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I.RESUMEN

El incremento de enfermedades causadas por hongos en animales y plantas, asi
como de oomicetos fitopatdgenos, ocasionado por la resistencia a los fungicidas, han
generado a través del tiempo, la busqueda incesante por encontrar una sustancia
que los controle, de tal forma que ésta no presente efectos secundarios adversos y
que ademas sea econdmica entre otras caracteristicas, problemas sin resolver hasta
hoy en dia. Una alternativa viable es considerar a los compuestos biocidas de origen
vegetal, para esta aplicacion se tiene en cuenta el conocimiento tradicional sobre las
plantas medicinales. La lucha biolégica ademas de ser eficaz, econdémica y
categodricamente saludable, constituye un excelente método de control. En el
presente trabajo se valora la eficacia de antifungicos y antioomicetos derivados de
plantas, particularmente las caracteristicas de los extractos de plantas medicinales,
sus principios activos y el potencial que ofrecen para combatir los diferentes tipos de
enfermedades causadas por patdogenos de tipo fungico u oomiceto. Por lo antes
expuesto, se seleccionaron cuatro plantas medicinales de la region centro occidente
de México (Artemisia ludoviciana Nutt., Heliopsis longipes ‘A. Gray’ Blake, Satureja
macrostema Benth. Bring. y Tagetes lucida Cav.) para realizar un escutrinio e
identificar alguna con propiedades antifungicas y antioomiceto. Los resultados
mostraron que el extracto cloroformo-metanol (2:1, v/v) de la parte aérea (hojas y
tallo) de A. ludoviciana inhibe el crecimiento de todos los hongos y oomicetos contra
los que fue probado. De dicho extracto se obtuvo una fraccidon cromatografica activa
con un Rt = 0.72 (F3). Los compuestos mayoritarios de esta fraccion microbicida
fueron el borneol (16.28%), el canfor (7.41 %) y el cis-verbenol (1.69 %), los cuales
s6lo en mezcla presentaron inhibicion similar al extracto crudo y a la fraccion
cromatografica activa, al ensayarse en forma individual no inhibieron el crecimiento.
Por ende, la mezcla de los compuestos borneol, canfor y cis-verbenol, es la
responsable de la actividad antifungica y antioomiceto. Con el analisis estadistico
correspondiente se comprobd que el extracto cloroformo-metanol del area verde de

A. ludoviciana y la fraccién 3 son los mas activos.



. ABSTRACT

The increase of diseases caused by fungi in animals and plants as well as of
oomycetes phytopathogens, caused by the resistance to the fungicides, have
generated across time, the incessant search to find a substance that controls them, of
such form that this one does not present adverse secondary effects and that in
addition it will be economic among other characteristics, problems without solving
until nowadays. A viable alternative is to consider to biocides compounds of vegetal
origin, for this application it is necessary to have a complete knowledge about
medicinal plants. The effective, economic and categorically healthful biological fight,
constitutes an excellent method of control. In the present work the effectiveness of
antifungal or antioomycete derived from plants is valued, particularly the
characteristics of medicinal plant extracts, the active principles and the potential that
they offer to fight the different types of diseases caused by fungi or oomycetes. By
before exposed, four medicinal plants were selected of the central West region of
Mexico (Artemisia ludoviciana Nutt., Heliopsis longipes ‘A’ Gray Blake, Satureja
macrostema Benth. Bring. y Tagetes lucida Cav.) in order to realize a scrutiny and to
identify some with antifungal and antioomycete properties. The results showed that
the chloroform-methanol (2: 1, v/v) of the aerial part (leaves and stem) of A.
ludoviciana inhibits the growth of all the fungi and oomyctes against which it was
proven. From this extract an active chromatographic fraction was obtained with Ry =
0.72 (F3). The majority compounds of this microbicidal fraction were borneol
(16.28%), the camphor (7,41%) and cis-verbenol (1,69%), which only in mixture
presented inhibition similar to the crude extract and the active chromatographic
fraction. When trying itself in individual form they did not inhibit the growth. Therefore,
the mixture of compounds borneol, camphor and cis-verbenol, is it in charge of
antifungal and antioomycete activity. With the corresponding statistical analysis it was
verified that as much the chloroform-metanol extract of the aerial part of A.

ludoviciana and fraction 3 are the most active.



M. INTRODUCCION

El Reino Fungi comprende a un gran numero de especies de hongos con estilos de
vida extraordinarios y unicos, capaces de habitar cualquier ambiente terrestre por
ejemplo, algunos de ellos para su supervivencia requieren de otros organismos. En
este trabajo nos enfocaremos en el aspecto particular de la busqueda de metabolitos
secundarios vegetales capaces de controlar el crecimiento y la diseminacion de los

hongos patdgenos de cultivos vegetales y de animales.

El numero de infecciones fungicas se ha incrementado alarmantemente en los
ultimos 20 afos, debido a la resistencia que presentan los hongos ante los
antifungicos convencionales, la recalcitrancia del organismo y al aumento de
pacientes con el sistema inmunoldgico alterado ya que son altamente contaminantes.
Estos factores hacen que los sistemas de control de las infecciones fungicas no sean
eficientes, tanto para los hongos que afectan a los humanos, como a las plantas
(Ghannoum 1997).

Hasta hace poco tiempo se consideraba a los fungicidas sintéticos convencionales
dentro de los plaguicidas con bajo grado de toxicidad. Sin embargo, en 1986 la
Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos de América (EUA) determin6 con
respecto a los residuos de plaguicidas en alimentos, que los fungicidas son los
quimicos de mayor riesgo por ser cancerigenos en relacion con los insecticidas y los
herbicidas juntos (Wilson et al., 1997). Ademas, se agudizé el problema de la
resistencia de los patégenos a estos productos quimicos, de tal forma que en 1993
existian datos de resistencia de 150 especies de patégenos, principalmente hongos
(Werenga et al. 1994).

Lo anterior demuestra la necesidad existente de obtener y usar nuevos biocidas y
antibidticos, alternativos a los existentes, debido a la resistencia biolégica a ellos, asi
como a los efectos secundarios provocados por su uso irracional (Battista y Bettolo,

1988; Levy y Milo, 1998; Russell y McDonnell, 2000). La busqueda incesante de



nuevas moléculas con caracteristicas especificas no toxicas y altamente efectivas
para controlar algunas infecciones por microorganismos que afectan al ser humano,
a otros animales (vertebrados) y a los vegetales, son temas de investigacion
recurrente, con impacto cientifico, econdmico y social sin discusion (Grainge et al.,
1988; Molina-Torres et al., 1995, 1999; Giordani et al., 2001).

De ahi el interés por la identificacibn con nuevos compuestos con propiedades
antifungicas y antioomicetos modos de accion diferente a los convencionales y
coadyuvar al desarrollo de nuevas estrategias para evitar las infecciones causadas
por estos patdogenos con la utilizacidon de preparaciones amigables con el medio
ambiente y formuladas con los principios activos antifungicos vegetales puros o bien
con el uso de extractos obtenidos con diferentes solventes (agua, etanol, cloroformo,

acetato de etilo, hexano), aceites esenciales y polvos.

Dentro de las alternativas para esta busqueda, una fuente de informacién es la
herbolaria, la cual se ha desarrollado en México desde antes de la conquista, como
lo demuestra el Codice Badiano, cuyo contenido esta dividido en ciertas
enfermedades y la manera de curarlas, utilizando como materia prima, hierbas,

arboles y las secreciones o plumas de algunos animales (Lozoya, 1999).

En los ultimos 50 afios del avance cientifico en la medicina, se han encontrado
compuestos de origen natural con éxito en la cura o alivio de enfermedades tales
como el cancer, cardiacas y del sistema nervioso central, pero también en
tratamientos de micosis, contra bacterias y algunos virus (Harborne y Baxter, 1993).
Las plantas son fuente de hasta un 25% de dichos metabolitos y se buscan otros
tantos mas dentro de la gran diversidad vegetal, basandose en la etnomedicina
(Farnsworth 1990). Por ello, diversos grupos cientificos en el mundo se dedican a la

busqueda de plantas con potencial medicinal.



ll.1. CARACTERISTICAS GENERALES E IMPORTANCIA DE LAS PLANTAS
MEDICINALES

Las plantas son productoras de oxigeno, nutrimentos y una gran cantidad de
productos utiles en industrias como la alimenticia, agricola, textil, cosmética y
farmacéutica, debido a que sintetizan y acumulan metabolitos secundarios utilizados
como edulcorantes, saborizantes, biocidas, pigmentos y medicamentos, propiedades
utilizadas desde hace mas de 20,000 anos. El aprovechamiento y manejo del
conocimiento de las estrategias quimicas de supervivencia de las plantas
desarrolladas al interaccionar con los microorganismos y predadores ha demostrado
la potencialidad de esta fuente natural para encontrar nuevas moléculas con
actividades bactericidas, fungicidas e insecticidas. Asimismo, el analisis
farmacologico ha permitido validar aquellas plantas que la tradicion ha utilizado en
base al método de ensayo y error, demostrandose su eficacia, aunque otras han
resultado ser inocuas y otras mas, potencialmente peligrosas (Fundacion Alfonso
Martin Escudero, 1999).

Un numero reducido de especies vegetales ha sido estudiado como fuente de
fungicidas, aproximadamente medio millén de plantas con flores no han sido
investigadas y sus principios activos podrian ser decisivos en el control de las
enfermedades actuales o futuras causadas por hongos. Sin embargo, un numero
pequefo de sustancias vegetales se han utilizado en la medicina moderna debido al
descubrimiento de los antibidticos fungicos en los afios 50’s del siglo pasado y la

obtencidn de fungicidas por sintesis quimica (Grainge y Ahmed 1988).

De las 30,000 especies de plantas con flor conocidas, cerca de 5,000 son utilizadas
en la medicina tradicional mexicana (Lozoya, 1999); el estudio de ellas es hasta la
fecha un factor importante para la investigacion y el desarrollo de farmacos. Las
plantas representan una fuente importante de productos quimicos que se generan
durante su ciclo de vida, algunos de los cuales son producidos por la actividad
metabdlica de un estadio especifico. Las plantas contienen elementos activos

(fitoalexinas, quitinasas, B-glucanasas, proteinasas, péptidos antimicrobianos, etc.)



que las protegen de los insectos, hongos, bacterias y otros parasitos, asi como de los
rayos ultravioleta del sol y cumplen con diversas funciones dentro del ciclo de vida de
la planta. Muchos de estos componentes, ya sea de forma individual o en diferentes
combinaciones, poseen efectos estimulantes, calmantes o terapéuticos en el hombre.
A nivel quimico, a los productos vegetales empleados en diversas industrias como
materia prima se les conoce como “metabolitos secundarios” y se refiere a todos
aquellos compuestos organicos sintetizados por el organismo que no tienen un rol
directo en el crecimiento, desarrollo o reproduccién del mismo, generalmente se
encuentran en cantidades relativamente pequefias y su produccion puede ser
extendida o restringida a familias, géneros o especies particulares. Fue Kossel en el
afio de 1891 quien por primera vez los llamé de esta manera y comprenden un grupo

molecular quimicamente diverso (Cuadro 1).

La distribucion de los metabolitos secundarios en las plantas puede variar
ampliamente entre especies y puede ocurrir que s6lo se les encuentre en una de
ellas en particular o en algunas pocas que estén relacionadas (Phillipson, 1990;
Rhodes, 1994; Wink, 1999).

Los metabolitos de plantas y microorganismos conforman un inmenso reservorio de
diversidad quimica natural. Las estructuras de mas de 200,000 metabolitos
secundarios han sido dilucidadas, han proveido una enorme diversidad de
esqueletos de carbono unicos y modificaciones de grupos funcionales que han
generado interés en la industria farmacéutica, agroquimica, etc. (Swaminathan, 1998;
Hartmann, 2005), que han liberado para su comercio farmacos, agroquimicos,
saborizantes, conservadores y pesticidas (Balandrin,1988). La busqueda de nuevos
compuestos eco-amigables derivados de plantas, es una prioridad actual y futura,
debido a la tendencia de buscar la conservacion sustentable y la utilizacion racional
de la biodiversidad (Cordero, 2002).



Al mismo tiempo, existe un incesante esfuerzo por contar con alternativas aficientes
de producciéon industrial de compuestos bioactivos obtenidos de plantas asi como

suplementos para la agricultura tradicional y alimenticios (Ramachandra, 2002).

Cuadro 1. Clasificacion de metabolitos secundarios.
TIPO DE COMPUESTO EJEMPLO GENERAL REFERENCIA
DE UN GRUPO
Derivados del acido cinamico Acido salicilico, acido | Gutiérrez, 2002
cafeico
Cumarinas Esculetina Cuca et al., 2006
Fenoles simples, derivados del | Hidroquinona, acido | Ruiz, 2005
acido benzoico, acido galico, | vanillico
acido protocatequinico y
fluoroglucinoles
Flavonoides Quercetina Hollman et al., 1997
Taninos hidrolizados y | Acido tanico, &cido | Kalolay Shah, 2006
condensados galico
Terpenoides y esteroles Cariofileno, B-sitosterol | Kalola y Shah, 2006
Acidos organicos solubles en | Acido benzoico Bourgaud et al., 2001

agua, alcoholes de cadena larga,
aldehidos alifaticos y cetonas

Lactonas Lactucocina
Acidos grasos Schizonellina, palmitato | Brizuela et al., 1998
de retinilo

Naftoquinonas, antraquinonas y | Juglona
quinonas simples

Aminoacidos y proteinas Gramicidina S, creatina | Bourgaud et al., 2001
Alcaloides y cianhidrinas Colchicina, amigdalina | Waterman, 2002
Sulfuros y glicosidos Tiofenos, rutina Waterman, 2002
Purinas y nucléosidos Dirimida Bourgaud et al., 2001

Dentro de las opciones de produccion, se tiene el cultivo de células en suspension, el
cual permite el cultivo a gran escala de células vegetales, donde los metabolitos
pueden ser extraidos del medio. Las mayores ventajas de contar con un sistema de
cultivo celular sobre los cultivos convencionales de las plantas son: los compuestos
pueden ser producidos en condiciones controladas, independientemente de los
cambios climaticos o las condiciones del suelo, los cultivos celulares pueden estar

exentos de microbios e insectos, se puede facilitar la produccion de metabolitos



especificos de cualquier planta (tropical, alpina, del desierto, etc.), asi como la
reduccion de costos al lograr el control automatizado del crecimiento celular y la

regulacion racional de los procesos metabdlicos (Giri, 2000).

La produccion de metabolitos secundarios puede aumentar o disminuir segun el
estadio del ciclo de vida o por factores abidticos que incluyen el cambio de
estaciones, niveles de macro y micronutrimentos, estrés osmotico (sequia vy
salinidad) y la intensidad de la luz. Al parecer, los compuestos fendlicos estan
relacionados con la luz, los compuestos aromaticos contra la sequia asi como contra
la excesiva incidencia de la luz uv, otros actuan como antioxidantes que
contrarrestan a los radicales libres, etc. (Watermam, 1992). Entre los factores
bidticos se encuentran los patogenos, las plagas y los estados fisiologicos de

competencia, como la colonizacion del habitat.

El analisis bioquimico de los metabolitos secundarios es complicado ya que es el
resultado de la integracion de diferentes disciplinas como la quimica, botanica,
microbiologia, bioquimica y farmacologia e involucra técnicas de analisis tanto
tradicionales como modernas. Cuando los compuestos son aislados, purificados e
identificados y su actividad biolégica es comprobada, pueden utilizarse en la
medicina herbolaria tradicional o bien, en la medicina alépata para su uso en

animales y humanos (Anaya et al., 2000).

El conocimiento etnobotanico esta fuertemente enlazado a un factor cultural y
constituye un indicador particular de la respuesta del hombre a la enfermedad.
Durante los trabajos realizados en estas areas, se han identificado metabolitos con
actividades farmacoldgicas, principalmente para tratar enfermedades cardiacas, del
sistema nervioso central y contra el cancer. También se han enfocado a
enfermedades gastrointestinales y dérmicas, entre otras, provocadas por
microorganismos como bacterias, protozoarios, virus y hongos, agentes causantes

del colera, amibiasis, herpes y pie de atleta, respectivamente, principalmente en el



humano, asi como de enfermedades de transmisién sexual como la gonorrea y el

sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Hersch, 1999).

Aun en los paises industrializados, el uso de remedios botanicos estd aumentando
de manera sorprendente. En 1990, el 2.5% de los estadounidenses adquirié
remedios del tipo herbolario, incrementandose en 1997 al 12.1%. La plantas han
contribuido al desarrollo del 25 al 50% de todos los farmacos que se recetan en EUA,
ya sea que se extraigan directamente de ellas o que sirvan para crear modelos

bioquimicos o plantillas para elaborar compuestos sintéticos (Swedlow, 2000).

l1I.2. ANTIFUNGICOS

Se definen estos como aquellas sustancias que presentan actividad contra los
hongos. Denominandose fungicidas cuando los mata o destruye y fungistaticos

cuando detienen el crecimiento de los mismos (Lumbreras et al., 2003)

El antifungico ideal debe ser de amplio espectro, atéxico para el huésped, con
actividad al suministrarlo por diferentes vias, sin resistencia, con una farmacocinética
adecuada y de bajo costo. En los antifungicos comerciales se incluyen a una amplia
variedad de sustancias con diferentes estructuras quimicas y mecanismos de accion.
La clasificacion de los antifungicos se realiza segun criterios convencionales que
atienden a su estructura quimica (polienos, azoles, alilaminas, lipopéptidos,
derivados de la morfolina, piridona, benzofurano, tiocarbamato, etc.), su origen
(sustancias producidas por organismos vivos o derivados de sintesis quimica), su
espectro de accidon (amplio o restringido), sus mecanismos de accién (fungistaticos o
fungicidas), la via de administracion o de empleo sobre el huésped, su toxicidad y su

selectividad de accion (Gupta et al., 1993).

El tratamiento de las micosis ha evolucionado de la utilizaciéon de los antifungicos
considerados de "primera generacion”, como los metales pesados, hasta los de

"tercera generacion", pasando por los antrifungicos de "segunda generacion”, entre



los que predominan los antifungicos obtenidos a través de la sintesis quimica. El uso
de antifungicos para el tratamiento de las infecciones graves e invasoras, queda
limitado a las distintas formulaciones de anfotericina B, fluconazol, itraconazol y 5-
fluorocitosina (Cuadro 2) (Perfect, 1990).

[11.2.1 ANTIOOMICETICO

Se define como aquella sustancia que presenta actividad contra los oomicetos. Para
abatir a los oomicetos se utilizan compuestos antifungicos, lo que ha dificultado su

control y erradicacion.

[11.3. Plantas como fuente de metabolitos con propiedades biocidas

La incidencia de infecciones fungicas serias en los vertebrados se han incrementado
en los Uultimos 20 afos, debido principalmente al aumento de pacientes
inmunosuprimidos, al surgimiento de resistencia a las drogas antifungicas actuales y
a la recalcitrancia de las micosis (Jawetz et al., 1992; Carrillo, 2000), considerandose
un problema de salud a nivel mundial de todas las edades, pues genera del 5 al 10 %
de las consultas dermatolégicas (Lumbreras et al., 2003). Los problemas
dermatolégicos aparecen de manera constante en la mayoria de las unidades de
atencion médica (Garcia et al., 1993), lo que representa entre el 10 y 15 % de
infecciones en hospitales, causando la muerte en los pacientes hospitalizados por

invasién fungica masiva (Maestre et al., 2001)

A nivel nacional, las infecciones respiratorias ocupan el primer lugar, seguida de las
infecciones gastrointestinales, parasitosis intestinales y las dermatomicosis; incluso
se puede comparar su incidencia y prevalencia de manera similar a la caries dental
(Aiello et al., 2006).

Las dermatomicosis mas comunes son en piel y mucosas, presentandose en una alta

proporcion en los trabajadores que laboran en industrias, lo que provoca alteracion

10
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en el autoestima y confianza en si mismos, estado de violencia, malestar y

frustracion, generando incluso aislamiento social (Palacios et al., 2005).

Se han identificado a los géneros Candida, Pityrosporum, Malassezia, Aspergillus,
Cryptococcus, Epidermophyton, Trichophyton, Trichosporum y Microsporum,
como los principales agentes patogenos (Carrillo, 2004).

En cuanto a las micosis vegetales, éstas se han incrementado ultimamente en un
13%, ya sea atacando a los cultivos o bien, a los alimentos almacenados. En
México se pierde entre el 10 y 30 % de los granos almacenados derivado del

ataque por hongos (Gladstone, 2002).

Lo anterior lo generé el abuso de fungicidas sintéticos provocando varios
impactos: uno de importancia ambiental, al generar contaminacion en suelo, aire y
agua inducido por los residuos de éstos o sus derivados; otro de salud,
ocasionando que el 10 % de la poblacion sufra de algun tipo de enfermedad
cronica ya sea por contacto directo o por consumo de estos compuestos al ingerir
los alimentos contaminados; otro de caracter bioldgico, pues se han hecho
inmunes a los fungicidas por lo menos 100 especies de hongos; y otro mas que
se refiere al impacto econdmico, generado por el punto anterior, ya que la
resistencia a fungicidas promueve el uso de concentraciones mas altas de estos

para fumigar y por tanto, elevando los costos de produccion.

