP 425). Las imagenes se grabaron con una camara digital DC100.

V.5.2.6-Metodologia de valoracion de quitina

El ensayo fue realizado de acuerdo con la metodologia descripta por
Bulawa y col. (1986) y Cabib y col. (1994), en el laboratorio de la Dra. Pilar Pérez
del Instituto de Microbiologia Bioquimica de la Universidad de Salamanca,
Salamanca Espana.
Metodologia:
1) 100 mg de células de S. cerevisiae ATCC (9263) sin tratar y tratadas con 62,5
ug/ml de Fitolacésido, se resuspendieron en 1 ml de KOH al 6% y se trasvasaron
a tubos de vidrio de 10 ml.

2) Se incubaron durante 90 min.s a 80 °C.

186



Parte Experimental

3) Se dejaron enfriar y se les agreg6 100 ul de AcOH 1/10 para la neutralizacion

del pH.

4) Se centrifugd a 48.000 r.p.m. (30 min. a 4 °C) y el sobrenadante se elimind.

5) Se resuspendié con 500 ul de H,O y se pasd a un tubo eppendorf. Se

agregaron otros 500 ul de H,O y se agitd. Se centrifugé 1 min. a 13.000 r.p.m. y

se elimind el sobrenadante. Este procedimiento se repitié dos veces mas.

6) Se resuspendié en 500 pl de soluciéon amortiguadora de fosfato 50 mM (pH

6,3). Se centrifugd 1 min. a 13.000 r.p.m. y se eliminé el sobrenadante.

7) Se resuspendié con 200 pl de solucién amortiguadora y se agregaron 40 pul de

quitinasa (Quitinasa de Serratia marcescens, SIGMA).

8) Se llevd a volumen final de 600 pl con la solucién amortiguadora. Se preprar

un blanco con 560 pl de solucién amortiguadora fosfato y 40 pl de quitinasa.

9) Se incub6 2 h a 37 °C.

10) Se calentd a ebullicion durante 1 min. y se centrifugd 1 min. a 13.000 r.p.m.

11) Se tomaron 400 ul del sobrenadante y se agregaron 25 pl de glusulasa

(Glusulasa Perkin Elmer).

12) Se incub¢ durante 1 h a 37 °C.

13) Se calenté a ebullicién durante 1 min. y se centrifugé 1 min. a 13.000 r.p.m.

14) La NAcGA liberada se midié por el método de Reissig (Reissig y col., 1955).

Método de Reissig:

a- Se prepararon por duplicado 6 tubos conteniendo cada uno: 0, 2, 4, 6, 8, 10 l
de NAcGA comercial (de concentracion 10 nmoles/ ul) + 250 pl de H20 + 250

ul de tetraborato potasico, para construir una recta patrén.
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b- Se tomaron 50 pul de sobrenadante de cada eppendorf conteniendo NAcGlu
liberada de la quitina extraida de S. cerevisiae sin tratar y tratada con
Fitolacdsido B (pasos 1-12) y también del blanco (preparado en pasos 7-12) y
se le agregaron 200 pl de H,O + 250 pl de tetraborato potasico.

c- Luego se tomaron 100 pl de sobrenadante de cada eppendorf conteniendo
NAcGlu proveniente de la quitina extraida de S. cerevisiae sin tratar y tratada
con Fitolacésido B y se le agregaron 150 pl de H,O + 250 pl de tetraborato
potasico.

d- Se calento a ebullicion 8 min. y luego se enfrié en H,O/Hielo.

e- Se agregd a cada tubo 3 ml de reactivo de Reissig.

f- Se incubo durante 40 min. a 37 °C.

g- Se ley6 en espectrofotometro a 585 nm.

Preparacion del reactivo de Reissig (este reactivo debe prepararse en el momento

de ser utilizado):

- 1 g de N,N-3,5-diaminobenzaldehido

-1,25mlde HCI 10 N

- Llevar hasta 100 ml con AcOH glacial

V.5.2.7- Preparacion de las muestras para la observacion con MET

El material a fijar inmerso en el reactivo fijador se corté bajo lupa; las

piezas de 1-2 mm3 se sometieron a una primera fijacién, para lo cual se empled
glutaraldehido al 4% en cacodilato de sodio 0,1 M a pH 7,4 durante 1 h a T®
ambiente. Luego se lavd durante 20 min. en soluciéon de sacarosa al 10% en

solucion amortiguadora fosfato 0,1 M. A continuacion se realizé una pos-fijacion
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empleando una solucién de OsOy4 al 1,5 % en solucién amortiguadora fosfato 0,1