Para contrarrestrar los problemas mencionados, el ser humano ha buscado en la
naturaleza sustancias utiles para aliviar y curar enfermedades. Es una busqueda
continua y sigue en auge la explotacion de microorganismos, hongos, plantas y
animales terrestres y/o acuaticos que contengan moléculas activas prometedoras

para desarrollarlas directa o indirectamente como farmacos (Farnsworth, 1990).
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En la actualidad, a nivel mundial son por lo menos unos 120 metabolitos
derivados de plantas los que se prescriben como medicamentos. Algunos
ejemplos de las plantas fuente de estos metabolitos se muestran a continuacién
en el Cuadro 3 (Taylor, 2000).

Ademas, las plantas poseen metabolitos con accion antimicrobiana y cuyos
principios activos han demostrado tener efecto bactericida y fungicida. Bacterias
tanto Gram (+) como Gram (-) son inhibidas por el uso de diferentes tipos de
extractos (acuosos, etandlicos, metandlicos, etc.) y de diversas partes de la planta
(hojas, tallos, corteza, flores, raices, etc.) (Cuadro 4). Desde el siglo XIX se han
reportado cientos de plantas potencialmente antibacterianas, ejemplos de ellas
son Blumea ariantha, Piper nigrum y Zanthoxillum alatum (Covian y Salgado-
Garciglia, 1999). También se ha demostrado el efecto inhibitorio de este tipo de

compuestos contra hongos patégenos de humanos y de plantas.

Desde los afios 60’s del siglo veinte se han reportado sustancias producidas por
las plantas con alto potencial antifungico: Maruzzella (1963) probé cerca de 119
aceites esenciales de origen vegetal, de los cuales 59 fueron efectivos contra
hongos. Tokin (1960) reportd el poder antibiotico de extractos de cebolla, ajo y
otras plantas, Magboul et al. (1977) y otros grupos de investigacion han
demostrado que los dermatofitos y otros hongos patdégenos son sensibles a
compuestos producidos por las plantas, como a las sesquiterpen-lactonas
presentes como principio activo en plantas de la familia Asteraceae. Son muchos
los trabajos con plantas de la familia Asteraceae que indican su efecto contra
hongos patdégenos aunque las mas importantes pertenecen a los géneros
Achillea, Ageratum, Artemisia, Aster, Blumea, Caesulia, Centaurea, Crepis, Inula,

Parthenium, Pentanema, Solidago, Tagetes y Tanacetum.
Ejemplo de este tipo de plantas con gran potencial en la medicina son algunos

integrantes de la familia Asteraceae (=Compositae), que poseen importancia en la

medicina tradicional, aunque plantas de otras 50 familias tienen caracteristicas
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antifungicas destacando la familias Fabaceae y Brassicaceae (Lima et al., 1993,
Mares et al., 1993; Maatooq y Hoffmann, 1996).

Cuadro 3.

la medicina mundial.

Algunos de los principios activos derivados de plantas utilizados en

PRINCIPIO ACTIVO

ACCION/USO CLINICO

FUENTE VEGETAL

Agrimofol Antihelmintico Agrimonia supatoria
Ajmalicina Desordenes circulatorios Rauvolfia serpentina
Anisodamina Anticolinérgico Anisodus tanguticus
Bergenina Antitusivo Ardisia japonica
Camptothecina Anticanceroso Camptotheca acuminata

Cocaina Anestésico local Erythroxylum coca
Colchicina Agente antitumoral, anti-gota Colchicum autumnale
Curcumina Anticolesterol Curcuma longa
L-Dopa Agente anti-Parkinson Mucuna sp

Digitalina, Digitoxina o
Digoxina

Cardiotonico

Digitalis purpurea

Acido Kaibico

Ascaricida

Digenea simples

Kheltina

Broncodilatador

Ammi visaga

Acido Nordihidroguaiarético

Antioxidante

Larrea divaricata

Quinina Antimalarico, antipirético Cinchona ledgeriana
Reserpina Antihipertensivo, tranquilizante | Rauvolfia serpentina
Silymarina Antihepatotdxico Silybum marianum
Taxol Antitumoral Taxus brevifolia
Timol Antifungico Thymus vulgaris
Vinblastina

Vincristina Antitumoral o antileucémico Catharanthus roseus

Yuanhuadina

Abortivo

Daphne genkwa

14
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En plantas de la familia Asteraceae se han encontrado compuestos con

propiedades biocidas,

generalmente sesquiterpen-lactonas,

flavonoides y

alcaloides (Dominguez, 1985); incluso se ha reportado que el 28% de las plantas

empleadas en la medicina tradicional por los Mayas Tzetzales, pertenecen a esta
familia (Sepp, 2001).

Cuadro 4. Especies vegetales como fuente de compuestos con actividad
antibacteriana.

PRINCIPIO | BACTERIAS FUENTE VEGETAL | REFERENCIA
ACTIVO
Eugenol Gram (+) y Gram (-) | Ocimum gratissimum | Nakamura et al.,
1999
Aceites Staphylococus Piper regnellii Barbieri et al., 2002
esenciales | aureus Bacillus
subtilis
B-Sitosterol | S. aureus Prasium major Mahjoun et al.,
Peréxido de 2002
ergosterol
Polifenoles | Shigella dysenteriae | Sida acuta Karou et al., 2005
Salmonella typhi B
S. aureus
Flavonoides | S. aureus Combretum woodii Eloff et al., 2005
Pseudomonas
aeruginosa,
E. coli
Enterococcus
faecalis
Cumarinas | S. aureus Haematoxylum Yasunaka et al.,
Xanthonas brasiletto H. Karst. 2005
Catecol S. aureus Salix capensis Masika et al., 2005
S. typhi
2-hidroxi- E. coli
bencil
alcohol
Taxifilina S. aureus Salsola tetrandra Habib et al., 2006
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[11.3.1. Metabolitos secundarios vegetales contra hongos que afectan la

salud humana.

Las enfermedades mas importantes causadas por hongos en el ser humano son
las dermatomicosis, micosis superficiales, micosis subcutéaneas y profundas.
Estas son ocasionadas por hongos conocidos tales como Trichophyton rubrum
(Ascomycetes), Candida albicans (Basidiomycetes), Sporothrix  schenckii
(Ascomycetes), Cryptococcus sp y Aspergillus sp que afectan la piel, tejido
subcutaneo y organos internos como pulmoén, huesos, articulaciones, musculos o
tracto genitourinario. En la actualidad se han detectado nuevos patogenos, entre
ellos a levaduras oportunistas (Candida glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
krusei, C. dubliniensis, Saccharomyces sp y Rhodotorula sp), Hyalohyphomycetes
como Aspergillus, Fusarium y Scopulariopsis; especies de Zygomycetes como
Absidia, Mucor y Rhizomucor; Phaeohyphomycetes como Alternaria, Bipolaris,
Curvularia, Pneumocystis carinii; y otros capaces de causar sinusitis, infecciones

cutaneas, endoftalmitis, neumonia y micosis rinocerebral (Jawets et al., 2002).

Los metabolitos vegetales como vernolepina, vernodalina, taraxasterol, parteniol,
gayuolona, artemisinina y algunas flavonas, han mostrado toxicidad contra
Aspergillus niger, Trichoderma viride y Candida albicans, asi como para
dermatofitos (Tan et al., 1998). Zheng y col. (1996) probaron el efecto antifungico
de flavonas aisladas de Artemisia giraldi contra Aspergillus flavus y T. viride.
Artemisia mexicana posee fuerte actividad antifungica contra C. albicans
(Navarro-Garcia et al., 2003); las sesquiterpen lactonas de Vernonia amydalina
inhiben el crecimiento de A. niger y C. albicans (Al Magboul et al., 1997); extractos
de Rhuburb son efectivos contra especies de los géneros Trichophyton,
Microsporum y Epidermophyton (ltsuo, 1985). Otros extractos de plantas se
reportan también como fuente de metabolitos contra hongos que afectan la salud
humana (Cuadro 5). Incluso se ha reportado que los extractos vegetales de
algunas plantas potencian el efecto de los fungicidas quimicamente sintetizados
(Giordani et al., 2004).
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Cuadro 5.

Especie vegetal y principio activo contra hongos que afectan la salud

humana.

ESPECIE COMPUESTO HONGO REFERENCIA

VEGETAL
Artemisia Tujona Candida spp. Kaul et al. 1976
absinthium Aspergillus niger
Vernonia Vernolepina Candida albicans Magboul et al.1977
amygdalina Vernodalina A. niger Magboul et al.1977

Taraxasterol C. albicans Villarreal et al. 1994

Ageratum Aceites Epidermophyton floccosum Singh et al. 1986
conyzoides esenciales Microsporum canis

Trichophyton mentagrophytes

Protoanemonina

E. floccosum

Mares 1987

Solidago virgaurea | Triterpenoides | C. albicans Bader et al. 1990

Achillea Terpinenol C. albicans Barel et al. 1991

fragrantissima

Parthenium Parteniol A. niger Maatooq y Hoffmann

argentatum x P.|Guayulona 1996

tomentosa

Artemisia giraldii Flavonas Aspergillus flavus Zheng et al. 1996
Trichoderma viride

Pelargonium Clorotalonilo Colletotrichum gloesporioides |Kalra y Parameswaran

graveolens 1998

Tagetes erecta Aceite esencial | T. mentagrophytes Rai y Acharya 1999
Richardia Taninos C. albicans Adekunle 2000
brasiliensis E.floccosum

Trichophyton verrucosum.

Tribulus terrestris

Espirostanol

C. albicans
Cryptococcus neoformans

Bedir et al. 2000

Oxalis erythrorhiza

3-Heptadecil-5-

Microsporum canis

Feresin et al. 2003

metoxi-fenol Microsporum gypseum
T. mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Azadirachta indica | Triterpenos T. rubrum Natarajan et al. 2003

Azadiractina

T.mentagrophytes
Microsporum nanum

Citrus bergamia Bergaptene Candida spp Romano et al. 2004
Limoneno

Drimys brasiliensis | Sesquiterpen E. floccosum Malheiros et al. 2005
drimanos T. rubrum

Piper regnellii Conocarpano C. albicans Pessini et al. 2005

Camellia sinensis Epicatequin-3- | Candida glabrata Turchetti et al. 2005

O-galato (ECG)

Clavispora lusitatiae
Cryptococcus laurentii
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[11.3.2. Metabolitos secundarios vegetales contra hongos y oomicetos que

afectan la agricultura

Las enfermedades vegetales producidas por hongos son causa de pérdidas
econdmicas en la agricultura. Se han descrito unas doscientas especies entre
hongos y oomicetos como patdogenos causantes de enfermedades importantes de
los cultivos. Estas pertenecen principalmente a diez géneros (Alternaria,
Aspergillus, Botrytis, Colletotrichum, Fusarium, Helminthosporum, Rhizoctonia,
Verticillum, Pythium y Phytophthora) (Sanchez-Pérez et al., 2001). Para su
control, consumen la mayor parte de los fungicidas utilizados en todo el mundo y
actualmente existen mas de trescientos productos quimicos que se utilizan para

la formulacién de fungicidas.

El numero de principios activos se incrementa cada afio debido a la investigacion
incesante en este campo. En la mayor parte de los casos, la accion de los
fungicidas es principalmente preventiva, siendo efectivos cuando la infeccidn
comienza y las hifas aun no han penetrado los tejidos de las plantas. Los
fungicidas preventivos no son absorbidos apreciablemente por la cuticula de la
planta y no son transportados al interior de la planta, mientras que los fungicidas
sistémicos o quimioterapéuticos vegetales de ultima generacién los absorbe la

planta a través de la raiz, las hojas o las semillas (Rai et al., 2003).

Contra los hongos fitopatégenos también se han utilizado los triazoles como el
tetraconazol, un fungicida de ultima generaciéon. Sin embargo, los mas
ampliamente consumidos son los bencenos sustituidos, tiocarbamatos, etilen-bis-
ditiocarbamatos, tioftalimidas, benomilo, cicloheximida, triforina y compuestos
organometalicos de cobre, mercurio, estafio y cadmio. Todos ellos presentan
grandes desventajas debido a su fitotoxicidad, zootoxicidad y gran capacidad de

contaminacién ambiental (Emmett y Mars, 1973).
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Algunos metabolitos producidos por las plantas han sido aplicados con éxito en el
control de algunos hongos fitopatdogenos. Por ejemplo, el anetol extraido de las
semillas de Pimpinella anisum (Umbelliferae) ha mostrado actividad antifungica en
contra de A. niger, al aplicarse con otro compuesto descrito como un
sesquiterpeno dialdehido poligodial, aislado de diversas plantas. Esto es un
ejemplo de sinergismo, en donde el efecto antifungico se ve aumentado con dos o
mas compuestos (Kubo y Himejima, 1991). También se han aislado dos
isoflavonoides, la colutequinona y la colutehidroquinona de la corteza de las
raices de Colutea arborescens, que fueron probados contra hongos del género
Aspergillus sp, donde se observo la actividad antifungica contra 38 cepas de
hongos. Este hongo también fue sensible al nyasol, compuesto obtenido de
Anemarrhena asphodeloides (Grosvenor y Gray, 1996; Lida et al., 1999).
Formulaciones comerciales de extractos y aceites esenciales comerciales de
Cassia sp. mezclado con extractos de Capsicum sp./Sinapis sp., cuando fueron
aplicados en suelo mostraron actividad antifungica contra el hongo de la
marchitez Fusarium oxysporum f. sp. melonis (Bowers y Locke, 2000). Otros
reportes indican un efecto fungitoxico de extractos vegetales contra Alternaria,
Aspergillus spp, Botrytis cinerea, Colletotrichum spp, Helminthosporium oryzae,
Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, entre muchos otros
(Cuadro 6). Recientemente se ha demostrado que algunos de los productos
derivados de plantas que se aplican en la agricultura, contienen sustancias
activas compatibles con el medio ambiente y son inocuos para el hombre, ya que
no dejan residuos ni generan ninguna toxicidad para el ser humano. Ejemplo de
ello son la lecitina de soya que contiene fosfatidilcolina y un lipido fungistatico y la
harina de neem (Azadirachta indica), un producto de accion sistémica que ha
demostrado su eficacia como preventivo y controlador de hongos de suelo como
Olpidium, Phytophthora, etc. y de la parte aérea de las plantas tales como Mildiu,
Moho Blanco, etc. (Navarro et al., 1996).
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Cuadro 6.  Antifungicos de origen vegetal usados contra hongos y oomicetos
fitopatogenos.
ESPECIE COMPUESTO | ORGANISMO BLANCO REFERENCIA
VEGETAL
Lawsonia inermis Lawsona Helminthosporium oryzae |Natarajan
Lalithakumari 1987
Reynoutria Emodin Fusarium spp Herger et al. 1988
sachalinensis
Wedelia biflora Ac. Pythium ultimum Miles et al. 1991

metilkaurenoico

Parthenium Terpenoides Aspergillus sp Ganeshan
hysterophorus Partenina Sclerotium rolfsii Jayachandra 1993
Alternaria solani
Helminthosporium
maydis
Ananas comosus | Acidos cinamico | Pythium sp Tawata et al. 1996
var. Cayenne p-Pumarico
Ferulico
Chrysanthemum Crisancorina Botrytis cinerea Wang et al. 2001
coronarium var. Physalospora piricola
spatiosum
Holmskioldia Wogonina B. cinerea Pal et al. 2003
sanguinea
Curcuma longa Etil p-metoxi H. oryzae Harish et al. 2004
Cinamato
Ageratum Cromenos Rhizoctonia solani Igbal et al. 2004
conizoides S. rolfsii
Fusarium spp
Clytostoma Ac. Ursolico Aspergillus niger Rocha et al. 2004
ramentaceum Fusarium oxysporum
Ruta graveolens Epoxido de Colletotrichum fragariae | Meepagala et al. 2005
Rutacridona C. gloeosporioides

C. acutatum
B. cinerea
F. oxysporum

Zingiber officinale

Extracto acuoso

F. oxysporum
A. niger

Okigbo y Nmeka 2005
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IV. ANTECEDENTES

IV. 1. IMPORTANCIA DE LA BUSQUEDA DE ANTIFUNGICOS VEGETALES

Los trabajos reportados en los ultimos afios sobre antifungicos son una muestra
clara del interés continuo por la busqueda de nuevos y mejores antifungicos
Segun la base de datos Agricola (2006), existen 4,431 reportes sobre trabajos de
antifungicos, de los cuales 2,342 se publicaron en el periodo de 1996 al 2006, los
cuales en promedio han ido en aumento, incluso en el 2005 hay un repunte
derivado probablemente del interés de paises como India y China por patentar y
comercializar extractos; sin embargo, esto no ha logrado eliminar o disminuir el

problema de las micosis o enfermedades causadas por oomicetos (Fig. 1).

Actualmente, el numero de antifungicos comerciales es minimo, resultando
insuficiente para la diversidad de patdégenos, lo que representa y formaliza la
prioridad en la busqueda de mejores y mas efectivos biocidas que erradiquen a

organismos nocivos.

Las enfermedades producidas por hongos afectan directamente la salud de los
seres vivos e indirectamente al medio ambiente, a los alimentos, e incluso a la
economia, entre otros. El uso indiscriminado de fungicidas en la agricultura, por
ejemplo, ha traido como consecuencia, ademas de las alteraciones ecoldgicas,
compuestos quimicos residuales que son perjudiciales para el hombre. Los
estudios indican que estos productos quimicos sintéticos provocan mayor
actividad carcinogénica que los insecticidas y herbicidas utilizados

frecuentemente en la agricultura (Wilson y Wisniewski, 1994).

En base a lo anteriormente expuesto, una alternativa prometedora es el uso de
productos naturales derivados de las plantas. La gran biodiversidad de flora en
nuestro pais es un factor a considerar en la busqueda de nuevos farmacos, pues
el numero de trabajos fitoquimicos realizados para identificar, purificar y probar

metabolitos vegetales con actividades fungicidas no satisface las demandas que
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se requieren. Hasta hoy en dia, la continua busqueda de compuestos quimicos
con actividades farmacoldgicas potentes contra hongos patdgenos es insuficiente,
al considerar la totalidad de plantas medicinales utilizadas por la poblacién, y

representa una prioridad econémica para la sociedad y de bienestar del hombre y

su entorno.
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Figura 1. Reportes cientificos relacionados con actividades antifungicas en los
ultimos 10 afios (Base de datos Agricola, 2006).

Las cifras de las citas bibliograficas al respecto (por ejemplo, en Agricola), no
manifiestan que la disminucidén o variabilidad de antifungicos corresponde a la
erradicacién de hongos patégenos, sino a la dificultad para obtener metabolitos
activos, identificados y puros a partir de extractos obtenidos de diferentes partes
de la planta en diversas especies con propiedades biocidas, asi como a la

recalcitrancia y resistencia de los patogenos.

El conocimiento de los vegetales a nivel quimico, ha llevado a dilucidar la
estructura de aproximadamente 20,000 metabolitos secundarios y se calcula que
podrian ser alrededor de 400,000 (Swaminathan, 1998). Un indicador de que no
se han encontrado alternativas a los antifungicos convencionales, ha motivado la

busqueda de un antifungico ideal para la época actual.
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IV.2. USO DE PLANTAS MEDICINALES EN MEXICO

El hombre ha encontrado que las plantas el alivio para un sinnUmero de
enfermedades, hechos se han registrado en textos antiguos en diferentes
culturas, incluyendo a las mesoamericanas. La ciencia moderna, en lo general, se
ha concretado a aplicar métodos modernos de investigacion para comprobar en
una multitud de casos las propiedades que los indigenas ya habian encontrado de

un modo empirico en las plantas.

México tiene una ubicacion privilegiada sobre la superficie terrestre y es puente
entre dos subcontinentes, su orografia y sus extensas costas contienen una
diversidad y condiciones ecoldgicas unicas, que albergan a gran numero de
especies vegetales. Se ha hecho un esfuerzo importante para aumentar los
inventarios floristicos, los estudios ecoldgicos, botanicos y aplicaciones utiles de
la flora y con todos ellos se ha calculado que en el pais existen mas de 20,000
especies vegetales. Se estima que la flora de México contiene entre 3,000 y 5,000
plantas con alto potencial medicinal (Argueta, 1994; Lozoya 1994; Martinez,
1994).

La medicina moderna comenzd a practicarse recientemente en muchas de las
zonas rurales mexicanas, en donde sus habitantes rara vez disponen de recursos
econdmicos para pagar farmacos modernos y caros. Por eso, la poblacion
continua confiando en las plantas medicinales de la region y de otras fuentes de la
medicina tradicional. El conocimiento de estos aspectos farmacolégicos y clinicos
de la cultura autéctona mexicana, constituye una fuente importante de informacién
de posibles nuevos agentes activos medicinales (Robinson y Lépez, 1999). Se
estima que el 85% de la poblacion de México recurre a las plantas tanto con fines
medicinales como ingredientes de alimentos. En Pakistan, se estima que el 80 %
de sus habitantes depende de las plantas medicinales para curarse, mientras que
en China, el 40 % recurre al mismo recurso. Aun en paises tecnolégicamente

avanzados como los EUA se estima que un 60% de la poblacion utiliza
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habitualmente plantas medicinales para combatir ciertas enfermedades, mientras
que en Japon existe una demanda mayor de plantas medicinales que de
medicinas de patente, interpretandose que el uso de las plantas medicinales son
un recurso de salud independiente del desarrollo tecnoldgico del pais (Sarukhan
1995).

Un total de 3,000 especies son empleadas por aproximadamente 62 grupos
étnicos mexicanos, pero soélo el 1% de estas plantas se han estudiado
exhaustivamente, del resto de plantas se desconocen sus principios activos y los
posibles beneficios en la salud humana y en la agricultura (Argueta, 1994). Se han
encontrado numerosas especies de plantas mexicanas que contienen metabolitos
antifungicos, destacando las que pertenecen a la familia Asteraceae, Labiatae,
Fabaceae y Brassicaceae, que han sido analizadas y se ha determinado cuales

son sus principios activos antifungicos (Cuadro 7).

Recientemente en nuestro grupo de trabajo se ha demostrado el efecto fungicida
de la mezcla de los metabolitos secundarios afinina, decatrienato de bornilo
[sintetizados en las raices de Heliopsis longipes ‘A. Gray’ Blake (chilcuague)], y
epoxido de timol [metabolito acumulado en flores de Helenium mexicanum H.B.K.
(cabezona)]. En bioensayos in vitro, la mezcla inhibié el desarrollo del hongo
patdogeno Colletotrichum lindemuthianum, con lo cual se propuso a estos
metabolitos para utilizarse como antifungicos en plantas de frijol (Covian y
Salgado-Garciglia, 1999; Loeza et al. 2000) (Cuadro 7).

En la busqueda de metabolitos secundarios con potencial antifungico contra
hongos patogenos de plantas y animales y contra oomicetos de plantas, este
trabajo estd enfocado en Ila obtencibn de compuestos antifungicos vy
antioomicéticos de origen vegetal, especificamente en plantas endémicas
utilizadas en la medicina tradicional mexicana del Centro y Occidente de nuestro

pais.
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Cuadro 7.

antioomiceto.

Algunas plantas mexicanas con propiedades antifungicas vy

ESPECIE COMPUESTO HONGO REFERENCIA
VEGETAL
Asclepias Terpenos Candida albicans Moulin-Traffort et al.,
curassavica Cardendlidos 1990
Chenopodium Terpenos Rhizoctonia solani Pare et al., 1993
ambrosiodes
Heliopsis longipes | Afinina Colletotrichum Molina y Garcia
lindemuthianum Chavez 2000; Covian
C. gloesporioides y  Salgado-Garciglia
Phytophthora 1999; Loeza et al.,
cinnamomi 2000
Persea americana|(E,Z,2)-1- Colletotrichum Domergue et al., 2000
Mill. Acetoxi-2- gloeosporioides
hidroxi-4-oxo-
heneicosa-
5,12,15-trieno
Flourensia cernua |Aceites R. solani Gamboa-Alvarado et
Origanum majorana |esenciales Phytophthora al., 2003
Bouvardia ternifolia infestans
Eupatorium Benzofuranos | Tricophyton Rios et al., 2003
aschenbornianum mentagrophytes
Tricophyton rubrum
Larrea tridentata Resina Pythium sp Lira-Saldivar et al.,
2003
Tagetes lucida 6,7-dimetoxi- | Fusarium Céspedes et al., 2006
4- moniliforme
metilcumarina |Fusarium
Escoparona sporotrichum
R. solani

En base a lo anterior, nuestro grupo de trabajo seleccion6 cuatro especies de la

regidon centro occidente del pais [Artemisia ludoviciana Nutt. (estafiate), Heliopsis

longipes A. Gray Blake (chilcuague), Tagetes lucida Cav. (santa maria) y Satureja

macrostema Benth. Brig. (nurite)], por sus antecedentes de uso amplio en la

medicina tradicional en la regién y debido a que se desconocen sus propiedades

antifungicas o antioomiceto, a excepcion de chilcuague, de la cual se han

determinado sus efectos antifungicos (Trinidad, 1998; Morales-Lépez et al., 2000;

Ramirez-Chavez et al.

, 2000).
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A continuacion se describen las caracteristicas botanicas, propiedades
medicinales, efecto biocida y algunos de los metabolitos principales que

constituyen ciertos tipos de extractos de estas plantas.

IV.2.1. Artemisia ludoviciana Nutt. (estafiate)

Artemisia ludoviciana Nutt., es de la familia Asteraceae y pertenece a uno de los
géneros (Artemisia) con el mayor numero de especies y mas ampliamente
distribuido en el mundo, de los 60 géneros comprendidos en la familia
Asteraceae. Este género con cerca de 300 especies se encuentra sobre todo en
el hemisferio norte, en zonas aridas e incluso salinas y debe su nombre a la Diosa

griega Artemisa (Esteban et al., 1986).

Artemisia ludoviciana es conocida comunmente como estafiate, ajenjo, artemisia,
altamira, estomiate, istafiate, ambf (otomi), iztauhyatl (nahuatl), ro’sabl’i (raramuri),
kamaistra (popoloca), zizim (maya) o bien como xukurrhi kameri (purépecha); es
una planta herbacea perenne, aterciopelada, cuyas hojas pinnatiseptadas tienen
entre 5 y 7 I6bulos con una incisién profunda, serradas de color verde oscuro casi
sin pelo en la superficie superior y en el envés plateado y aterciopelado (Fig. 2A).
Las flores son cafés amarillentas o purpuras de sabor amargo y aromatico al
estrujarse; son plantas de hasta 1.5 m de alto, tallos generalmente varios a
muchos partiendo generalmente de una base rizomatosa (Rzedowski y
Rzedowski, 1985).

La especie es de habito terrestre, crece en asociacion con encinos, coniferas y
otras latifoliadas, se desarrolla en un rango altitudinal de 1500 a 2800 msnm.
Planta originaria de EUA, México y Guatemala, habita en climas calidos,
semicalidos, semisecos y templados. Crece a orillas de caminos y en terrenos de
cultivo abandonados. Florece de septiembre a diciembre (Rzedowski y
Rzedowski, 1985; Bello, 1998) (Figura 2A).
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Fligura 2. Plantas en estudio: A, Artemisia ludoviciana Nutt.; B, Heliopsis longipes
‘A.Gray’ Blake; C, Satureja macrostema ‘Benth.’ Briq.; D: Tagetes lucida
Cav.

Se han realizado cientos de trabajos sobre este género con diferentes enfoques;
al hacer una revision de ello, se encontré que de 257 reportes, el 79% de ellos
corresponde unicamente al andlisis fitoquimico y/o a la variacion de sus
componentes en las diferentes especies con fines quimiotaxonémicos, lugares de
procedencia, desarrollo de la planta o estacionales; sélo el 21 % de los estudios
han sido para analizar efectos biologicos, de los cuales unicamente 3% se
relaciona con propiedades antifungicas. Los reportes hacen referencia a 96
especies diferentes, 48 se citan por uUnica vez. Los paises que mas se han

interesado en este género son China, Iran, ltalia, Arabia Saudita, Alemania y

27



Japon, aunque en otros paises como México, Egipto, Espafa, Canada, Etiopia,

India, Israel, Yugoslavia y Turquia también se han realizado estudios.

En este género, se ha reportado por lo menos 440 compuestos comprendidos
principalmente en los siguientes grupos quimicos: monoterpenos, sesquiterpenos,
sesquiterpen-lactonas, guaiandlidos, flavononas, flavonas, flavonoides,
eudesmanolidos, cumarinas, algunas alcamidas, santandlidos, poliacetilenos,
fenilacetilenos y fendlicos. Esta riqueza y diversidad quimica hace interesante a
este género, siendo entonces una fuente de metabolitos de interés
farmacoldgicos, haciéndose necesario realizar estudios cientificos enfocados a la
aplicacion biolégica de éstos, en la busqueda de alternativas nuevas para el
manejo integral de plagas, biocidas, alelopaticos, entre otros, que sean de amplio
espectro, facilmente degradables y que no presenten efectos colaterales tanto al
ambiente como al ser humano. Los compuestos mas comunes de las especies de
este género son: 1-8 cineol, borneol, B-cariofileno, camfor, a y B-tujona, a-pineno,
a-terpineol, espatulenol, artemisia alcohol, canfeno, limoneno, artemisia cetona,
en diferentes concentraciones dependiendo de la especie, lugar, estacion del afio

y desarrollo de la planta, asi como en las diferentes partes que la forman.

La especie mas estudiada es A. annua, planta que contiene a la artemisinina,
metabolito de interés por presentar propiedades antimalaricas y cuya sintesis
quimica se ha logrado con efectos similares al producto natural. Existen 14
trabajos referentes a A. ludoviciana que corresponden al 5% del total, de los
cuales 8 corresponden a trabajos exclusivamente fitoquimicos (Lee y Geissman,
1970; Geissman et al., 1971; Dominguez et al., 1985; Epstein y Ubben, 1979;
Ohno et al., 1980; Liu y Mabry,1982; Jakupovic et al., 1991; Ruiz-Cancino et al.,
1993); dos enfocados a efectos antimalaricos (Malagon et al., 1997; Ramos-
Guerra et al., 2004); uno relacionado con propiedades antialergénicas (Axial et al.,
1997); otro donde se relaciona la dermatitis al contacto con esta especie (Mitchel
et al., 1971); uno contra Mycobacterium tuberculosis (Jiménez-Arellanes et al.,

2003); y uno mas sobre el efecto antifungico contra nueve especies de hongos
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(McCutcheon et al., 1994) que no incluyen los microorganismos probados en este

trabajo de investigacion.

Varias especies de este género son utilizadas en la medicina tradicional en
diferentes regiones del mundo y se han investigado sus propiedades biocidas. En
la India, especies como A. capillaris, A. sacrotum, A. absinthium y A. herba alba
han mostrado actividad antialimenticia contra insectos lepidépteros; A. vulgaris, A.
tridentata y A. argentea, como reguladoras del crecimiento de insectos; el aceite
de A. vulgaris como larvicida; extractos de A. annua como antihelminticos y

estomacales (Rao et al., 1999).

En Sudafrica, A. afra es ampliamente utilizada en la medicina popular contra
diversas afecciones, mientras que A. abyssinica se utiliza en el Norte de Africa y
Medio Oriente contra diabetes, constipacion y reumatismo; otras especies de
Artemisia son utilizadas para la cicatrizacion (Burits et al., 2001). Los aceites de
algunas especies son utilizados en la perfumeria y medicina, mientras que las

hojas son utilizadas como condimentos (Klayman et al., 1984).

Respecto a los metabolitos que se han reportado en A. ludoviciana, los principales
son kaemferol, dihidroarbusculina A, aquilina, apigenina, arglanina, armefolina,
artecanina, artemisinina, axilarina, crisantemina, douglanina, eupafolina,
eupatilina, hispidulina, jaceosidina, ludovicina —A —B y —C, luteolina, ridentina,
santamarina, selagenina, tricina, vulgarina, borneol, derivados de jonona,
naringenina, rupicolina A y B, rupina A y alcohol vainillina. El ascaridol es el
principio activo mas estudiado, del cual se han demostrado sus propiedades
vermifugas. El extracto acuoso de la planta completa presenta un efecto
antialimentario contra el gusano cogollero (Serrato, 2002). Soélo los metabolitos
arteannuina B y artemisinina se han probado contra Candida albicans,
Plasmodium falciparum y P. vivax. (Ramos-Guerra, 2004) y con diferentes
extractos se ha observado su actividad fungicida (McCutcheon et al., 1994) asi

como antimalarica (Malagon et al., 1997), siendo entonces una especie con un
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alto potencial para la realizacion de estudios que determinen el efecto

antimicrobiano.

El estafiate se usa contra problemas de tipo gastrointestinal y su forma de empleo
es hervir toda o diferentes partes de la planta (tallos, hojas, y/o flores y frutos) con
aceite vegetal y tomada como infusion (Serrato, 2002). Se puede encontrar en el
estado de Michoacan posterior al tiempo de lluvias.

IV.2.2 Heliopsis longipes ‘A. Gray’ Blake (chilcuague)

Heliopsis pertenece a la familia Asteraceae (=Compositae), tribu Heliantheae, que
incluye cerca de 2,500 especies. El género se caracteriza por la presencia de
flores fértiles en el disco, flores liguladas persistentes, corolas sésiles vy
persistentes, aquenios gruesos, 3 a 4-angulares y vilano ausente; la mayor parte
son perennes aunque cinco son anuales (H. annua, H. anomala. H. filifolia, H.

parviceps y H. sinaloenses) (Rzedowski et al., 2001).

La mayoria de las especies son endémicas de Meéxico y en general estan
restringidas al Hemisferio Occidental, aunque se distribuye desde EUA hasta
Bolivia en diversos climas, desde aridos hasta humedos y desde calidos hasta
templados. Este género esta representado por 14 especies conocidas de las

cuales ocho son endémicas de nuestro pais (Garcia-Chavez et al., 2004).

Las plantas mas comercializadas son H. helianthoides, conocida como falso
girasol y H. longipes, conocida como chilcuague, la primera por su uso ornamental
en los EUA y la segunda por su uso medicinal en México (Martinez, 1994). No
existen muchas investigaciones con las especies de este género, salvo de la

especie de interés para este estudio.

H. longipes también es conocida como icha, chilcuan, chimécatl, chilicuau, pelitro

o peritre. Es una planta herbacea, perenne de 20-70 cm, con hojas opuestas,

30



ovadas de 2 a 4 cm, aserradas y con peciolos cortos, raices gruesas y fibrosas de
15-30 cm de largo por 3 mm de ancho, sus flores son de 2.5-3 cm con
cabezuelas amarillas con largos pedunculos (Fig.1B) (Martinez, 1994). La zona de
localizacion y propagacion de esta planta se encuentra ubicada al norte 21° 52, al
sur 19° 55' de latitud al este 99° 41', al oeste 102° 09' de longitud oeste. En la
actualidad probablemente esté mucho mas restringida su distribucion, limitandose
a algunas zonas donde es cultivada en forma rustica en los municipios de Atarjea

y Xichu pertenecientes al estado de Guanajuato (Garcia-Chavez, 1998).

Chilcuague tiene una larga tradicion en la herbolaria indigena que se puede
ilustrar por su nombre de origen nahuatl: chilcuague o chilmecatl (de chili, chile y
mecatl, mecate, aludiendo a las raices filiformes y su sabor picante) (Molina-
Torres et al., 1995). Actualmente es utilizada por su accién analgésica contra el
dolor de muelas (Martinez, 1994). Su importancia radica en que presenta la
acumulacion de dos compuestos principales (afinina y decatrién bornilo), aunque
se han reportado hasta 10 diferentes alcamidas olefinicas en los extractos
etandlicos, que tienen caracteristicas como bactericidas, fungicidas e insecticidas.
Para la afinina se conoce su efecto como antiviral en el tratamiento de las aftas
bucales, fungicida en el tratamiento de pie de atleta, molusquicida y en el
tratamiento de algunos parasitos intestinales (Johns et al., 1982; Molina-Torres et
al., 1999).

H. longipes es un ejemplar botanico de interés farmacologico, como los demas
ejemplares utilizados para el desarrollo experimental en este trabajo, por
presentar metabolitos como afinina, decatrién bornilo, entre otras alcamidas
olefinicas. Los extractos de raiz y los compuestos puros inhiben el crecimiento de
hongos y bacterias (Trinidad 1998; Molina-Torres et al., 1999; Covian y Salgado-
Garciglia, 1999; Ramirez-Chavez et al., 2000; Morales-Lopez, 2003). EI mayor
indice de inhibicion lo ha presentado el extracto crudo por lo que se infiere que
existen otros metabolitos no identificados que pueden funcionar como agonistas,

por otra parte, se desconoce el mecanismo por el cual actuan.

31



IV.2.3 Satureja macrostema ‘Benth.’ Briq. (nurite)

Esta especie del género Satrueja, pertenece a la familia de las labiadas
(Labiateae = Lamiaceae), plantas de aromas caracteristicos, de distribucion
cosmopolita, aunque la mayor concentracion de especies se encuentra en el
Mediterraneo y Asia Central. Se han identificado cerca de 200 especies de este
geénero, algunas especies de importancia econdmica son la menta, el orégano, la

mejorana y la lavanda.

Presenta un olor a menta al estrujarse, es una planta de 1 a 3 m de alto, tallos
erectos, ramas arqueadas y pubescentes, hojas con peciolos de 2 a 5 mm de
largo, limbo ovalado a oblongo o lanceolado, de 1 a 4 cm de largo por 0.6 a 1.5
cm de ancho, apice agudo, aserradas, base redondeada; flores solitarias o en
grupos de 2 a 3 en axilas de las hojas, pedicelos de 2 a 6 mm de largo. Caliz
pentadentado, bilabiado, de 7 a 10 mm de largo, con la garganta pilosa, corola
roja o anaranjada (cambiando a blanquecina o rosada en el secado), de 2-3.5 cm
de largo; estambres exsertos, tecas de las anteras divergentes. Estilo salirente de
la corola, mericarpios ovoides, lisos o reticulados (Fig. 1C) (Rzedowski y
Rzedowski, 2001).

De los diferentes reportes actuales de algunas especies de Satureja, el 40%
corresponde a estudios fitoquimicos, con resultados sobre el efecto
antimicrobiano, tanto de bacterias como de hongos, con 16% y 13%,
respectivamente. Los ensayos antifungicos se han realizado con extractos
etandlicos o bien con el aceite esencial y no con compuestos purificados, a
excepcion del carvacol y timol (Vokou y Margaris, 1984; Panizzi et al., 1993; Egly
et al., 2001; Gulluce et al., 2003; Sahin et al., 2003; Amanlou et al., 2004; Arnal-
Schnebelen et al., 2004; Chorianopoulos et al., 2004; Skocibusi¢ y Benzic, 2004;
Boyraz y Ozcan, 2006; Skocibusic¢ et al., 2006).
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Las especies mas estudiadas son S. hortensis y S. douglasii, sobre todo en
paises como Iran y Turquia, el resto se han realizado en Grecia, Finlandia,
Argentina, Croacia, EUA, Espafia y Yugoslavia (Panizzi et al., 1993).

En las especies estudiadas se han identificado hasta 64 compuestos, los cuales
pueden ser mono-, di- y sesquiterpenos (cimeno, cifielo, cariofilenos, geraniol,
isomentona, limoneno, linalol, terpinoleno, tujona, timol, pinenos, terpineno,
borneol, acetol, camfeno, camfor, carvacrol, tujeno, cubebeno, mirceno, elemeno,
pulegona, espatulenol, carvona, felandreno, etc.), flavonoides y flavonas
(acacetina, timoquinona, timonina, etc.), principalmente. EI compuesto
caracteristico de este género es el carvacol, al que se le atribuyen propiedades
fungicidas (Chorianopoulos et al., 2004).

El nurite (S. macrostema) se conoce comunmente como té nurite, t¢ de monte o
tabaquillo grande, atochietl, borracho, menta, nurhitini te (purépecha), tragorigano,
quauhnahuacense, tunché. Es una planta nativa de México que existe en los
lugares altos y humedos de los estados del centro del pais (Linares y et al., 1988).
Se utiliza para enfermedades gastrointestinales, ya que excita los movimientos del
intestino y favorece la digestion cuando es lenta y dolorosa (Martinez y Barajas,
1991).

Es una planta que habita en las laderas de cerros, terrenos planos, barrancas y
suelos profundos. A lo largo de la cordillera Neovolcanica, dentro de los estados
de Michoacan, se localiza en bosques de pino, encino y oyamel. Se distribuye en
la zona localizada al norte a 20°24', al sur 17°55' de latitud norte; al este 100°04',
al oeste103°44' de longitud oeste también se ha identificado al norte 18° 53', al
sur 16° 19' de latitud norte; al este 98° 00', al oeste 102° 11' de longitud oeste; al
norte 22°4%5', al sur 18°55' de latitud norte; al este 101°28', al oeste 105°42' de
longitud oeste y al norte 18°39', al sur 15°39' de latitud norte; al este 93°52', al
oeste 98°32' de longitud oeste (Rzedowski y Rzedowski, 1985; Bello, 1993; Diaz y
Bello, 1996; Rodriguez y Espinosa, 1995).
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Se utiliza toda la planta y es usada para dolores de estdmago causados por el
exceso de alimentos por lo que se le atribuyen propiedades digestivas,
antiespasmaodicas y antimicrobianas. Se cree que es una planta afrodisiaca, su

forma es en infusion (Bello, 1998).

A partir del extracto polar de S. macrostema (Benth) Briq. se han identificado los
compuestos naringenina y hesperidina, a los cuales se les considera como
responsables de las actividades medicinales de tipo antibacteriano de esta planta
(Serrato, 2002). Cabe mencionar que los trabajos realizados en México de S.
macrostema han sido principalmente en tesis o trabajos en instituciones
gubernamentales por lo que no se pueden encontrar en las bases de datos. Los
trabajos se refieren principalmente a estudios fitoquimicos para conocer la
fenomenologia de sus componentes, para conocer la composicién quimica vy
poder relacionarla filogenéticamente (Vazquez et al., 1995; Aguilar, 2002; Aguilar
et al., 2004), asi como un trabajo relacionado con vasodilatacion (Cortés et al.,

2004) y uno mas sobre efecto bactericida (Serrato, 2002)

Es un género con alto potencial para explorar, debido a que s6lo han sido
estudiadas 27 especies de las 200 que se han identificado, aunado a que los
estudios biodirigidos son escasos. Por otra parte, es necesario publicar los
trabajos realizados en S. macrostema (Benth.) Briq. realizados en el pais y que

permitirian generar nuevas lineas de investigacion.