M a pH 7,2 durante 1 h a T2 ambiente. Se lavd con agua destilada y el material se
tratd con una soluciéon de permanganato previamente a la deshidrataciéon con
concentraciones crecientes de acetona. Finalmente el material se incluyé en
resinas Spurr (Union Carbide International Co.). Los tacos se tallaron en forma de
piramide truncada con una superficie de corte de 100 um de largo, los cuales
incluyeron el material a cortar. Se obtuvieron secciones finas y ultrafinas, estas
tltimas de 60 nm de grosor, con un ultramicrétomo provisto con cuchilla de
diamante. Los cortes finos se colorearon con azul de toluidina al 1 % conteniendo
borato de sodio para su observacion con microscopio oOptico a los fines de
corroborar la orientacion del material. Las secciones ultrafinas se colocaron sobre
la cara opaca de grillas de cobre de 200 mesh. A continuacién se realizd una
"doble" coloracién, empleando en primer término una solucién acuosa de acetato
de uranilo al 2,5% durante 20 min. seguida por la coloraciéon con la solucién de
Reinolds o solucién de citrato de plomo, durante 4-5 min. En este paso se debid
evitar la contaminacion con CO2 atmosférico. A continuacion se lavé con agua
destilada (Mercer y col.,, 1972; O'Braien y col, 1981; D"Ambrogio, A., 1986;
Roland y col., 1991). Se escurrieron y se secaron las grillas y se procedi6 a la
observacion usando un Microscopio Electrénico de Transmision Philips 300. Las
observaciones fueron realizadas en el Centro CRIBABB de Bahia Blanca,

Argentina.

V.5.3-Ensayos que tienen como blanco la membrana celular flingica

V.5.3.1-Efecto del ergosterol en la CIM de Fitolacésido B (Lee y col., 1999)
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Se determind la CIM de Fitolacésido B frente a S. cerevisiae (ATCC 9263)
por el método de microdiluciéon en caldo explicado previamente, sin y con el
agregado de ergosterol exdgeno (Sigma Chemical Co.) en las siguientes
condiciones:

a) en ausencia de ergosterol exégeno
b) en presencia de 50 pg/ml de ergosterol exégeno
c¢) en presencia de 100 pg/ml de ergosterol exdégeno

d) en presencia de 200 ng/ml de ergosterol exégeno

Se considera que el mecanismo de accién del compuesto prueba es la
unién al ergosterol, si la CIM en presencia de ergosterol exégeno es mayor que en

ausencia del mismo.

V.5.3.2- Metodologia del ensayo de interaccion de ergosterol y Fitolacdsido
B por espectroscopia UV

Soluciones stock de Fitolacésido B y de ergosterol (Sigma Chemical Co.) se
prepararon por disoluciéon de 1 mg en 1 ml de EtOH (50%).

Se utilizd un espectrofotometro UV-V Beckman DU-600 para todos los
analisis espectrofotométricos. El paso de luz de la cubeta fue de 1 cm.

Se realizaron diluciones entre 500-6,25 pg/ml de cada una de las
soluciones stock y se midié la absorbancia a & 220-360 nm. Se determinaron asi
las concentraciones de Fitolacésido B y de ergosterol que cumplian con la Ley de
Lambert & Beer, las que fueron utilizadas posteriormente.

Se prepararon mezclas de las soluciones de Fitolacosido B y ergosterol, a

concentraciones finales de ergosterol entre 11,5-13,5 ug/ml (23-27 uM) y de
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Fitolacésido B a 25 nug/ml (37,5 uM). Se prepararon también testigos de cada uno
de ellos.
Se midié por espectroscopia UV la absorbancia a A 220-360 nm de cada

una de las mezclas y de los testigos y se compararon los espectros obtenidos.

V.5.3.3- Metodologia del ensayo de liberacion o pérdida de componentes
celulares

La liberacion de componentes intracelulares fue medida a través de los
materiales liberados al medio que absorben a 260 nm (Lunde y col., 2000).

Se cultivd S. cerevisiae (ATCC 9263) a 30 °C durante 18 h, luego de las
cuales las células fueron lavadas dos veces y ajustadas a aproximadamente a una
concentraciéon de 5 x 10 levaduras/ml con MOPS frio a pH 6. Los inéculos se
colocaron en eppendorf y se pusieron en contacto con Fitolacésido B a
concentraciones finales iguales a la CFM y 4 veces la CFM frente al hongo
prueba. Se continud la incubacién a 30 °C y a distintos intervalos de tiempo (0, 2,
4 y 6 h). Las celulas tratadas fueron centrifugadas a 3.000 r.p.m. durante 5 min.
Se midié la absorbancia del sobrenadante a 260 nm. Se considera positivo un
aumento de la absorbancia a 260 nm de las células tratadas con respecto a las
controles. Se utilizé dodecilsulfato (SDS) de sodio al 2% para comparar el efecto
ya que este detergente produce el 100 % de lisis celular. El ensayo se realizé por

duplicado.