IV.2.4.Tagetes lucida Cav. (Santa Maria)

El género Tagetes, pertenece a la familia Asteraceae y tiene una amplia
distribucion en el Continente Americano (Turner y Nesom 1993), cuenta con
pocas especies de importancia econémica, si bien su potencial de uso es amplio
por las propiedades quimicas del taxén (Serrato y Quijano, 1993). Las

informaciones etnohistoricas y etnobotanicas indican que las especies T. erecta y
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T. foetidissima se utilizaban durante la época prehispanica y siguen siendo
usadas tradicionalmente por las comunidades mestizas e indigenas en México.
Son plantas utilizadas como ornamentales, ceremoniales, medicinales vy
farmacéuticas. Los extractos bioactivos de diferentes especies presentan
actividad nematicida, fungicida e incluso insecticida. La actividad nematicida de
las raices se atribuye a los tiofenos, mientras que los componentes biocidas del
aceite esencial de flores u hojas son los terpenoides (Neher, 1968).

Una de las especies mas representativas es Tagetes erecta L., nombre cientifico
del cempazuchitl, calenda azteca, calenda africana, marigold, flor de muerto o

veinte flores.

La especie T. lucida Cav. llamada comunmente “Santa Maria” o Spanish
Tarragén, Anicillo, Bashigo (tarahumara), Bashigéko (tarahumara), Cuauhiyautli
(nahuatl), Curucumin, Curucumis, Flor de muerto, Flor de Santa Maria, Guia laga-
zaa (zapoteca), Hierba de las nubes, La coronilla, Nana uarhi (purépecha),
Pericén, Periquillo, Yauhtli, Yerbanis, Yiauhtli, Yita pericod, Zacayahucli. Planta
que se distribuye principalmente al norte 20°24', al sur 17°55’, al este 100°04' y
103°44' de longitud oeste.

Es una planta anual, erecta, de hasta 80 cm de altura, generalmente de varios
tallos partiendo de la base, mas o menos ramificados, glabros, hojas simoles,
sésiles, lineares a oblongas, elipticas u oblanceoladas, de 2 a 10 cm de largo, de
0.5 a 2 cm de ancho, agudas a redondeadas en el apice, margenes aserrados;
cabezuelas en corimbos, sobre los pedunculos bracteados hasta de 1 cm de

largo, flores liguladas 3 6 4 amarillas (Figura 1D).

En varios estados de la Republica tiene una amplia tradicion y aprovechamiento.
Se tiene conocimiento que esta especie se utilizaba desde la época prehispanica,
aunque actualmente sigue teniendo un uso ceremonial, medicinal, insecticida,

forrajero, condimenticio y ornamental. Su uso es de las flores y tallos en infusion

35



para aliviar el dolor de estdmago y para bafnarse después del parto, se utiliza en

ensaladas y como condimento o, como repelente de insectos (Rzedowski, 1985).

Se ha determinado que contiene alcaloides, acido tanico y tiofenos, los cuales en
términos generales tienen efecto letal para algunos microorganismos y nematodos
(Lépez, 1983). Otro compuesto determinado es la herniarina (7-metoxi-cumarina),
también con propiedades antimicrobianas (Serrato, 2002)

Las investigaciones recaen en las siguientes especies: T. patula, T. minuta, T.
erecta, T. mandonii, T. pusilla y T. temiflora. Los paises donde se han realizado
mayormente los analisis con estas plantas son Alemania, Canada y Argentina. La
especie mas reportada es T. patula, seguida de T. minuta y el 55.55 % de los
trabajos corresponden a estudios fitoquimicos. De éstos, el 19% esta enfocado a
propiedades insecticidas y antioxidantes, el 13% corresponde a estudios de
actividad nematicida y bactericida y solo el 11% corresponde a estudios
relacionados con propiedades antifungicas (Chan et al., 1975.; Bakker et al.,
1979; Rossi et al., 1984; Kourany et al., 1988; Mares et al., 2004., Romagnoli et
al., 2005; Rugutt, et al., 2006). Cabe mencionar que no se encontrd ningun trabajo

de T. lucida en relacion a esta ultima propiedad.

Los compuestos identificados en las plantas de este género son
aproximadamente 100, siendo los tiofenos y &cidos grasos los mas
representativos; a los primeros se les atribuyen las propiedades antifungicas
(Romagnoli et al., 2005) y a los segundos las antioxidantes (Aquino et al., 2002;
Wang et al., 2006). Algunos de los compuestos reportados para Tagetes spp. son
linalol, carotenos, piperitona, limoneno, tagetona, helenienos, miricetina,
quercetagenina, isoeuparina, bornil acetato, ocimeno, jafrina, patuletina,
quercetina, luteina, xantinas, piretrinas, cariofilenos, espatulenol, pineno,
felandreno, ramnetina, acido galico, acido benzoico, terpineol, kaemferol,

flavonoles, etc.
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En cuanto a los trabajos relacionados con T. lucida, se han realizado bajo
diversos enfoques como son la determinacién de la concentracion de metales en
las diversas partes de la planta (Laferriere et al., 1991), propiedades antioxidantes
(Aquino et al., 2002), antibacterial (Caceres et al., 1990; Caceres et al., 1991;
Serrato, 2002) y el resto esta relacionado con la frecuencia de uso medicinal en

América Latina (Linares y Bye, 1987; Giron et al., 1991).

Por lo anteriormente expuesto, se identifica la necesidad de contar con
compuestos que presenten propiedades antifungicas y antioomicetos efectivos de
preferencia a bajas dosis, de facil administracion y que sean eco-amigables; para
ello y considerando la diversidad vegetal de la region asi como el uso tradicional
de las plantas medicinales, se propone como una alternativa viable, el uso de

metabolitos obtenidos de plantas medicinales de la region.
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V. HIPOTESIS

Extractos de plantas medicinales de la regién centro occidente de México

contienen metabolitos con propiedades antifungicas y antioomiceto.
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VI. OBJETIVOS
VI.1 OBJETIVO GENERAL.
Determinar el efecto antifungico y antioomiceto de los extractos de plantas
medicinales de la region centro occidente de México.
VI.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1. Seleccionar cuatro plantas mexicanas de la regién centro occidente de
México para la busqueda de metabolitos con propiedades antifungicas y

antioomiceto.

2. Determinar el efecto sobre el crecimiento de hongos y oomicetos

patdgenos de diferentes extractos de las plantas seleccionadas

3. ldentificar los metabolitos activos con actividad antifungica y antioomiceto.
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ESTRATEGIA METODOLOGICA
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VIl.1. MATERIAL BIOLOGICO

Plantas: Se seleccionaron cuatro plantas de la region, considerando los
antecedentes fitoquimicos, uso medicinal, antecedentes de otras especies con
propiedades antifungicas o antioomiceto y de facil acceso en la region. Las
especies vegetales escogidas fueron: Artemisia ludoviciana Nutt., Heliopsis
longipes ‘A’ Gray Blake., Satureja macrostema Benth. Bring. y Tagetes lucida
Cav. De cada especie se colectd toda la planta completa, en el periodo de
floracion de las plantas. Se sometieron a secado en sombra para su
almacenamiento, se dividieron en flores, raices y parte verde (tallo y hojas),
después se pulverizaron y posteriormente se llevd a cabo la extraccién de los
principios activos. Un ejemplar de las especies vegetales se encuentra en el
herbario de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH).

Hongos: Los hongos seleccionados fueron aislados silvestres, un fitopatégeno, 3
patégenos oportunistas y 1 como control, identificados como: Candida albicans,
Colletotrichum lindemuthianum, Mucor circinelloides, Saccharomyces cerevisiae y
Sporothrix schenkii. EI hongo filamentoso C. lindemuthianum y la levadura S.
cerevisiae fueron cultivados en medio papa dextrosa agar (Difco, EUA). Los dos
aislados clinicos dimoérficos C. albicans y S. schenkii fueron cultivados en medio
Sabouraud y el hongo saprofitico M. circinelloides se cultivaron como levadura en
medio papa dextrosa agar. Las esporas inoculadas fueron preparadas en agua
destilada estéril y el ino6culo de levaduras fue preparado en caldo Sabouraud.
Todos los inéculos fueron ajustados a 1 X 10° células. mI™". Los hongos fueron
obtenidos de la coleccién de hongos del Instituto de Investigaciones Quimico
Biologicas de la UMSNH.

Oomicetos. Las cepas de Phytophthora cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P.
infestans y P. mirabilis fueron aisladas de tejidos enfermos de sus plantas

hospedantes (fresa, chile, aguacate y papa, respectivamente). Fueron cultivados
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en medio liquido papa dextrosa (Difco, EUA) y posteriormente crecidos en papa
dextroxa agar (PDA) entre 19y 22 °C por 7 a 15 dias, segun la especie. El micelio
inoculado fue de 100 mm?, el cual se coloco sobre papel filtro. Los oomicetos
fueron donados por la Ph.D. Silvia Fernandez Pavia, del Instituto de

Investigaciones Agricolas y Forestales (IIAF), UMSNH.
VIl.2. METODOS DE EXTRACCION

Obtencién de los extractos de plantas. 100 g de material seco y molido fue
extraido de manera separada como se describe a continuacién: a) el macerado se
dejo en refrigeracion a 4°C por 5 dias con cloroformo—metanol (1:2 v.v '); b) la
extraccion con acetato de etilo utilizando un extractor Soxhlet por 2 h (79°C) y ¢)
la infusidon con agua destilada en ebullicién durante 5 min. Los extractos fueron
separados por filtracion y el solvente fue removido por vacio a 45°C. El residuo se
disolvié en 1ml de alcohol absoluto y se mantuvo a 4°C hasta el momento en que

Se requerl'a Su uUsSo.

De las cuatro especies vegetales se obtuvieron 32 extractos tanto acuosos
(infusibn) como no acuosos (acetato de etilo y cloroformo-metanol), de las
diferentes partes de la planta. En el caso de la flor de H. longipes y S.
macrostema, no se obtuvieron los extractos acuosos ni cloroférmico-metandlicos
(macerado), por que la primera especie no genera en gran cantidad flor y la

segunda, por que ésta es demasiado pequefia.

VII.3. FRACCIONAMIENTO E IDENTIFICACION DE METABOLITOS ACTIVOS
Andlisis Cromatografico. Para el fraccionamiento parcial del extracto
seleccionado se utilizd cromatografia en capa fina. Una vez seleccionada la

fraccidn mas activa, se empled la cromatografia en columna para la purificacion e

identificacion de metabolitos activos. Para la identificacion de compuestos
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volatiles y semivolatiles, se realiz6 cromatografia de gases acoplada a un

espectrometro de masas, utilizando la base de datos NIST.

Cromatografia en capa fina. El extracto seleccionado se llevd a separacién de
sus componentes por cromatografia en capa fina (gel de silice 60, Sigma®; placas
de 20 x 20 cm) con un sistema de solventes de CH3Cl3:MeOH (2:1 v:v) en una
camara cromatografica. Las placas fueron secadas a temperatura ambiente y se
revelaron con luz ultravioleta (uv) a 254 nm, marcandose las bandas
correspondiente a la fracciones. Para la cromatografia de gases/espectrometria
de masas (CG/EM), la fraccidon se resuspendio en metanol y, para los bioensayos,

en etanol.

Cromatografia en columna. El extracto seleccionado se llevd a separacion de
sus componentes por cromatografia en columna (gel de silice 60, Sigma®;
columna de 50 cm x 2 cm) con un sistema de solventes de CH3Cl;:MeOH (2:1
viv). El solvente de las fracciones fue removido; para la CG/MS, la fraccidén se

resuspendié en metanol, y para los bioensayos, en etanol.

Cromatografia de gases acoplada a masas (CG/EM). El analisis del extracto de
la planta y de la fraccién activa, y la extraccién directa con hexano, se realizd
utilizando un cromatografo de gases Hewlett Packard 6890, con detector de
masas HP 5973, con una columna capilar Equity 5 (30m x 20 mm). La
temperatura del horno fue de 50 a 200°C a 13°C min™', 200-300°C y 300 °C-5
min "' y programada a 250°C a 2°'min”". La temperatura inicial del inyector fue de
40°C, incrementandose de 2°C a 250°C. El espectro de masas fue tomado a 70
eV con un rango de masas de 20 a 450. La produccion del aceite esencial (w-v)
fue del 0.94%. La identificacion de compuestos se llevd a cabo por comparacion
de su espectro de masas y el tiempo de retencion, de acuerdo a la base de datos

espectrales NIST.
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VIl.4 ENSAYOS BIOLOGICOS

El efecto de los extractos, las fracciones y de los compuestos puros se llevd a
cabo utilizando el método de difusion de disco tanto en levaduras como en
micelio, cuantificando el halo de inhibicién de crecimiento. Para la selecciéon del
extracto se considerd descartar aquellos que presentaran una inhibicién del halo
de crecimiento menor al 50% y que ademas inhibieran a todos los hongos u

oomicetos probados.

Prueba antifungica: Germinacion de esporas. Discos de papel filtro estériles
(Whatman No.1) de 10 mm de diametro se impregnaron con 100 pl (1mg.ml'1) del
extracto disuelto en etanol absoluto y se colocaron por triplicado en cajas Petri
con medio Sabouraud o papa dextrosa agar, previamente sembradas con 100 pl
de esporas o levaduras de la suspension fungica (1x10° células.ml™). Las cajas

fueron incubadas a 25°C por 72 h.

Inhibicion del crecimiento. Las cajas con agar fueron inoculadas con esporas,
levaduras o micelio incubadas por 4 a 8 h, e incluso de 7 a 15 dias para los
oomicetos, e incubadas a 20°C 6 25°C, dependiendo del hongo probado. Cuando
crecid la hifa dos o tres veces el tamafno de la espora o cuando la levadura tuvo
una yema, se colocod papel filtro impregnado de los extractos, fracciones o
compuestos y se cultivaron en las mismas condiciones. Cada 12 h por tres dias
consecutivos se midio el diametro de inhibicion en los cultivos (20 mm), el
correspondiente al disco de papel (10 mm) no fue incluido. Se utilizaron 100 ul de
etanol absoluto y agua como referencia. Los resultados obtenidos de las pruebas
se trataron estadisticamente; todos los bioensayos se llevaron a cabo por

triplicado.
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VIII.1. RESULTADOS.

ANTIFUNGAL PROPERTIES OF SOME MEXICAN MEDICINAL PLANTS
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Abstract

The antifungal properties of ethyl acetate, chloroform-methanol and water extracts
from Artemisia ludoviciana Nutt., Heliosis longipes ‘A. Gray’ Blake., Satureja
macrostema Benth and Tagetes lucida Cav. were analyzed using the agar disc
diffusion method. After 72 incubation hours, fifty percent of the extracts inhibited
the growth fungi, but the ethyl acetate and methanol-chloroform extracts from A.
ludoviciana, H. longipes and T. lucida inhibited all fungi assayed: Candida
albicans, Colletotrichum lindemuthianum, Mucor circinelloides, Sacharomyces
cerevisiae and Sporothrix schenkii. The result of the spore germination inhibition
assay showed that methanol-chloroform extract from A. ludoviciana was the most
active against the fungi tested. The chloroform-methanol and ethyl acetate
extracts from A. ludoviciana and T. lucida had pronounced antifungal activity

against all fungi tested. These results suggest that A. ludoviciana and T. lucida
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could be used for fungal control in the future. Compounds found in the leaf
chloroform-methanol extracts from A. ludoviciana Nutt.,, were analyzed using
GC/MS, the major compounds were: 1-8 cineole camphor, borneol, cis-verbenol,
mirtenol, eugenol, cariophyllene, a-farnesene, spathulenol, derivatives of

caryophyllene and derivatives of spathulenol.

Key Words: A. ludoviciana, H. longipes, S. macrostema, T. lucida, antifungal
properties.

Introduction

The treatment of human mycosis has been a great challenge for clinicians and
dermatologists. On one hand, opportunistic fungal infections are increasing at an
alarming rate, while on the other allergic reactions of the skin are increasing day to
day. The latter is due to a higher rate of power sensitization of the present
generation of antimycotic agents. Human and plant pathogenic fungi are usually
treated by the use of synthetic compounds, mainly drugs belonging to the
imidazole family [1]. We believe, it is time to search for new antifungal agents of
herbal origin which are relatively economically affordable, safer and easily
available to common people. Moreover, sometimes imidazole derivatives are not
effective, depending on which alternative drugs are required [2]. A review of
literature indicates that many investigators have reported fungistatic and
bacteriostatic properties of extracts of higher plants [3]. Plants produce a lot of
secondary metabolites with pharmacologic activity, although the exact role of
some secundary metabolites in the life processes of the plant is unknown. They
are a source of pharmacologic active principles against pathogenic
microorganisms, e.g. most members of the Asteraceae family are known to
contain sesquiterpene lactones which usually have antifungal and cytotoxic effect
[4,5].
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Mexico has a rich tradition in medicinal plant utilization among its varied folk
healing practices [6,7]. A total of 3,000 species have been compiled in an atlas of
medicinal plants employed by diverse ethnic groups. Incredibly, of these only
approximately 1% of them have been studied in depth regarding their potential
medicinal properties [8]. Satureja macrostema Benth. (nurite) a member of
Labiateae family and T. lucida Cav. (Santamaria), A. ludoviciana Nutt. (estafiate)
and H. longipes ‘A. Gray’ Blake (chilcuague) members of Asteraceae family, have
been described as microbiocides [9-13]. All of them are Mexican medicinal plants
that grow throughout central Mexico and were selected in this work on the basis of

medicinal folklore reports to analyze their fungitoxic properties.
Materials and methods.

Biological material. Artemisia ludoviciana Nutt.,, Heliopsis longipes ‘A. Gray’
Blake, Satureja macrostema Benth. and Tagetes lucida Cav. plants were
collected from INIFAP-Michoacan at the Uruapan Campus and were identified by
Facultad de Biologia Herbarium, Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo (UMSNH). The material plant was collected during early flowering stage
(the months of March-July) and were dried.

A filamentous phytopathogen isolate Colletotrichum lindemuthianum and the yeast
Saccharomyces cerevisiae were cultured on potato dextrose agar (Difco, USA)
medium. Two dimorfic clinical isolates, Candida albicans and Sporothrix schenkii
were cultured on Sabouraud medium and dimorfic saprofitic fungus Mucor
circinelloides cultured on yeast peptone dextrose medium. The spore inocula were
prepared in distilated sterile water and yeast inocula were prepared in Sabouraud
broth inoculum were adjusted to 1 X 10° cells mI". Fungi were obtained from the

fungi collection of the Instituto de Investigaciones Quimico Biologicas, UMSNH.
Plant extracts obtention: One hundred grams of dried plant materials were finely

ground and they were extracted separately as follow: a) macerated, incubated at

4°C for 5 days with methanol-chloroform (2:1 v-v'"); b) extracted with ethyl acetate
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using soxhlet extractor for 2 h (79°C); and c) infusion with distilled water. The
extracts were separated by filtration and the solvent was evaporated to dryness
under vacuum to 45° C. The residue was dissolved in 1 ml of absolute ethanol and

was stored at 4° C for further analysis.

Antifungal test: Spore germination test. Sterile filter paper discs (Whatman No. 1)
of 10 mm in diameter were impregnated with about 100 pl (1 mg-ml'1) of extract
which have been dissolved in absolute ethanol and placed in triplicates on the
potato dextrose or Sabouraud agar plates previously seeded with 100 pl of spores
or yeast fungal suspension (1x10° cells'ml™"). The plates were then incubated at
25°C for 72 h.

Growth inhibition test. Agar plates inoculated with spores o yeast cells were
incubated for 4 to 8 h at 25 °C, when the hypha rise two o three times the size of
spore or yeast produced one or two bud, filter paper with extracts plant were put
on culture and were incubated at same conditions. Each 12 h for three days the
diameter of inhibition zone on the cultures were measured but the diameter of
paper disk (10 mm), was not included. Absolute ethanol (100 ul) and water were
used as reference standards. The results of both tests are presented as mean +

SD of the zone of inhibition of three independent experiments.

Chromatographyc technique. GC/MS analysis of plant extracts were analyzed
using a Hewlett Packard 6890 gas chromatograph, HP 5973 mass detector, and
capillary column Equity 5(30m x 20 mm). Oven temperature was 50 °C for 5 min
and programmed to 250°C at 2 for min. Injector temperature initially was 40 °C,
increased a rate of 2 °C to 250 °C. Mass spectra were taken at 70 eV with a rank
m-z" of 20 to 450. The total yield of essential oil (w-v"') was 0.94%. Components
of the peaks were identified by comparison of their mass spectra, relative retention
time with those reported in NIST spectral database.

Statistical analysis. All data were analyzed with the PROBIT program and for

factorial treatment with P = 0.01 was used for the extracts of all plants.
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Results

The results of antifungal screening of extract of four plant species are presented in
Tables 1 and 2. The growth inhibitory effects of plant extract was in following
order: ethyl acetate and methanol-chloroform extracts from A. ludoviciana, H.
longipes, T. lucida and S. macrostema showed high growth inhibitory effects
against all fungi tested. The aqueous extracts of all the plants showed growth
inhibitory effects against C. albicans, while the rest of the fungi tested showed a
weak or no effect. The most sensitive fungi to plant extract were C. albicans and
S. schenkii vertebrate pathogens and the phytopathogen C. lindemuthianum the
causal agent of bean anthracnosis (Table 1).

The fungi spore germination inhibitory effect of plant extract was similar (Table 2).
The extracts from A. ludoviciana inhibited the germination of yeast-like fungi, while
spore germination of flamentous fungi only were severely affected by leaves and
root methanol-chloroform extracts. The leaves extracts ethyl acetate from T. lucida
were effective on spore germination of four fungi (filamentous and yeast-like fungi)
and chloroform-methanol leaf extract did not inhibited spore germination of
filamentous fungi. The extract root chloroform-methanol from H. longipes was
effective on spore germination inhibition and the methanol-chloroform leaf extracts
from A. ludoviciana were too. The ethyl acetate flower extract inhibited the
germination of all the pathogenic fungi, while germination inhibition of the
chloroform-methanol leaves extracts was weak (Table 2). All extracts from S.
macrostema only inhibited S. cerevisiae and C. albicans germination. Based on
these results, half of the inhibitory concentration (ICsp) values of plant extracts
were calculated as having significant effects against C. albicans, C.
lindemuthianum, M. circinelloides, S. cerevisiae and S. schenckii and are
presented in Table 3. The ICs5y of extracts from A. ludoviciana ranged from 4 to
250 mg'ml". The root ethyl acetate extract was the most active against C.
albicans with ICso value of 4 mg-ml™, then leaf ethyl acetate and flower chloroform-
methanol with ICso values of 20 to 33 mg:ml™'. However, the ICso values of leaf
chloroform-methanol extract against flamentous and yeast like fungi ranged 91 to

100 mg-ml™.
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The ICsp values of aqueous and ethyl acetate extracts from T. lucida against C.
albicans, M. circinelloides and S. schenckii ranged of 11 to 330 mg:ml™. The best
ICs0 values of ethyl acetate and aqueous extract from H. longipes against C.
lindemuthianum, M. circinelloides, S. cerevisiae and S. schenckii ranged of 4 to
500 mg'ml”. The ICs, values of extracts from S. macrostema against S.
cerevisiae ranged 18 to 76 mg-ml”', and against C. albicans was ranged 10 to 51
mg-ml™”.

Based on these results and because the methanol-chloroform leaf extract from A.
ludoviciana inhibited all the fungi tested, this extract was selected as the best
antifungal extract and because of this we made the identification of the maijority
compounds by GS/MS.

The chemical analysis showed that the chloroform-methanol extract of A.
ludoviciana Nutt. had the major compounds: borneol (6.19 %), spathulenol (3.093
%), derivatives of caryophyllene (5.091 %) and derivatives of spathulenol (1.166
%) (Table 4). These compounds have been identified in other species of Artemisia
with other minority compounds, for example: 1-8 cineole, camphor, cis-verbenol,
mirtenol, eugenol, cariophyllene, a-farnesene, derivatives of caryophyllene and

derivatives of spathulenol.

Discussion

The antifungal properties of ethyl acetate, chloroform-methanol and water extracts
from A. ludoviciana Nutt., H. longipes ‘A. Gray’ Blake., S. macrostema Benth. and
T. lucida Cav., showed that fifty percent of the extracts inhibited the fungi growth.
Also, the ethyl acetate and methanol-chloroform extracts from A. ludoviciana, H.
longipes and T. lucida inhibited all fungi assayed: Candida albicans,
Colletotrichum lindemunthianum, Mucor circinelloides, S. cerevisiae and
Sporothrix schenckii. However, the result of the spore germination inhibition assay
suggested that the chloroform-methanol extract from A. ludoviciana was the most
active against the fungi tested. Zheng and coworkers [14] observed in A. giraldi an
antifungic effect against Aspergillus flavus and T. viride which was attributed to the

flavones of the plant. A. mexicana had a strong antifungal activity against C.

50



albicans too [15]. The essential oils of A. abinthium, A. santonicum and A.
spicigera showed a toxic effect against phytopathogen fungi, 1-8 cineol and the
borneol were found to be the majority compounds. A lot of Artemisia species has a
lot of references, however A. ludoviciana does not. In Artemisia genus, more than
96 compounds were determined, the most significant being terpenes: artemisia
ketone, 1-8 cineole, camphor, santolina alcohol, borneol, camphene,
caryophyllene, sabinene, p-cymene and y-terpinene [16]. These compounds have
reported antifungal activity against C. albicans and S. cerevisiae [17], although in
A. douglasiana has this activity too but with other compounds such as vulgarone B
and verbenone [18]. However, in A. afra verbenone, camphor and cis-verbenol
have not been detected but the lower dilution of A. afra oil produced zones of
inhibition with larger diameters on yeast [19,20]. However some authors reported
borneol and its derivatives, camphor and 1,8-cineole (eucaliptol), have
demostrated low antifungal activity against Malassezia furfur, Trichophyton rubrum
and T. beigelii [21-24].

In the Tagetes genus has been looking for new insecticides with a similar or a
better effect than piretrinas, moreover it does not affects the environment [4,25]. In
this search, T. patula turned out to be a good candidate, because it presents
larvicide activity against Aedes aegypti and the majority of its compounds are
terpenes specially limonene, caryophyllene and ocimene, which are directly
responsible for this activity [26]. On the other hand, antifungal activity is reported
against Botrytis cinerea and Penicillium digitatum in T. patula essential oils
attribuited to the compounds piperitone and piperitenone, althought this activity
does not depend only on these two compounds, but on the synergic activity of all
compounds in the oil [27,28]. This may be result of metals like Cu, Zn, Ca and

Mg, determinated in T. lucida and T. filifolia or both effects [29].

With respect the T. lucida, the determining compounds are quercetagenin, 7-O-3-
D-flavonol glycoside, quercetagenin 3-methyl ether 7-O-B-D- glucopyranoside, 6-

hydroxykaempferol-7-O-3-D-glucopyranoside, quercetagenin 3,3’-dimethyl ether,
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caffeic acid, and derivatives of quercetagenin, 6-O-caffeoyl-B-D-glucopyranoside,
4-(B-D-glucopyranosylosy)benzoic acid, gallic acid, phenylpropanoid glycosides, 3-
(2-O-B-D- glucopyranosyl-4-methoxyphenyl)propanoic acid, methyl 3-(2 -O-B-D-
glucopyranosyl-4-methoxyphenyl) propanoate and 7-methoxycoumarin, their
contribution is mainly their antioxidant properties. In the Tagetes genus there are a
few reports on antifungic activity, some of them, like piperitone, piperitenone,
terpinolene, dihydro tagetone, cis-tagetone, limonene and allo-ocimene have been
attributed to this activity [28,30]. Other reports of the same kind are related with
their bactericide activity or including enterobactericide activity [31,32]. T. lucida is
one of the most used species by the Latin-American population for the
stomachache sickness [33]. Sometimes it is possible to confuse T. filifolia, T.
micrantha or even A. druncuculus, that is why its necessary to confirm the specie
on which someone is working [34].

In H. longipes some alkamides hav been identified in the root of this plant, the
affinin and bornyl decatrienate seem to be responsible for antifungal activity in this
species [35]. It seems the metabolites with this activity are concentrated in the root
because different root extracts of H. longipes showed this activity, whereas other
organs did not show any fungitoxic activity except the chloroform-methanol leaf
extract which was observed to inhibit yeast growth and ethyl acetate flowers

extract also inhibited growth of dimorfic fungi (Table 1).

Satureja genus, it has been reported that essential oil compounds of S. timbra
showed a good antifungal activity against soil borne microorganisms and foliage
pathogens [36]. S. hortensis L. methanol extract herbal parts and callus have
shown antifungicidal activity and this property has been attributed to compounds of
thymol, carvacrol and eugenol. [37,38]. But in this work, the S. macrostema

extracts showed a low fingitoxic effect (Table 1 and 2).
The last works, the Satureja genus has been reported with fungicide property

because of it is contents of carvacol and thymol, compounds with antimicrobial

properties [21,22,24]. In S. parnassica, ssp. parnassica Helar and Sart ex Boiss,
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S. timbra and S. spinosa, compounds like 1-8 cineole, camphor, borneol,
spathulenol and caryophyllene oxide were identified; presumably this activity is not
derived only from the presence of monoterpene phenols, but part of the activity
was because pf the secondary and synergistic presence of minor active
constituents, such as y- terpinene and p-cymene [37]. These results are similar to
ours because the chloroform-methanol leaf extract of A. ludoviciana showed the
best fungicide activity, because it has the same compounds (Table 2 and 4). In S.
macrostema results, no fungitoxic effect was observed and this was probably
because of the concentration of compounds, genetic variability or extraction type.
In other Satureja species like S. monatana L. and S. cuneifolia, the essential oils
have shown antifungal activity against Candida albicans, Aspergillus fumigatus
and, Saccharomyces cerevisiae. These oils have carvacrol, p-cymene, Y-
terpinene, borneol, thymol, B-cubebene, limonene, a-pinene, spathulenol, B-
caryophyllene, camphor and borneol [13]. These results are similar to ours
because the S. macrostema extracts inhibited the growth and germination of C.
albicans and S. cerevisiae principally (Table 1 and 2).

It has been demonstrated that the activity and chemical composition in plant, vary
considerably depending on geographic location, growing conditions, plant parts
from which they are extracted, developmental stage of plant, solvent used for
extraction, photosensitivity of some the compounds in the extract, and the
methods used to isolate the essential oils. [12,26]. These works are controversial
because the eucalyptol has low antifungal activity against human pathogen fungi,
M. furfur, T. rubrum y T. beigelii [21,39], whereas other plants, where the
eucalyptol is the majority compound, do not have antifungal activity against the soil
borne plant pathogen F. moniliformis, R. solani, S. scleorotiorum y P. capsici [22].
Other authors reported fungitoxic effect against C. albicans and soil born plant
pathogens by eucalyptol and other mayority compounds in Artemisia especies
[12,40]. There are dozens of species of Artemisia, many of them used medicinally,

A. aryii is most often used in the practice of Chinese medicine, the main chemical
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constituents being borneol, camphor and cineole, all of which are used in the

treatment of pain syndromes [41].

Ruling out majority compounds of A. ludoviciana were borneol and its derivatives,
it is the camphor and 1-8 cineole, that are responsibles for antifungal activity, and
this effect is probably due to one minority compound concentration or because of
the synergic activity of all compounds in the extract obtained. There are many
works about Asteraceae plants and its fugitoxic effect against pathogen fungi, the
most important belong to the Artemisia, Tagetes and Heliopsis genus, and in this
work we have shown the fungitoxic properties of A. ludoviciana, H. longipes, S.
macrostema and T. lucida, in our search for new more affordable antifungal

compounds.

All the extracts show in general an antifungal effect for fungi tested in this work,
but only two plants have been source of metabolites with antifungal properties: A.
ludoviciana and T. lucida. This is the first work that has reported a screening for
antifungal effects of different extracts for these species, where the chloroform-
methanol and ethyl acetate extracts from A. ludoviciana and T. lucida had

pronounced antifungal activity against fungi tested.
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TABLE 1. Antifungal activities of crude plant medicinal extract determinated by
mycelial or yeast-like growth inhibition test. Candida albicans (Ca), Colletotrichum
lindemuthianum (CI), Mucor circinelloides (Mc), Saccharomyces cerevisiae (Sc)
and Sporothrix schenckii (Ss).

Inhibition
Species Organ EXTRACT
Ca Cl Mc Sc Ss
A. ludoviciana | Flowers | Aqueous ++++ |+ + + ¥
Leaves Aqueous ++++ |+ + + +
Root Aqueous ++++ |+ + + +
Flowers | Ethyl acetate +++ +++ tH++ | A4 tH++
Leaves | Ethyl acetate ++++ | +++ +++ +H++ [+ 4+
Root Ethyl acetate +H++ |+ |+ + 4+ + + 4+ +
Flowers | Methanol/chloroform ++++ [+ 4+ ++ + ++ + + ++++
Leaves Methanol/chloroform | ++++ | ++++ [ +++ + +++ + 44+
Root Methanol/chloroform +++ +++ ++++ ++++ ++++
H. longipes Flowers | Aqueous + + + + +
Leaves Aqueous ++ + + + + +
Root Aqueous ++++ |+ + + +
Flowers | Ethyl acetate +++ S M e s + T+t
Leaves Ethyl acetate + 4+ +++ + 4+ + + ++++
Root Ethyl acetate ++++ | 44+ ++ + ++++ ++++
Flowers | Methanol/chloroform + + + + +
Leaves Methanol/chloroform | ++++ | +++ +++ ++++ +++
Root Methanol/chloroform | ++++ | ++++ | ++++ | ++++ + 4+ +
S. Flowers | Aqueous + + + + +
macrostema
Leaves | Aqueous ++++ |+ + + +
Root Aqueous ++++ |+ + + T
Flowers | Ethyl acetate + + + + 4+ +
Leaves Ethyl acetate +4+++ | +++ + 4+ + T+
Root Ethyl acetate ++++ | +++ + + 4+ 4+ 4+ +
Flowers | Methanol/chloroform | + + + + +
Leaves Methanol/chloroform + + + ++++ + 4+
Root Methanol/chloroform | + + + ++ + + ++++ +++ +
T. lucida Flowers | Aqueous +4+4+4+ | 44 ++ + +
Leaves | Aqueous +4+4+4+ | ++++ |+ 4+ + +
Root Aqueous ++++ | ++++ |+ + +
Flowers | Ethyl acetate +++ ++ + 4+ ++ F++
++++
Leaves | Ethyl acetate ++++ | +++ ++++ +4+++ [+ 4+
Root Ethyl acetate +4H++ |+ + + + 4+ + +4+++
Flowers | Methanol/chloroform | ++++ | ++ + +++ 4+ ++++ tH 4+
Leaves Methanol/chloroform | ++++ | +++ + 4+ + ++++ + 4+ +
Root Methanol/chloroform | ++++ [ ++++ | +++ + + 4+ + + 4+ +

n =609, standar errors < 16 % all cases
199<++++ 21.0 cm

099<+++ >0.5cm

049< ++ =

02 < + 201
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TABLE 2. Antifungal activities of crude plant medicinal extract determinated by
germination inhibition test. Candida albicans (Ca), Colletotrichum lindemuthianum
(Cl), Mucor circinelloides(Mc), Saccharomyces cerevisiae (Sc) and Sporothrix
schenckii (Ss).

Species Organ | EXTRACT Inhibition of germination
%
Ca Cl Mc Sc Ss

A. ludoviciana Flower | Aqueous 53 - - - -
Leaf Agueous 50 - - - -
Root Aqueous 55 - - - -
Flower | Ethyl acetate - - 99 57 56.25
Leaf Ethyl acetate 50 - - 53.5 | 53.75
Root Ethyl acetate 51 50 - 54 61.25
Flower | Methanol/chloroform | 50 - - 75 60
Leaf Methanol/chloroform | 52.5 50 61.2 | 525 |55
Root Methanol/chloroform | - - 625 | 775 |50

H. longipes Root Aqueous 50 - - - -
Flower | Ethyl acetate - 65 72 - 56
Leaf Ethyl acetate - - 73.7 | - 54
Root Ethyl acetate 53.5 - - 60 52
Leaf Methanol/chloroform | 52 - - 585 |-
Root Methanol/chloroform | 54 60 62.5 | 53.7 | 50

S. macrostema Leaf Agueous 64 - - - -
Root Aqueous 51 - - - -
Flower | Ethyl acetate - - - 100 -
Leaf Ethyl acetate 50 - - 63.5 | -
Root Ethyl acetate 53 - - 50 53
Leaf Methanol/chloroform | - - - 60 -
Root Methanol/chloroform | - - - 57.5 |50

T. lucida Flower | Aqueous 54 - - - -
Leaf Aqueous 60 58.5 - - -
Root Aqueous 65 62 - - -
Flower | Ethyl acetate - . 76 90 -
Leaf Ethyl acetate 50 - 78.7 | 81 58.75
Root Ethyl acetate 50.5 - - 50 53.75
Flower | Methanol/chloroform | 62 - 78 78.7 |55
Leaf Methanol/chloroform | 53 - 78.7 | 50 -
Root Methanol/chloroform | 52 50.5 775 | 56 -
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TABLE 3. Inhibitory growth concentration half (ICso) of crude plant medicinal
extract against Candida albicans (Ca), Colletotrichum lindemuthianum (CI), Mucor
circinelloides(Mc), Saccharomyces cerevisiae (Sc) and Sporothrix schenckii (Ss).

ICs0 on test fungi*
Species Organ EXTRACT (mg/mly*
Ca Cl Mc Sc Ss

A.

ludoviciana Flower Aqueous 4 - - - -
Leaves Aqueous 108 - - - -
Root Aqueous 38 - - - -
Flowers | Ethyl acetate - - - 160 140
Leaves Ethyl acetate 25 - - 250 250
Root Ethyl acetate 4 107 - 107 27
Flowers Methanol/chloroform | 33 - - 20 27
Leaves Methanol/chloroform | 95 100 80 95 91
Root Methanol/chloroform | - - - 65 100

H. longipes Root Aqueous 168 - - - -
Flower Ethyl acetate - 9 - - -
Root Ethyl acetate 5 - - 4 4
Leaves Methanol/chloroform | 500 - - 430 -
Root Methanol/chloroform | 100 83 80 93 100

S.

macrostema | Leaves Aqueous 34 - - -
Root Aqueous 51 - - - -
Leaves Ethyl acetate 25 - - 18 -
Root Ethyl acetate 10 - - 10 10
Leaves Methanol/chloroform | - - - 76 -
Root Methanol/chloroform | - - - 43 64

T. lucida Flower Aqueous 60 - - - -
Leaves Aqueous 11 12 - - -
Root Aqueous 60 68 - - -
Flowers | Ethyl acetate - - 21 31 -
Leaves Ethyl acetate 88.7 - 51 50 70
Root Ethyl acetate 16 - 46 11 14
Flowers Methanol/chloroform | 37 - - 250 330
Leaves Methanol/chloroform | 49 - 310 500 -
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TABLE 4. Qualitative composition from leaf A. ludoviciana extract obtained with
chloroform-methanol

Compounds identified Reltaive
abundance
(%)
camphor 0.35
1-8 cineol 0.14
borneol 6.19
cis-verbenol 0.69
Mirtenol 0.52
Eugenol 0.73
Cariophyllene 0.84
a-farnesene 0.63
Spathulenol 3.093
derivatives of caryophyllene 5.091
derivatives of spathulenol 1.166
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VII.1 RESULTADOS ADICIONALES

VIII.1.1. ACEITES ESENCIALES DE LA HOJA DE ESTAFIATE (Artemisia
ludoviciana Nutt.) CON ACTIVIDAD CONTRA Phytophthora spp.

Damian-Badillo Luz Maria, Salgado-Garciglia, Rafael y Martinez-Pacheco M.
Mauro.

Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas, Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo, Edificio B-1, Ciudad Universitaria, Francisco J. Mujica s/n. Col.
Felicitas del Rio, Morelia, Mich, México. C.P. 58060. 443 3 26 57 88. Direccion
electronica: luzdaba@yahoo.com.mx

RESUMEN

El estafiate (Artemisia ludoviciana Nutt.) es ampliamente utilizado en la medicina
tradicional mexicana para aliviar el dolor y malestar intestinal. Fue utilizado en
este estudio compuestos contra diferentes especies de Phytophthora. La
actividad microbicida contra Phytophtora spp se encontré en los extractos crudos
de la parte aérea de la planta (tallo y hojas). El extracto cloroférmico metandlico
de hoja de A. ludoviciana inhibié el crecimiento de aislados silvestres del
oomiceto Phytophthora sp. y del cual se obtuvo una fraccion cromatografica con
un Rf = 0.72 que contuvo aceites esenciales capaces de inhibir el crecimiento de
los oomicetos con una MIC de 0.2-0.4 mg-ml™". Los compuestos mayoritarios de
la fraccion microbicida fueron el borneol (16.28), el camfor (7.41 %) y el cis-
verbenol (1.69 %). Se observé que una mezcla de borneol, camfor y cis-verbenol
inhibieron el crecimiento de Phytophthora spp. con un efecto similar al extracto
crudo y a la fraccion cromatografica activa, los compuestos puros aplicados en
forma individual no inhibieron el crecimiento de los oomicetos. El extracto con
acetato de etilo sélo inhibio el crecimiento de dos especies de Phytophthora (P.

capsici y P. cinnamomi).

Palabras clave: Artemisia ludoviciana, Borneol, Camfor, cis-Vervenol,

Phytophthora sp.
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ABSTRACT

The “estafiate” (Artemisia ludoviciana Nutt.) is used in mexican traditional
medicine to relieve the pain and intestinal problems. It and was analyzed in this
study for chooser antioomicete activity against different Phytophthora species.
The microbiocide activity against Phytophtora spp was found in crude extracts of
aerial parts of the plant (leaves and stems). The aerial chloroform methanol
extract of leaves of A. ludoviciana inhibited the growth of the strains of the
oomicete Phytophthora sp with the chromtografic fraction with R; = 0.72 that
contained scential oils, if inhibitedd the oomycete growth with MIC = 0.2-0.4
mg-ml™". The most abundant compounds of the microbiocide fraction were borneol
(16.28), camphor (7.41 %) and cis-verbenol (1.69 %). The borneol, camphor and
cis-verbenol mixture, inhibited the growth of Phytophthora sp. crude extract and
chromatografic fraction. The pure compounds alone did not inhibited the
oomycete growth. The ethyl acetate extract only inhibited two species

Phytophthora alone (P. capsici and P. cinnamomi).