V.6- Ensayos de Toxicidad

V.6.1- Ensayo de hemolisis de Fitolacésido B
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Se prepardé una serie de tubos con diluciones al medio de Fitolacésido B en
glucosa al 5% (a partir de una solucion madre en DMSO) para dar
concentraciones finales de 1.000 a 6,25 ug/ml en un volumen de 0,75 ml. A cada
tubo se le agrego6 0,25 ml de suspension de Glébulos Rojos (GR) humanos al 4%
(2 ml de GR en 50 ml de glucosa 5%) y los tubos se incubaron 120 min. Se
centrifugaron los tubos a 3.000 r.p.m. y luego se observé el sobrenadante a
diferentes tiempos (30, 60 y 120 min.). Se determin6 a cada uno de esos tiempos
la concentracién litica minima (CLM) que se define como la menor concentracion

de compuesto probado que produce la lisis total de los eritrocitos.

V.6.2.2- Ensayos de citotoxicidad

La actividad citotoxica fue determinada de acuerdo al método de Monks y
col. (1991) y Boyd y col. (1995) utilizando lineas celulares tumorales humanas
provistas
por el Instituto Nacional del Cancer de EEUU (National Cancer Institute, NCI-USA)
denominadas UACC.62 (melanoma), MCF.7 (mama), NCI|.460 (pulmén), OVCAR
(ovario), PCO0.3 (préstata), C786.0 (rifidn) y NCI.LADR* (linea celular de mama que
expresa un fenotipo de resistencia a multiples drogas).

2 x 10* células de cada linea fueron cultivadas en RPMI con 5% de suero
bovino fetal incorporados en una microplaca de 96 pocillos (100ul /pocillo),
conteniendo la sustancia a probar en concentraciones finales de 0,25; 2,5; 25 y
250 pg/ml. Luego de un periodo de incubacion de 48 hs a 37 °C con atmdsfera de
CO; al 5%, las células fueron fijadas por adicion de 50 pl de ATC al 50% a 4 °C
durante 60 min.; posteriormente el ATC fue aspirado y las células fueron lavadas

con agua corriente 4-5 veces y secadas al aire. Las células fijadas
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fueroncoloreadas con 100 pl de sulforrodamina B (SRB; 0,4 %P/V en AcOH al
1%), durante 15 minutos. El exceso de SRB fue eliminado de las placas a través
de lavados con AcOH al 1% (5 veces). Las placas fueron secadas al aire y el
colorante fue solubilizado en 100 Ol de Tris-base 10 mM. La absorbancia fue
medida en un lector de microplacas Elisa (Bio-Tek Instruments, Inc. Modelo ELX-
800) a 560 nm (Skehan y col., 1990). Con los datos obtenidos se calculo el % de
crecimiento celular y finalmente se construyeron graficos relacionando el
porcentaje de crecimiento con la concentracion de la sustancia probada. Se
considera citotéxico el compuesto que a 100 pg/ml produce la muerte del 50% de

las células (-50 % de crecimiento) de al menos tres lineas celulares

V.7- Metodologia para el estudio morfo-anatémico e histoquimico de P.
tetramera
V.7.1-Preparacion de las muestras para el estudio anatomico y micrografico
Los distintos 6rganos (raiz, tallo, hoja, fruto y semilla), se incluyeron en
parafina. Para ello, se realizd una deshidratacion en alcoholes de distinta
graduacion (70°-100°) y una clarificacién en alcohol-xilol (50:50) hasta llegar a xilol
puro. Luego se realizé una infiltracion en xilol-parafina (50:50) hasta parafina pura.
El material incluido se cortd a 10-12 um de espesor en forma transversal y
longitudinal con microtomo tipo Minot. Las coloraciones empleadas fueron
Safranina, Fast-Green (Strittmatter 1979). Los cortes coloreados fueron montados
con Balsamo de Canada. Las epidermis fueron obtenidas por desprendimiento y

coloreadas con Violeta de Cresilo (Strittmatter, 1980). Los rizomas y raices fueron
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macerados y las hojas fueron clarificadas por métodos convencionales (Boodle,
1916; Strittmatter, 1973). Para la descripcién de la arquitectura foliar se utilizé la
terminologia propuesta por Hickey (1973). La distribucién de los cristales de
oxalato de calcio se observé en microscopio de polarizacién (Johansen, 1940;
O’Braien y col., 1981). Los dibujos son originales y fueron realizados con tubo de
dibujo con un microscopio éptico BH2-DA, Olympus. Las representaciones
esquematicas se realizaron segln signos convencionales de Metcalfe y Chalk

(1950).

V.7.2-Reacciones histoquimicas

Se realizaron cortes transversales del fruto y la semilla con un cridstato
MICROM 500. Los cortes fueron colocados en porta-objetos. Se utilizé p-
anisaldehido sulfirico como reactivo histoquimico para detectar saponinas. Dos
gotas de p-anisaldehido sulfirico se colocaron sobre cada corte y
aproximadamente en cuatro horas se observé la aparicion de un color azul debido
a la presencia de saponinas (Wagner, 1984).

Las fotomicrografias de la reaccion histoquimica fueron obtenidas con un

microscopio Zeiss Axiolab equipado con una camara fotografica MC 80.
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