Key words: Artemisia ludoviciana, Borneol, Camfor, cis-Vervenol, Phytophthora.
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INTRODUCCION

El género Phytophthora se encuentra relacionado a las algas heterokontas y café
doradas, despliega diferentes formas de interaccion con las plantas hospederas y su
control es diferente al que se aplica a los hongos verdaderos y de los cuales se
encuentra filogenéticamente alejado, razén por la cual se ha clasificado dentro del
reino Chromista (Van de Peer y De Wachter, 1997). Incluye mas de 50 especies
fitopatdogenas para mas de 150 cultivos de importancia econdémica y responsable de
la enfermedad de los tizones entre otras enfermedades devastadoras. Dependiendo
de la especie puede infectar al follaje (Phtyophthora infestans y P. cactorum), a la
raiz y al tallo (P. cinnamomi) e incluso fruto. El interés por controlar a este patogeno
se renovo al detectar cepas agresivas en el occidente mexicano en la region
productora de aguacate y frutillas, asi como la deteccidon de la agresiva cepa
mexicana A2 (mate type) de P. infestans que afecta significativamente a los cultivos
de papa, tanto en Europa como en otras partes del mundo (Hohl y Islein 1984;
Goodwin 1997). Lo anterior ha motivado a la busqueda de métodos alternativos al
control quimico convencional, para obtener sustancias antioomiceto eficaces y eco-
amigables. Dentro de la diversidad bioloégica, una alternativa es el uso de plantas
medicinales utilizadas por la poblacidn como es el caso del aceite esencial de
Ocimum adscendes cuyo efecto protector contra hongos de almacenaje en semilla
de Capsicum annum fue mas efectivo que el obtenido por fungicidas convencionales
(Asthana et al., 1989). Por otra parte, se ha reportado que el extracto crudo de
Eucalyptus citriodora y aceites esenciales de otras especies vegetales inhibieron el
crecimiento miceliar de oomicetos como Phytophthora infestans (Schwan-Estrada,
1998; Mine Soylu et al., 2006)

Potencialmente, plantas del género Artemisia pueden ser una fuente de compuestos
téxicos para oomicetos del género Phytophthora, algunas especies de este género
han sido estudiadas extensamente desde el punto de vista fitoquimico, debido
principalmente a su uso en la medicina tradicional para el alivio de padecimientos

estomacales. En A. annua, A. absinthium, A. santonicum y A. spicigera, se han
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identificado los compuestos camfor, germacreno D, trans-pinocarveol, 8-selineno, -
cariofileno, artemisia cetona, z-epoxyocimeno, crisantenil acetato, z-epoxiocimeno y
B-thujona, todos poseedores de cierta actividad antifungica, mientras que otros como
la arteanuina B y artemisinina, tienen efecto toéxico contra los protozoarios
intestinales Entamoeba histolytica y Giardia lamblia (Ramos-Guerra, 2004; Juteau et
al., 2002; Kordali, et al., 2005).

A. ludoviciana Nutt., es una especie ampliamente distribuida en territorio mexicano y
comunmente conocida como “estafiate”, con propiedades medicinales y uso similar a
otras especies del mismo género, como las descritas anteriormente, se reporta que
también posee actividad antifungica contra hongos patégenos de plantas y
vertebrados (Damian-Badillo et al., 2006).

Por lo que dentro del contexto de la utilizacion de las plantas medicinales mexicanas
para el control de fitopatdgenos, especificamente oomicetos, el proposito de este
trabajo fue evaluar in vitro el efecto toxico de A. ludoviciana sobre el crecimiento de
cinco especies de Phytophthora (P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P. infestans

y P. mirabilis).

MATERIAL Y METODOS.

Reactivos. Todas las substancias fueron grado reactivo y los aceites esenciales

puros Camfor, Borneol y cis-Verbenol, fueron adquiridos de Sigma Co.

Material Vegetal. Especimenes de A. ludoviciana Nutt. fueron colectadas en la zona
ubicada en; norte 20°24', al sur 17°55' de latitud norte; al este 100°04', al
oeste103°44' de longitud oeste, en la época de floracion y en su ambiente natural,
entre los meses de septiembre y octubre. Un ejemplar se preparé para su
identificacion en el Herbario de la UMSNH. El material fue secado a temperatura
ambiente, se separ6 en raiz, area verde (tallo y hojas) y flor, después se pulverizé y

se guardo protegido de la luz directa hasta el momento de la extraccion.
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Cultivo de oomicetos. Las cepas silvestres de Phytophthora cactorum, P. capsici,
P. cinnamomi, P. infestans y P. mirabilis, fueron aisladas de tejidos enfermos de sus
plantas hospederas (fresa, chile, aguacate y papa, respectivamente). Fueron
cultivados en medio papa dextrosa, una vez crecido el micelio, se mantuvieron en
papa dextrosa agar (PDA) (Difco, USA) y crecidos entre 19 y 22 °C por 7 a 15 dias
segun la especie.

Extraccion. A 100 g de la planta en polvo se le afiadi6 como solvente, una mezcla
de CHsCls:MeOH (1:2 v.v ™) y se dejo en maceracion por 5 dias a 4°C, después se
filtro, se removio el solvente y el extracto fue resuspendido en etanol. Para el
extracto con acetato de etilo se utilizd6 un equipo soxhlet por 2h a 74°C, se filtrd, se
removié el solvente y el residuo fue también resuspendido en etanol y mantenido a

4°C hasta el momento de realizar los bioensayos.

Cromatografia en capa fina. El fraccionamiento del extracto de cloroformo-metanol
de A. ludoviciana se llevd a cabo por cromatografia en capa fina (gel de silice 60,
Sigma®; placas de 20 x 20 cm) con un sistema de solventes de CH3Cl;:MeOH (2:1
v.v'1) en una camara cromatografica. Las placas fueron secadas a temperatura
ambiente y se revelaron con luz ultravioleta (uv) a 254 nm, marcandose las bandas
correspondiente a la fracciones. Se calculé el Rf para cada una de las bandas. Se
obtuvieron seis fracciones diferentes y fueron eluidas con 10 ml de la mezcla
cloroformo-metanol (2:1 v.v'"). Se removié el solvente a cada fraccién utilizando un
rotavapor a una temperatura de 45°C y se disolviéo en 1 ml de etanol absoluto para
los bioensayos y en metanol para la cromatografia de gases/espectrometria de
masas (CG/EM).

Cromatografia de gases acoplada a masas (CG/EM). El analisis del extracto de la
planta y de la fraccién activa, se realiz6 utilizando un cromatografo de gases Hewlett
Packard 6890, con detector de masas HP 5973, con una columna capilar Equity 5
(30m x 20 mm). La temperatura del horno fue de 50 a 200°C a 13°C-min™', 200-
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300°C y 300 °C-5 min™' y programada a 250°C a 2°min™". La temperatura inicial del
inyector fue de 40°C, incrementandose de 2°C a 250°C. El espectro de masas fue
tomado a 70 eV con un rango de masas de 20 a 450. La produccién del aceite
esencial (w-v'") fue del 0.94%. La identificacién de compuestos se llevé a cabo por la
comparacion de los espectros de masas y el tiempo de retencion, con la base de

datos espectrales NIST, el porcentaje de confiabilidad fue del 94%.

Inhibicion del crecimiento. Las cajas con agar papa dextrosa fueron inoculadas con
fragmentos de micelio de 0.2 mm? en el centro de la caja Petri, incubadas de 7 a 15
dias a 19°C 6 22°C dependiendo del oomiceto. Cuando crecio el micelio, se colocd
1cm? de éste sobre papel filtro impregnado con 100 pl de los extractos, fracciones o
compuestos diluidos en etanol y se cultivaron en las condiciones mencionadas
anteriormente. La concentracion de los compuestos mayoritarios fue la contenida en
la fraccién: borneol (63 pg.ml '), canfor (28 pg.ml ") y cis-verbenol (6.5 pg.ml 7).
Cada 12 h por quince dias consecutivos se midid el diametro de inhibicién en los
cultivos (20 mm), el correspondiente al disco de papel (10 mm) no fue incluido. Los
resultados obtenidos de las pruebas se presentan como promedio + EE de la zona
de inhibicion (I % = (C-T)/CX100: 1% = Inhibicién relativa, C = diametro colonial del
control, T = diametro colonial del hongo tratado). Se utilizaron 100 pl de etanol
absoluto y agua como referencia para su comparacion. Se midié el crecimiento
maximo siendo de 2 cm, lo que se consideré como el 100% de crecimiento, para
calcular el % de inhibicion se midi6 el halo y se hizo la proporcién correspondiente en
cada uno de los casos. En el caso de la inhibicién del 100% no hubo crecimiento.

Todos los bioensayos se realizaron por triplicado.
La concentracion minima de extracto vegetal y aceite esencial requerido para un

control completo del crecimiento del patdgeno (MIC) se expresé en mg'ml” y se

clasific6 como efecto biocida sobre Phytophthora sp.
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Analisis de Resultados. Todos los experimentos se llevaron a cabo tres veces con
tres réplicas de cada tratamiento. El programa Statistic 7.0, fue usado para calcular la

significancia de los datos por la prueba de Tukey (p < 0.001).

RESULTADOS

De los diferentes tipos de extractos obtenidos de A. ludoviciana para encontrar un
efecto antioomiceto en esta planta, se observdé que los extractos acuosos no
presentaron esta actividad (datos no presentados). El extracto obtenido con la
mezcla de cloroformo metanol del area verde de esta especie, inhibié el crecimiento
al 100 % en cuatro de los oomicetos y en el caso de P. infestans se observo una
inhibicion del 60 %. Solo P. capsici y P cinnamomi fueron sensibles a los extractos
obtenidos con acetato de etilo. También se observd que la raiz no contiene
metabolitos que afecten el crecimiento de los oomicetos (Cuadro 1). El extracto de
hoja obtenido con cloroformo metanol se fraccioné por cromatografia de capa fina y
se obtuvieron seis sefales cromatograficas, la cuales se ubicaron en base a su R¢ y
se probaron contra las cinco especies de Phytophthora, de las cuales la fraccion tres
(F3) inhibio el crecimiento de todos los oomicetos con una DLsy menor en relacién a
las otras fracciones que inhibieron el crecimiento, por lo que es una fraccion que
contiene metabolitos vegetales capaces de inhibir el crecimiento de Phytophthora sp
(Tabla 2).

Para conocer la composicion de los aceites esenciales de las fracciones, se utilizé la
técnica de cromatografia de gases acoplada a masas, dando como resultado la
identificacion de compuestos principalmente terpenoides; se observa que a diferencia
de la fraccion uno, el resto de las fracciones contienen borneol (16.2 %), canfor (7.4

%) ylo cis-verbenol (1,69 %) como los compuestos mayoritarios (Tabla 3).

Para conocer cual de los componentes mayoritarios detectados en el extracto de
hoja de A. ludoviciana es el responsable del efecto inhibitorio del crecimiento, los
oomicetos se expusieron a los compuestos puros en forma aislada y en una mezcla

de ellos. Los resultados muestran que los compuestos puros de manera aislada no
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tienen efecto sobre el crecimiento de los oomicetos probados. Sin embargo, con la
mezcla de ellos, el efecto inhibitorio del crecimiento de Phytophthora sp llega a ser
del 100 % (Figura 1A), de manera similar al observado por el extracto crudo y la TLC

fraccién 3 (Figura 2B).

DISCUSION

Los metabolitos secundarios producidos por las plantas en sus diferentes estadios de
desarrollo, en la competencia natural por nuevos nichos ecolégicos o en sus
mecanismos de defensa contra microorganismos y depredadores son la fuente
natural para buscar alternativas de control de microorganismos que causan dafio a la
salud animal y vegetal, a los alimentos y causan biodeterioro a materiales diversos.
En este trabajo se buscd en A. ludovisiana compuestos volatiles que inhibieran el
crecimiento de Phytophtora spp. Los resultados del escrutinio fue que el extracto
cloroformo metanol del area verde de A. ludovisiana inhibio el crecimiento de los
oomicetos y que el contenido de los metabolitos comunes en los extractos de
diferentes partes de A. ludovisiana varia de un 6rgano a otro, ya que el extracto con
mayor actividad lo presenté el obtenido con hojas y tallos, mientras que los obtenidos
de la raiz resultaron sin ningun efecto aparente (Tabla 1). Mientras que los otros
extractos inhibieron a dos especies unicamente, estos resultados demuestran que la
variabilidad de especies en un mismo género es significativa. Lo anterior permite
comentar que los oomicetos mas susceptibles a los extractos de esta especie
vegetal, fueron P. capsici y P. cinnamomi aun cuando pertenecen a grupos diferentes
(Il'y IV respectivamente) dentro de la clasificacién del género Phytophthora, mientras
que el resto no fueron susceptibles. Cabe mencionar que tanto P. cactorum como P.
infestans y P. mirabilis pertenecen al grupo |, por lo que esta diferencia puede ser
ocasionada por las caracteristicas particulares de los grupos citados (Cooke et al.,
2000).

Cuando las fracciones cromatograficas se ensayaron contra los oomicetos, se

observé que solo la fraccion tres (F3) fue toxica para las cinco especies de
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Phytophthora. Por otra parte, P. capsici y P. infestans fueron sensibles por los menos
a cinco fracciones. Una observacion de interés porque se esperaria que P. infestans
y P. mirabilis hubieran tenido el mismo comportamiento ya que pertenecen al mismo
subgrupo |, mientras que P. capsici se encuentra en el segundo grupo (Cooke et al.,
2000). Una explicacion probable es que se deba al efecto de la concentracion de

metabolitos y a la sensibilidad de cada especie frente a los mismos.

En cuanto a la identificacién de los compuestos borneol, camfor y cis-verbenol como
componentes principales del aceite esencial en el extracto de hoja de A. ludoviciana
con propiedades antioomiceto, es el primer reporte donde se incluyen estos tres
compuestos. Aceites esenciales han sido reportados para A. dracunculus, A.
absinthium, A. santonicum y A. spicigera, los cuales presentaron una potente
actividad antifungica contra 34 especies de fitopatdégenos entre los que se halla P.
capsici y se le atribuye esta actividad a monoterpenos oxigenados entre los que sélo
se encuentran los dos primeros compuestos identificados en nuestra fraccion
(Meepagala et al., 2002; Kordali et al., 2005). Por otra parte, también se ha reportado
que la parte aérea de A. dracunculus L. Var. dracunculus, contiene compuestos que
presentaron actividad microbicida contra los fitopatégenos Botrytis cinerea y
Celletotrichum gloeosporioides, C. acutatum y C. fragariae, pero tampoco
corresponden a los identificados en este trabajo (Meepegala, et al., 2002, 2003). Otro
reporte de actividad antifungica en relacion al género Artemisia, es el que se refiere
a los extractos obtenidos de la parte aérea de A. verlotorum contra el oomiceto
Saprolegnia ferax, trabajo en el que no se indican los compuestos responsables de
dicha actividad (Macchioni et al., 1999).

La mezcla de borneol, canfor y cis-verbenol es indispensable para obtener el efecto
antioomiceto, ya que de manera aislada no lo presentan, como lo reportd Shafi
(2004), al describir que el borneol no tiene actividad antioomiceto contra P. capsici.
Este ultimo hecho nos sugiere que al realizar bioensayos se tenga la precaucion de

probar tanto compuestos puros, como las mezclas del resto de los metabolitos que
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se encuentran presentes en un extracto o fraccion activa, ya que un efecto puede ser

el resultado del sinergismo de varios componentes.

Este trabajo ademas de presentar el efecto antioomiceto del extracto cloroformo-
metanol del area verde de A. ludoviciana y la importancia de utilizar mezclas de
compuestos, genera nuevas lineas de investigacion que permitan la obtencion de
otros compuestos mas eficientes y eficaces, asi como el conocimiento de su

mecanismo de accion.

CONCLUSIONES

El extracto cloroformo-metanol del area verde de A. ludoviciana vy la fraccion 3
obtenida de este, contienen a los metabolitos borneol, canfor y cis-verbenol, los
cuales presentaron propiedades antioomiceto al encontrarse mezclados, por lo que

se puede afirmar que esta planta es toxica para Phytophthora spp.
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Cuadro 1. Dosis efectiva media de extractos de Artemisia ludoviciana Nutt. sobre

Phytophthora sp.
INHIBICION DEL CRECIMIENTO
TEJIDO EXTRACTO (%)
P. P. P. P. P.
cactorum | capsici cinnamomi |infestans | mirabilis
Flor Acetato de etilo - 40 60 - -
Area Acetato de etilo - 47 - - -
verde
Raiz Acetato de etilo - - - - -
Flor Cloroformo metanol - 90 93 - -
Area Cloroformo metanol 100 100 100 60 100
verde
Raiz Cloroformo metanol - - - - -
Cuadro 2. Actividad antioomiceto de las fracciones de extracto cloroformo-metanol
del area verde Artemisia ludoviciana Nutt. sobre Phytophthora spp.
MIC (mg-ml™)
FRACCION R¢ P. P. P. P. P.
cactorum capsici cinnamomi infestans mirabilis
F1 0.79 3.9
F2 0.74 3.2 5.3
F3 0.72 0.4 0.2 0.2 0.2 0.28
F4 0.70 0.5 0.7
F5 0.58 0.5 1.1
F6 0.57 1.6 2.3
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Cuadro 3. Compuestos mayoritarios del extracto cloroformo-metanol del area verde
de Artemisia ludoviciana Nutt. detectados por CG/EM

MUESTRA [COMPUESTOS Abundancia Tiempo |Porcentaje
Retencién
(min)
FRACCION |Limoneno 5800 5.62 0.116
I
FRACCION |Canfor 2 000 7.04 0.291
2 Borneol 5000 7.27 0.912
FRACCION |Eucaliptol 10 000 5.6 0.530
3 Terpineol 10 000 6.45 0.340
cis-verbenol 30 000 6.97 1.69
Canfor 100 000 7.04 7.41
Borneol 220 000 7.27 16.28
Mirtenal 8 000 7.594 0.342
Espatulenol 9 000 7.623 0.422
Derivado de cariofileno 10 000 11.6 0.553
Derivado de Espatulenol 15 000 11.7 0.843
FRACCION |Eucaliptol 15 000 5.67 0.258
4 Terpineol 10 000 6.47 0.328
cis-verbenol 25 000 6.97 1.29
Canfor 80 000 7.04 4,270
Borneol 300 000 7.27 12.51
Espatulenol 10 000 11.60 0.442
Derivado del cariofileno 12 000 11.68 0.607
Derivado del Espatulenol 8 000 12.13 0.211
FRACCION |cis-verbenol 2 800 6.97 0.318
5 Canfor 5000 7.05 1.824
28 500 7.27 3.779
Borneol
FRACCION |Canfor 6000 |7.05 0.79
6 20 000 7.27 1.59
Borneol
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Figura 1. Bioensayos contra Phytophthora sp. de 1: mezcla de borneol, canfor y cis-
verbenol; 2: borneol; 3: canfor; 4: cis-verbenol; 5: Etanol; 6: Agua; 7: Extracto
cloroformo-metanol del area verde de Artemisia ludovisiana, 8: Fraccion 3 y 9:
borneol y canfor.
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VIIL1.2. COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL Y UNA FRACCION ACTIVA
ANTIFUNGICA Y ANTIOOMICETO DE ESTAFIATE (Artemisia ludoviciana Nutt.).

Damian-Badillo Luz Maria, Salgado-Garciglia Rafael y Martinez-Pacheco Mauro M.
Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas. Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo. e-mail: luzdaba@yahoo.com.mx

RESUMEN

El aceite esencial de hojas y tallos de Artemisia ludoviciana Nutt. (estafiate), una
planta medicinal mexicana, fue obtenido por medio de la maceracion con cloroformo-
metanol (1:2) y por extraccion directa con hexano, una fraccion activa fue separada
del aceite esencial con propiedades antifungicas y antioomiceto por la técnica de
cromatografia en capa fina (CCF). Su composicidon quimica fue analizada usando
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM). Con la
técnica de maceracion, en el aceite se identificaron mas de 34 compuestos,
principalmente terpenos, algunos esteroles y compuestos hidrocarbonados, que
representaron un 81.68% del aceite esencial. Los compuestos identificados en el
aceite extraido con hexano fueron mayormente volatiles. Los principales
componentes encontrados por CG/EM en el aceite esencial obtenido con cloroformo-
metanol fueron borneol, cariofileno, espatulenol, farnesol y tetradecano; mientras que
los de extraccion con hexano fueron tujol, borneol, terpineol, escualeno, tetradecano
y espatulenol. La fraccion activa esta constituida por tres compuestos mayoritarios,
borneol (46.9%), canfor (17.9%) y cis-verbenol (2.56%),

PALABRAS CLAVE. Artemisia ludoviciana, Asteraceae, composicion del aceite
esencial, camfor, borneol, cis-verbenol.

ABSTRACT

The essential oil of the leaves and stems of Artemisia ludoviciana Nutt. (estafiate), a
Mexican medicinal plant, was obtained using both chloroform-methanol (1:2)
maceration and hexane direct extraction, an antifungal active fraction was separated

of the essential oil with antifungal properties by thin layer chromatography (TLC)
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technique. Their chemical composition were analyzed using gas chromatography
coupled with mass spectrometry (GC/MS). With the maceration technique, in the oil
there were identified more than 34 compounds, mainly terpenes, some sterols and
hydrocarbons compounds, representing 81.68% of the essential oil. The identified
compounds in the hexane extracted oil were mainly volatile compounds. The main
components found by GC/MS in the chloroform-methanol extracted oil were borneol,
caryophyllenes, spathulenol, farnesol and tetradecane; whereas those of extraction
with hexane were thujol, borneol, terpineol, squalene, tetradecane and spathulenol.
The active fraction was constituted by three majority compounds, borneol (46.9%),
camphor (17.9%) and cis-verbenol (2.56%).

KEY WORDS. Artemisia ludoviciana, Asteraceae, essential oil composition,

camphor, borneol, cis-verbenol.

INTRODUCCION

Las plantas medicinales y aromaticas han sido usadas por muchos siglos y aun son
todavia una alternativa para diversas enfermedades o padecimientos. En la
medicina tradicional de los pueblos, diferentes especies de Artemisia tienen
aplicaciones medicinales debido en parte a sus aceites esenciales, dependiendo del
lugar donde crecen. Las plantas del género Artemisia son de la familia Asteraceae,
crecen principalmente en Asia, Africa y América, y se conocen mas de 300 especies
(Esteban et al., 1986). Las partes con propiedades medicinales pueden ser tallos,
hojas, flores, savia o jugo y son usados para el tratamiento de enfermedades tales
como diabetes, constipacion, reumatismo, cicatrizacion, infecciones urinarias, de la
piel y padecimientos estomacales o contra parasitos intestinales (Rao et al., 1999;
Burits et al., 2001). Los aceites de algunas especies son utilizados en la perfumeria y
medicina, mientras que las hojas de ciertas especies son utilizadas como
condimentos (Klayman et al., 1984). Hay diferentes formas de uso (infusion, tintura,
aceite, extracto crudo, etc.), la infusion de hojas se recomienda en México como

antihelmintico (Serrato, 2002).
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Diversas investigaciones fitoquimicas en especies de Artemisia han mostrado que
contienen principalmente terpenos, sesquiterpenlactonas, esteroles y flavonoides
(Esteban et al., 1986; Tan et al., 1999; Burits et al., 2001). Algunos de estos
metabolitos como canfor, germacreno D, trans-pinocarveol, $-selineno, B-cariofileno,
artemisia cetona, z-epoxiocimeno, crisantenil acetato, z-epoxiocimeno y 3-tujona, han
sido identificados en A. annua, A. absinthium, A. santonicum y A. spicigera, y se ha
reportado que tienen propiedades antifungicas (Juteau et al., 2002; Kordali, et al.,
2005).

Las plantas medicinales y aromaticas actualmente se utilizan en la fitoterapia
moderna ejemplo de ellas, es una especie mexicana conocida comunmente como
estafiate (Artemisia ludoviciana Nutt.). Aunque existen estudios sobre la composicion
quimica del aceite esencial de esta planta (Ramos-Guerra et al., 2004), este estudio
principalmente contribuye al analisis del aceite esencial de hojas y tallos de A.
ludoviciana, asi como de los metabolitos con propiedades antifungicas. Con nuestras
investigaciones se ha mostrado que el aceite esencial de hojas y tallos de A.
ludoviciana y la fraccion 3, inhiben el crecimiento de hongos patégenos de humanos

y de plantas (Damian-Badillo et al., 2006).

Con la técnica de macerado con cloroformo-metanol se obtuvo el aceite esencial, el
cual fue subsecuentemente separado por cromatografia en capa fina para obtener
una fraccion activa antifungica y antioomiceto. Tanto el aceite como esta fraccion

fueron analizadas por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
MATERIAL Y METODOS

Material Vegetal. Las plantas fueron colectadas en floracibn y en su ambiente
natural entre los meses de septiembre y octubre en Uruapan, Michoacan, México. Un

ejemplar fue herborizado para ser identificado en el Herbario de la Facultad de

Biologia de la UMSNH. Se separ® el area verde y el material fue secado a
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temperatura ambiente, después se pulverizd y se almacend en oscuridad hasta el

momento de la extraccion.

Extraccion. a) Cloroformo-metandlica: A 100 g de polvo se le anadié 100 ml de la
mezcla CH3Cl3:MeOH (1:2 viv) y se dejé en maceracion por 5 dias a 4°C, después se
filtro, se removiod el solvente para obtener el aceite esencial, el cual fue resuspendido
en 10 ml de hexano (1 ml/10g) para realizar la cromatografia en capa fina y el
analisis por CG/EM. b) Hexanica: A 1 g de polvo se le afiadi6 1 ml de hexano,
realizando la extraccion con agitacion vigorosa, se recuperé el sobrenadante

(solvente) por filtracion e inmediatamente se sometio al analisis por CG/EM.

Cromatografia en capa fina. El aceite esencial con actividad antifungica
(cloroformo-metanol) se llevé a la separacién de sus componentes por cromatografia
en capa fina (gel de silice 60, Sigma®; placas de 20 x 20 cm) con un sistema de
solventes de CH3Cl3:MeOH (2:1 v:v) en una camara cromatografica, aplicando 500 pl
del aceite por cada placa. Las placas fueron secadas a temperatura ambiente y se
revelaron con luz ultravioleta (uv) a 254 nm, marcando la banda correspondiente a la
fraccion activa antifungica 13.7-14.6 (Rf = 0.72). La fraccién fue eluida con 1 ml del
solvente de extraccion CH3;Cl;:MeOH (1:2 v:v), sometida a agitacion vigorosa por 2
min y posteriormente fue separada del gel de silice por centrifugacion (10 000 rpm/10

min). Para el analisis de esta fraccion por CG/EM, se resuspendioé en metanol.

CG/EM. El analisis del aceite esencial y de la fraccion activa, se realiz6 utilizando un
cromatégrafo de gases Hewlett Packard 6890, con detector de masas HP 5973, con
una columna capilar Equity 5 (30m x 20 mm). La temperatura del horno fue de 50 a
200°C a 13°C'min™', 200-300°C y 300°C-5 min™" y programada a 250°C a 2°min™". La
temperatura inicial del inyector fue de 40°C, incrementandose de 2°C a 250°C. El
espectro de masas fue tomado a 70 eV con un rango de masas de 20 a 450. La
identificacion de compuestos se llevé a cabo por comparacion de su espectro de

masas Y el tiempo de retencién, de acuerdo a la base de datos espectrales NIST.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Con el analisis por CG/EM (98% de confiabilidad) del aceite esencial de hojas y tallos
de A. ludoviciana obtenido por maceracién con cloroformo-metanol, se identificaron
34 constituyentes, representando el 81.68% del total del aceite (Cuadro 1). En este
caso la produccién del aceite esencial fue del 0.94% (v/w), similar a lo reportado en
otras plantas aromaticas (Mastelic et al., 1998; Moretti et al., 2002; Judzentiene y
Mockute, 2005) o relacionadas (Pappas, 2001; Lai et al., 2006). En general, los
terpenos fueron el grupo dominante en el aceite como borneol, 1-8 cineol, canfor,
canfeno, cis-verbenol, mirtenol, mirtenal, eugenol, cariofilenos, farnesol, espatulenol,

etc.; sin embargo también fueron detectados estigmasterol, y-sitosterol, escualeno, o-

amirina y B-amirina, entre otros (Cuadro 1, Figura 1).

En total, 10 compuestos fueron identificados en la muestra con extraccién directa con
hexano, representando un 78.8% del aceite, como se describe en el Cuadro 2. Se
identificaron terpenos volatiles como el grupo dominante de compuestos encontrados
en el aceite obtenido por maceracién, como el borneol, terpineol, eugenol, cariofileno
o espatulenol; no se detectaron cis-verbenol, cineol o canfor y ademas se identifico el
monoterpeno tujol (Figura 2). La comparacion de ambas muestras de aceite esencial
de estafiate demuestra la diferencia en la composicién de los compuestos, resultando
solo compuestos volatiles al extraer con hexano y tanto volatiles como semivolatiles
con la técnica de maceracion. Al realizar el bioensayo con el extracto hexanico, no se

observo inhibicién del crecimiento (datos no presentados).

Ocho de los compuestos detectados en el aceite con propiedades antifungicas y
antioomiceto fueron identificados en la fraccion activa (F3) (Cuadro 3), siendo
también en su mayoria monoterpenos, aunque los mas representativos fueron
borneol (46.9%), canfor (17.9%) y cis-verbenol (2.56%), que representan el 67.36%
de la fraccion total (Figura 3). En la Figura 4 se muestran sus respectivos espectros

de masas y estructura molecular, obtenidos de acuerdo a la base de datos NIST,
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donde se pueden observar los iones moleculares correspondientes a cada uno de los

compuestos.

La fraccion activa antifungica y antioomiceto, y el aceite esencial por maceracion de
hojas y tallos de A. ludoviciana inhibieron hasta el 100% algunos hongos patégenos
como Candida albicans, Colletotrichum lindemunthianum y el oomiceto Phytophthora
cinnamomi, no asi el extracto con hexano (Damian-Badillo et al., 2006). Por ello, con
este estudio se demuestra que los metabolitos mayoritarios presentes en el aceite
esencial y fraccion antifungicos, no corresponden a los del extracto con hexano,
siendo los responsables de la actividad antifungica y antioomiceto. Propiedades
antifungicas del aceite esencial de Artemisia dracunculus se deben al contenido de
canfor, 1-8 cineol, borneol, a-terpineol, terpineol-4-ol y acetato de bornilo (Kordali et
al., 2005), lo que concuerda con nuestros resultados, ya que tanto el aceite como la
fraccion activa contienen algunos de estos metabolitos. Los constituyentes cis-
verbenol, mirtenol, eugenol, cariofileno, a-farneseno y espatulenol se reportan por

primera vez en esta especie de Artemisia.

El cis-verbenol se ha identificado en otras especies vegetales como en el aceite
esencial de Lippia alba, planta con propiedades antibacterianas (Fun y Svendsen,
1990). Tanto el borneol como el canfor, han sido determinados en esta misma
especie y se les han atribuido propiedades antioxidantes y antibacterianas (Yu et al.,
2003; Cha et al., 2005; Kordali et al., 2005).

CONCLUSIONES

Se identificaron un mayor numero de compuestos volatiles y semivolatiles en el
aceite esencial de hojas y tallos de A. ludoviciana, obtenido por maceracion con
cloroformo-metanol, al comparase con la extraccion directa con hexano. En la
fraccién antifungica y antioomiceto activa, claramente se detectaron canfor, borneol y
cis-verbenol, como los responsables de la actividad, lo cual postula a este aceite

esencial como una fuente de compuestos antifungicos y antioomicetos.
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Cuadro1. Compuestos (CG/EM) que constituyen el aceite esencial de hojas y tallos
de A. ludoviciana Nutt. obtenidos por maceracién con cloroformo-metanol, asi como
el porcentaje de los mismos en el contenido del aceite.

NUMERO DE TIEMPO DE CONTENIDO EN EL
COMPUESTO RETENCION COMPUESTO ACEITE
(min) (%)
1 5.66 1,8 cineol 0.32
2 6.44 terpineol 0.31
3 6.97 cis-verbenol 0.70
4 7.04 camfor 0.36
5 7.27 borneol 6.19
6 7.60 mirtenol 0.52
7 7.62 mirtenal 0.41
8 7.81 carveol 0.35
9 8.58 timol 0.52
10 8.83 farnesol 5.73
11 8.97 camfeno 1.25
12 9.31 eugenol 0.73
13 9.66 tetradecano 19.9
14 10.09 cariofileno 0.84
15 10.26 B-farneseno 0.29
16 10.42 a-humuleno 0.20
17 10.58 ledol 0.16
18 10.68 germacreno D 0.63
19 10.76 a- farneseno 0.12
20 10.82 germacreno B 0.69
21 11.61 espatulenol 5.09
22 11.69 oxido de cariofileno 7.09
23 13.18 santalol 0.8
24 14.18 aido hexadecanoico 1.5
25 14.41 pentadecano 0.48
26 15.06 fitol 0.40
27 15.17 acido 9-octadecandico 3.94
28 15.37 9-octadecenal 1.28
29 15.92 estigmasterol 2.03
30 16.86 y-sitosterol 1.78
31 17.61 o-amirina 4.74
32 18.49 escualeno 4.88
33 19.28 B-amirina 4.38
34 20.36 hentriacontano 3.07

86



Cuadro 2. Compuestos (CG/EM) que constituyen el aceite esencial de hojas y tallos
de A. ludoviciana Nutt. obtenidos por extraccion directa con hexano, asi como el

porcentaje de los mismos en el contenido del aceite.

NUMERO DE TIEMPO DE CONTENIDO EN EL
COMPUESTO RETENCION COMPUESTO ACEITE
(min) (%)

1 5.46 tujol 3.16
2 5.65 borneol 12.62
3 6.68 terpineol 6.70
4 6.98 eugenol 1.66
5 7.20 tetradecano 31.36
6 7.91 germacreno D 1.29
7 8.54 espatulenol 6.36
8 8.61 oxido de cariofileno 10.39
9 10.68 acido tetradecanoico 2.64
10 15.51 escualeno 2.7

Cuadro 3. Compuestos (CG/EM) de la fraccién activa antifungica (F3) del aceite

esencial de A. ludoviciana Nutt., asi como el porcentaje de los mismos.

NUMERO DE | TIEMPO DE CONTENIDO EN LA
COMPUESTO | RETENCION COMPUESTO FRACCION
(min) (%)

1 5.6 1-8 cineol 0.69

2 6.97 cis-verbenol 2.56

3 7.04 camfor 17.9

4 7.27 borneol 46.9

5 7.60 mirtenol 0.545

6 8.81 farnesol 0.462

7 11.61 espatulenol 0.988

8 11.69 cariofileno 0.72
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Figura 1. Cromatograma del aceite esencial de hojas y tallos de Artemisia ludoviciana
Nutt. obtenido por maceracion con cloroformo-metanol.
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Figura 2. Cromatograma del aceite esencial de hojas y tallos de A. ludoviciana Nutt.
obtenido por extraccion directa con hexano.
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Figura 3. Cromatograma de la fraccion activa antifungica (F3) del aceite esencial de
hojas y tallos de Artemisia ludoviciana Nutt.
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Figura 4. Espectros de masas de metabolitos mayoritarios de la fraccion activa
antifungica del aceite esencial de hojas y tallos de Artemisia ludoviciana Nutt.: A,
borneol; B, canfor; C, cis-verbenol.
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IX. DISCUSION GENERAL

Las enfermedades causadas por hongos (micosis) en humanos se han incrementado
a nivel mundial en los ultimos 20 afos, derivado del aumento de pacientes con
alteraciones en su estado inmunitario y al estrés entre otros factores; de acuerdo a
los registros de consultas con las que se cuenta, se ha detectado que entre el 5-10%,
corresponde a padecimientos causados por estos organismos, siendo las mas
comunes las micosis en piel y mucosas. En los hospitales representan hasta el 15 %
de infecciones e incluso llegan a causar la muerte en algunos pacientes por invasion
fungica masiva (Aiello et al., 2006). Mundialmente, el costo promedio diario para
tratar a una persona con problemas micoticos oscila entre 16 y 1,300 dodlares
dependiendo del pais, del tratamiento, y de la gravedad de la misma (Andnimo,
2003), ademas los tratamientos son largos y se requiere de un seguimiento médico
para alternar o combinar los farmacos adecuados para abatir o controlar el problema
de resistencia. Lo anterior refleja una problematica real que requiere atencién, ya que
independientemente del costo, estos patdgenos no son especificos de personas

adultas, sino que atacan a cualquier edad.

El interés por abatir enfermedades causadas por hongos, ha generado una variedad
de compuestos antifungicos que ademas del costo por produccién, compra y uso,
son relativamente caros, presentan efectos secundarios y que en su mayoria son
altamente cancerigenos. A partir de 1930 se cuenta con una serie de compuestos
antifungicos comerciales que se catalogan en primera, seguna y tercera generacion,
tal clasificacion ha dependido de manera general de la naturaleza de los mismos,
composicion y mecanismo de accion. Los antifungicos de la primera generacion
fueron metales pesados como el yoduro potasico, metaloides, deriados azufrados y
sulfonamidas (Kauffman y Carver, 1997), todos ellos en general con problema de
solubilidad lo que dificulta la via de administracion, la biodisponibilidad y genera
efectos secundarios adversos que puede incluir en el mejor de los casos alergias o
en el peor de los escenarios inducir procesos cancerigenos. Los compuestos de la

segunda generacion se caracterizan por ser productos de sintesis quimica, aunque
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algunos otros son derivados de productos naturales o también de la actividad
metabodlica de ciertos microorganismos. Dentro de la nueva gama de compuestos
antifungicos, se ha procurado conjugar la bioquimica y la fisiologia de la relacién
huésped-patdégeno para obtener mejores resultados (Lumbreras et al., 2003). Los
mecanismos de accion de todos ellos son varidados (inhibicidon de la respiracion, del
metabolismo de acidos nucleicos, de la division celular, etc.), aunque en su mayoria
se trata de compuestos que inhiben la sintesis de quitina o la sintesis del ergosterol.
Sin embargo, la resistencia a estos antifungicos es hoy en dia uno de los principales

problemas a resolver para poder controlar a este tipo de patdégenos.

En relacion a las enfermedades causadas por los hongos fitopatogenos, a nivel
mundial también se han incrementado en los ultimos cinco afos hasta en un 13%,
incluso en México se llega a perder hasta el 30% de los granos almacenados por
esta misma causa. Los antifungicos utilizados para solucionar este problema son del
mismo tipo que los empleados para abatir las micosis en humanoscabe, cabe
resaltar que los fungicidas empleados para este fin, han generado resistencia de por
lo menos 100 especies de hongos, induciendo el abuso de pesticidas, lo que impacta
directamente sobre el medio ambiente ya que sélo el 1% alcanza al organismo
“blanco” , mientras que el 25 % es retenido en el follaje, el 30 % llega al suelo y el 44
% restante es exportado a la atmédsfera y a los sistemas acuaticos por escurrimiento
y lixiviacion, lo anterior eleva los costos de produccion hasta en un 16% (Gladstone,
2002).

En cuanto a los oomicetos fitopatdgenos, se refiere que éstos llegan a infectar hasta
en un 30% a los principales cultivos. Para controlarlos, el gasto de produccién llega a
ser hasta de la tercera parte ya que son de las plagas mas dificiles de erradicar y
para su control se utilizan los fungicidas comerciales (Sanchez-Pérez et al, 2001).
Ademas, en el mercado no existen en el mercado compuestos antioomicéticos para
controlar a estos patdgenos en los cultivos, pues se aplican antifungicos para tratar
de abatirlos, sin considerar que se trata de organismos con caracteristicas diferentes

a los hongos, por lo que los oomicetos se han clasificado en el reino Chromista.
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Entre las diferencias marcadas, es la composicion de la pared celular y que las
esporas son biflageladas, lo que relaciona a los oomicetos con las algas cafés y no

con los animales como es el caso de los hongos (Judelson y Blanco, 2005).

Por ello se genera la necesidad de buscar fungicidas y oomiceticidas de bajo costo,
facilmente degradables para evitar contaminacion, sin efectos adversos y de facil
administracion. Para lograr lo anterior, se ha utilizado como alternativa el uso de
algunas plantas medicinales para ser empledas como extractos o bien como base
para la purificacion y un posterior disefio y elaboracion de metabolitos activos, que
controlen hongos y oomicetos patégenos. Paises como la India y China ya cuentan
con un mercado soélido de productos obtenidos a partir de plantas, en América Latina:
Argentina, Brasil, Chile, Costa Rica, Honduras y recientemente Panama, hacen lo
correspondiente (Acosta, 2006). No obstante, México no figura dentro de los paises
con un mercado en este tipo de productos, por lo que seria conveniente explotar

racionalmente este recurso.

Aunque Meéxico cuenta con una vasta riqueza vegetal, el niumero de estudios
biodirigidos para resolver los problemas causados por hongos y oomicetos con
plantas o derivados de ellas, son de numero reducido, por lo que aun no se ha
encontrado un biocida ideal en este sentido. Especificamente en este trabajo se
seleccionaron cuatro especies de plantas medicinales de la regidon centro occidente
de México considerando diversos aspectos tales como: que pertenezcan a familias
reportadas con propiedades antifungicas y que algunas especies del mismo género
hayan sido reportadas con propiedades antifungicas o antioomicéticas (Maatooq y
Hoffmann, 1996), que sean utilizadas en la medicina tradicional y con escasos

estudios fitoquimicos o biodirigidos.

Una vez seleccionadas, colectadas, secadas y separadas cada una de las partes de
cada una de las plantas, se logré contar con extractos conformados por compuestos
no polares (acetato de etilo), parcialmente polares (cloroformo-metanol) y polares

(infusion), para contar con toda una gama de metabolitos y aumentar la posibilidad
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de encontrar alguno(s) con caracteristicas antifungicas o antioomiceto; lo anterior es
importante porque se debe considerar que la concentracion de metabolitos varia
dependiendo del 6rgano donde se producen, del solvente utilizado, del método de
extraccion, del estado de desarrollo de la planta, etc. (Akrout et al., 2003; Haider et
al., 2003; Taho et al., 2004).

Posteriormente se realiz6 el escrutinio con los 32 extractos obtenidos de las plantas
en estudio contra cinco especies de hongos entre patdogenos de humanos y
fitopatégenos, un grupo conformado con diferentes tipos de hongos patégenos con
estilos de crecimiento diferentes: monomadficos miceliares, monomoarficos
levaduriformes, dimérficos y cinco oomicetos del género Phytophthora. Se observé
que en general, los extractos acuosos inhibieron el crecimiento de C. albicans, estos
datos concuerdan con trabajos realizados en otras especies de los géneros utilizados
en este estudio, donde reporta el efecto antifungico contra esta especie (Amanlou, et
al., 2004; Bakker, et al., 1979; Morales-Lépez, 2004; Setzer et al., 2004). Los
resultados obtenidos en este estudio, muestran la posibilidad de contar con
metabolitos hidrosolubles alternativos a los fungicidas comerciales ya que son
principalmente de naturaleza lipofilica (Balfour et al., 1992). Sin embargo, no es
objetivo de este trabajo contar con un antifungico especifico, sino de uno de amplio
espectro que pueda ser utilizado en todas las regiones y en todos los niveles
econdmicos, ya que un antifungico especifico requiere de un analisis previo para
caracterizar la especie patdgena e identificar el compuesto biocida especifico, lo que
encarece el tratamiento (Waterman, 1991). Normalmente no existe una cultura
médica, de salud y de prevencién en este sentido, pues en la mayoria de los casos la
gente se auto medica, atiende a sugerencias no profesionales e incluso no se cuenta
con el recurso suficiente para llevar a cabo los analisis requeridos, o por las

deficiencias de las instituciones de salud publicas mexicanas.
Por otra parte, aunque el extracto de T. lucida resulta ser de gran interés derivado de

que tuvo efecto sobre la mayoria de los hongos contra los que fue probado, este

hecho puede sugerir que esta especie contiene compuestos antifungicos, como ha
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sido reportado en otras especies del mismo género, que demuestran efecto biocida
contra dermatofitos y hongos fitopatogenos (Chan, et al., 1975; Mares et al., 2004;
Romagnoli, et al., 2005).

No se obtuvo un extracto que pudiera inhibir a todos los hongos tratados, sin
embargo, los extractos cloroformo-metanol y acetato de etilo del area verde y flor de
de T. lucida, inhibieron hasta en un 100% a M. circinelloides, por lo que se puede
considerar a esta planta, potencialmente especifica para controlar a este patégeno

oportunista que invade e infecta a sujetos inmunosuprimidos (Eaton, 1994).

Al comparar el efecto de los diferentes extractos de H. longipes y A. ludoviciana, se
observé que de ambas se obtuvo un extracto que inhibié a todas las especies contra
los que fue probada. El extracto cloroformo-metanol de A. ludoviciana presentd un
efecto similar e incluso mayor sobre los hongos, que el extracto de raiz de H.
longipes, reportado anteriormente con propiedades antifungicas, siendo responsable
de ello la presencia de dos alcamidas: afinina y decatrien bornilo (Trinidad 1998;
Molina-Torres et al., 1999; Covian y Salgado-Garciglia, 1999; Ramirez-Chavez et al.,
2000; Morales-Lopez, 2003). Al hacer el analsis estadistico, se comprobd que A.
ludoviciana es la planta mas efectiva para controlar el crecimiento del mayor numero
de patdgenos utilizados en este estudio ya que muestra diferencia significativa con
respecto al resto de las plantas. Derivado de que el extracto cloroformo-metanol fue
el que inhibié a todos los hongos patdgenos contra los que se probo, se selecciono
para llevar a cabo su fraccionamiento e identificar a los metabolitos responsables de
dicha actividad. Ademas este extracto también inhibié el crecimiento de las cinco

especies del oomiceto Phytophthora spp. probadas.

Los resultados demuestran que A. ludoviciana es una planta que contiene
metabolitos con propiedades antifungicas y antioomicéticas. Estos resultados
concuerdan con los de Ramos-Guerra (2004), quien observé efecto antifungico del
extracto hexanico de esta planta contra C. albicans, siendo éste el primer reporte al

respecto, sin embargo no probd los extractos contra Phytophthora spp.
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Otras especies de este género han sido reportadas con estas caracteristicas como A.
absinthium, A. santonicum, A. spicigera, A. douglasiana, A. molinieri, A. dracunculus
L. var dracunculus, A. asiatica Nakai, A. afra, A. nelagrica y A. sieversiana, que han
presentado esta capacidad principalmente contra Candida albicans, Aspergillus
niger, Saccharomyces cerevisiae y otros dermatofitos (Gundidza, 1993; Kishore et al.,
1993; Tan et al.,1998; Kalemna et al., 2002; Juteau et al., 2003; Masotti et al., 2003;
Setzer et al., 2004). De estas especies de Artemisia no se ha reportado efecto
antioomicético contra Phytophthora spp. Otras especies como A. douglasiana, A.
dracunculus y A. nilagirica (Clarke) Pamp, se han reportado con efecto contra
fitopatogenos tales como Colletotrichum sp., Botrytis cinerea y el oomiceto
Phytophthora capsici (Meepagala et al., 2002; Shafi et al., 2004; Kordali et al., 2005).
Lo que apunta a que el género Artemisia cuenta con metabolitos con activos contra
hongos y oomicetos. En este trabajo se reporta por primera vez que A. ludoviciana

contiene metabolitos secundarios con propiedades antioomicéticas.

Los oomicetos son patégenos dificiles de erradicar por las caracteristicas bioldgicas
propias del género. Son fitopatdégenos de importancia econdmica para la region, pues
son agentes causales de muchas enfermedades de plantas de interés agronémico,
alimentario como son: aguacate, papa, chile, fresa, jitomate, etc. Controlar el
desarrollo de Phytophthora spp. con extractos de A. ludoviciana resultaria en un gran

aporte a la economia de la region.

Cabe mencionar que al probar las fracciones obtenidas contra Phytophthora spp., se
pudo observar que aunque P. infestans y P. mirabilis son especies semejantes que
incluso resulta dificil establecer su diferenciacion (Cooke et al., 2000). Ambas se
comportaron de manera diferente en presencia de las fracciones, ya que P. infestans
fue sensible a cinco de las seis fracciones obtenidas, mientras que P. mirabilis sélo a
la fraccion 3, una explicacion es que se deba al efecto de la concentracion y a la

sensibilidad de cada especie frente a los metabolitos contenidos en la fraccion.
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La fraccion 3, al igual que el extracto cloroformo-metanol del area verde de A.
ludoviciana inhibié a todos los hongos y oomicetos probados, por lo que quedd
seleccionada para continuar con la fase experimental consistente en tratar de
conocer su composicion para identificar a los compuestos responsables de estas

propiedades.

Para seleccionar a los metabolitos extraidos con cloroformo-metanol del area verde
de A. ludoviciana y responsables de la actividad antifungica y antioomiceto, se realizd
una extraccién directa con hexano para compararlo con el del extracto crudo donde
se observo que los principales componentes del extracto hexanico son de naturaleza
terpenoide, como es caracteristico de esta especie (Masotti et al., 2003). Sin
embargo, al probar su efecto sobre hongos u oomicetos, éste no mostré efecto
alguno. Lo que permiti6 descartar a compuestos presentes en el extracto y en la
fraccion activa; de hecho, los metabolitos no eran los mismos pues en el extracto
cloroformo-metanol se identificaron 34 compuestos, mientras que en el extracto
hexanico sélo 10, dentro de los mayoritarios se encontré el borneol. Esto ultimo
confirma que el método de extraccion, el solvente utilizado, la parte de la planta,
entre otros factores, influyen en la presencia y concentracion de metabolitos (Akrout
et al., 2003; Haider et al., 2003; Taho et al., 2004) Por lo que es importante
mencionar que en este tipo de trabajos, se deben reportar en detalle todos los

aspectos a considerar para lograr la reproducibilidad.

Al verificar si corresponden los metabolitos de la fraccion con los del extracto crudo,
se observo que si estaban contenidos en él, pero no en el extracto hexanico. Se
asumio que los componentes mayoritarios contenidos en la F3 son los responsables
de la actividad antioomicética y ambién de la antifungica. Una vez identificados los
compuestos mayoritarios, se verificd con el espectro de masas y con los compuestos
puros, siendo estos iguales, hecho que garantiza que se tratan de los mismos
compuestos pues los iones moleculares son los correspondientes. Posteriormente se

probaron sobre los hongos y oomicetos de interés hecho que resalta, ya que en la
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mayoria de los trabajos de este tipo, sélo se reporta el efecto y la composicién del

aceite esencial.

Los resultados muestran que los compuestos mayoritarios en el extracto crudo
corresponden a los componentes presentes en la F3, siendo estos el borneol, canfor
y cis-verbenol. Los dos primeros identificados previamente en otras especies de
Artemisia como A. absinthium, A. santonicum y A. spicigera a los cuales se les ha
reportado con actividad antioxidante (Kordali et al., 2005). En A. lavandulaefolia,
como bactericidas (Cha et al.,, 2005) y el ultimo compuesto es reportado en este

trabajo por primera vez en la especie y en el género.

El borneol es un polvo cristalino blanco, inodoro, con punto de fusién a los 208°C y
punto de ebullicion a los 210°C, su punto de inflamacion es a 66 °C, soluble en
solventes organicos, en pruebas de toxicidad se determiné DLsg oral en rata, siendo
de 5800 mg.Kg" vy el test de sensibilizacion piel (conejos) fue de 500 mg.24h™,
mostrando una irritacion leve. Las propiedades del canfor son similares, ya que éste
es producto de la oxidacion del borneo. El cis-verbenol es un polvo cristalino blanco,
su punto de inflamacién es a los 52°C, su punto de fusion a los 85°C, soluble en
alohol, con olor balsamico, no se reporta toxicidad. Estas caracteristicas permiten
trabajar libremente con estos compuestos ya que no se requiere de un cuidado
especial para su manejo, no son toxicos a las concentraciones que se trabajaron y su

solubilidad facilita su empleo (Ficha de datos de Seguridad).

Una vez probado el efecto del borneol, canfor y cis-verbenol sobre Phytophthora
spp., los resultados mostraron que solo la mezcla de ellos tuvo el efecto
antioomicético de manera similar al de la fraccién 3 y el extracto crudo. Es importante
mencionar que estos compuestos de manera independiente no mostraron ninguna
actividad antioomicética. Los resultados observados con estos aceites esenciales
son similares a los reportado por Shafi et al., (2004) quienes reportan que no se
observo actividad antifungica del borneol contra P. capsici pero si con el extracto de

hojas de A. nilagirica (Clarke) Pamp., lo que puede deberse a la sinergia del borneol
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con los otros compuestos, pues tampoco se observd actividad en el extracto
hexanico obtenido, el cual contenia borneol pero no los otros metabolitos. Cabe la
posibilidad de que al mezclarse estos componentes se unan y formen un complejo
quimico, el cual fuera entonces, responsable de la actividad observada en este
trabajo; por otra parte, se podria deber a que tanto el borneol como el canfor inhiben
la bomba de protones y los canales de Ca *2, en las células del yeyuno de conejo
(Garzouli et al., 1999; Gilani et al., 2006), lo que pudiera sugerir que los tres actuan
de manera similar y que al estar presentes al mismo tiempo, desencadenan un
cambio de turgencia tan violento que provocan la muerte celular o bien, que cada
uno de ellos presente un mecanismo diferente y que la suma de estos provoque el

efecto observado en este estudio.

La mezcla de borneol y canfor presentd un ligero efecto inhibitorio contra P.
cactorum, P.cinnamomi y P. mirabilis, un hecho que estd de acuerdo con los
resultados de diferentes grupos de trabajo, donde mencionan la baja actividad
antifungica del borneol, canfor y 1,8 cineol contra dermatofitos pero sin ninguna
referencia en oomicetos (Muller-Ribeau et al., 1995; Sivrapoulus et al., 1997; Soliman
et al., 1997; Adam et al., 1998). Otra posibilidad es que, la aplicacion independiente a
bajas concentraciones no se manifieste dicha actividad, siendo necesario
incrementar las dosis o realizar diferentes acciones (sinergismo) combinando mas de
dos metabolitos o un fungicida y un(os) metabolito(s) para obtener el efecto deseado,
ya que es preferible utilizar bajas concentraciones. Las concentraciones altas tienen
mayor probabilidad de causar efectos secundarios incluso generar toxicicad y
encarecer el producto como es el caso de los fungicidas comerciales que
generalmente se aplican a granel, sin ningun control, sin un analisis previo para
identificar al tipo de patdgeno y poder generar un plan de accién que realmente los
controle, ademas de que estan considerados como compuestos peligrosos por
generar problemas de tipo cancerigeno en el hombre (Wilson y Wisniewski, 1994).
Por lo que es preferible utilizar bajas concentraciones, ya que esto facilita su

degradacion y evita toxicidad.
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El presente trabajo demuestra que las plantas son una alternativa para encontrar
compuestos en diferentes presentaciones, que controlen hongos y oomicetos
patdbgenos o bien, que pudieran ser utilizados para prevenir las enfermedades
causadas por estos organismos. Por otra parte, esto nos permite contar con una
vasta diversidad de metabolitos derivados del proceso de la interaccion de la planta
con el patégeno a traves de la coevolucion natural.

En base a los resultados obtenidos en el presente, se sugiere que la mejor opcion es
la combinacion de varias estrategias. Ademas, esto contribuye a fomentar el uso de
plantas medicinales o sus derivados para controlar enfermedades causadas por
hongos u oomicetos con las consecuencias que ello implica, generando una
independencia tecnoldgica, pues México se podria consolidar con un mercado

independiente en este sentido.
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X. CONCLUSIONES

Los extractos de las cuatro plantas seleccionadas de la regién centro-occidente de
México presentaron efecto inhibitorio contra al menos uno de los hongos y oomicetos

probados.
La actividad antifungica y antioomiceto de Artemisia ludoviciana se debe a la mezcla

de borneol, canfor y cis-verbenol, contenidos en el extracto cloroformo-metanol del

area verde.
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XI. PERSPECTIVAS

El borneol y canfor han sido estudiados previamente para conocer su mecanismo de
accion y se observo que son capaces de inhibir la bomba de protones presente en
células del yeyuno de conejo (Garzouli et al., 1999). También bloquean los canales
de Ca *? (Gilani et al., 2006), lo que significa que esto mismo pudiera provocar un
cambio en la turgencia de la célula fungica con la consecuente muerte celular. Estos
efectos se presentan cuando se aplican de manera independiente cada uno de los
compuestos, sin embargo, el mecanismo por el cual actuan los tres juntos se
desconoce, por lo que sera necesario llevar a cabo estudios a nivel celular de hongos
y oomicetos, que permita elucidar el mecanismo por el cual actuan. Esto significa
continuar con el trabajo para identificar el blanco celular y con ello, lograr la

especificidad, evitando afectar las células del huésped, entre otros.

Por otra parte, al no observarse con la mezcla de los compuestos puros una
inhibicion mayor al del extracto crudo, nos indica que pueden existir otros
compuestos involucrados en dicha actividad, por lo que no se descarta que
metabolitos “no volatiles” contenidos en el extracto también presenten propiedades
antifungicas y antioomiceto, pues el analisis cromatografico de gases acoplado a
masas nos permitié identificar compuestos volatiles. Un analisis de cromatografia de
liquidos de alta resolucion acoplada a masas podria ser la opcion, por lo que se

sugiere continuar con el trabajo fitoquimico.

Otra posibilidad seria realizar ensayos in situ e in vivo tanto con el extracto, como
con la fraccion y con la mezcla de compuestos para valorar su efecto en plantas y
animales infectados con hongos u oomicetos o bien, valorar el efecto preventivo.
También se podrian realizar los estudios de toxicidad correspondientes (toxicidad
aguda, toxicidad crénica, genotoxicidad, cancerogenicidad), asi como el tiempo

efectivo del extracto y los compuestos.
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Asimismo, se puede continuar con trabajos relacionados en el control de C. albicans
con los extractos acuosos obtenidos en el presente trabajo, pues al observar su
efecto contra esta especie, genera la expectativa de poder utilizarlos para su control
o de otras especies del mismo género, ya que en la actualidad ésta presenta
resistencia a los antifungicos liposolubles actuales; los extractos acuosos entonces
plantean la posibilidad de contar con metabolitos hidrosolubles que controlen a este
patdgeno dimorfico.

Finalmente, este trabajo abre multiples lineas de investigaciéon, algunas de ellas
mencionadas anteriormente, incluyendo la posibilidad de trabajar con el proceso
requerido para la produccién, venta y aplicacién de plantas medicinales mexicanas

de acuerdo a las normas establecidas para ello.
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Xlll. ANEXOS

GLOSARIO

AQUENIO O AQUENO: es un tipo de fruto seco producido por numerosas
especies de plantas de flor, contienen una unica semilla.

BIOCIDA: Sustancias quimicas sintéticas, naturales o de origén bioldgico o de
origen fisico con capacidad para destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir la
accion o ejercer un control de otro tipo sobre cualquier microorganismo
consideraro nocivo para el hombre. Ejemplo de ello son los pesticidas y
antibioticos.

BIODISPONIBILIDAD. Término farmacéutico que alude a la porcion de la dosis,
de un farmaco o nutriente administrado de manera exégena, que llega hasta el
organo o tejido en el que lleva a cabo su accion.

CANCERIGENO: Se dice de una sustancia que induce o causa cancer.

CANCEROGENICIDAD: Consisten en la evaluacion de un eventual efecto
carcinogénico y el riesgo que implica.

ETNOBOTANICA: Estudio de las relaciones entre plantas y el ser humano,
incluyendo sus aplicaciones y usos tradicionales, para de esta forma determinar
su valor cultural ocientifico.

FUNGICIDA SISTEMICO: Sustancia quimica destinada a matar, repeler, atraer,
regular o interrumpir el crecimiento de los hongos considerados como plagas y
que se distribuye por todo el organismo infectado.

FUNGICIDA QUIMIOTERAPEUTICO: Sustancia quimica destinada a matar,
repeler, atraer, regular o interrumpir el crecimiento de los hongos considerados
como plagas y que ademas es un medicamento usado para tratar el cancer.

GENOTOXICIDAD: Estudios orientados a determinar la proporcién de
carcinégenos correctamente identificados (sensibilidad) y la proporcién de
sustancias no carcinogénicas que han sido descartadas por técnicas in vivo e in
vitro.

HERBOLARIA: Conocimiento adquirido a través del tiempo para conocer a las
plantas y sus propiedades medicinales, asi como sus caracteristicas.

INFUSION: Bebida obtenida de las hojas secas, flores o de los frutos de diversas
hierbas aromaticas, a las cuales se les vierte o se los introduce en agua a una
temperatura mayor a la ambiente, pero sin llegar a hervir.

LIPOFILICA: Sustancia capaz de disolver lipidos (grasas), ser disuelto en ellos o
absorberlos.
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LIXIVIACION: Desplazamiento de sustancias solubles o dispersables (arcilla,
sales, hierro, humus, etc.); y es por eso caracteristico de climas humedos
(Pluvisilva, etc.). Esto provoca que los horizontes superiores del suelo pierdan sus
compuestos nutritivos, arrastrados por el agua; se vuelvan mas acidos, ya que
queda compuestos insolubles (Aluminio); y a veces, también se origine toxicidad.
También se pierden grandes cantidades de fertilizantes, al igual que los
compuesto nutritivos.

MEDICINA ALOPATA: Es la medicina convencional de occidente. La medicina
alopata permite utilizar la tecnologia y avances médicos y farmacéuticos para
entregar mayor salud al paciente.

PATOGENO: Del griego pathos, enfermedad y genein, engendrar). Toda aquella
entidad biolégica capaz de producir enfermedad o dafio en la biologia de un
hospedero (humano, animal, vegetal, etc.) sensiblemente predispuesto.

PLAGUICIDA O PESTICIDA: Se aplica a aquellas sustancias u organismos
capaces de exterminar toda vida animal o vegetal que pueda afectar a la salud, la
alimentacion o a la economia del hombre. Entre los plaguicidas se encuentran los
insecticidas, ascaricidas, herbicidas y fungicidas.

RESISTENCIA BIOLOGICA: Es la capacidad, tanto biolégica como fisica, que
tiene un organismo ante sustancias que pueden ser toxicas para el mismo. Es la
propiedad de un germen de ejercer propiedades protectoras, hacéndo estéril el
tratamiento con determinado antibidtico.

TAXON: Grupo de organismos emparentados, que en una clasificacion dada han
sido agrupados, asignandole al grupo un nombre en latin, una descripcién, y un
"tipo", que si el taxén es una especie es un espécimen o ejemplar concreto.

TOXICIDAD: Medida usada pera calcular el grado téxico 6 venenoso de algunos
elementos. La toxicidad puede referirse al efecto de esta sobre un organismo
completo, como un ser humano, una bacteria o incluso una planta, o a una
subestructura, como una célula (citotoxicidad).

TOXICIDAD AGUDA: Se considera que existe "toxicidad aguda" cuando la accién
de la sustancia empleada en una dosis Unica o durante un periodo corto de
tiempo (24 h) se expresa en forma de interferencias de las funciones fisioldgicas,
alteraciones morfoldgicas de sus 6rganos o la muerte

TOXICIDAD CRONICA: Consiste en la evaluacién de los efectos de la droga
sobre el organismo cuando ésta se administra repetidamente por periodos
mayores de tres meses hasta varios afos.

TURGENCIA: En biologia, turgencia (del latin turgere; hinchar) determina el
estado de rigidez de una célula, es el fendmeno por el cual las celulas al absorber
agua, se hinchan, ejerciendo presion contra las membranas celulares, las cuales
se ponen tensas. De esto depende que una planta esté marchita o firme.
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