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RESUMEN

Los reportes que surgen de resistencia microbiana son cada dia mas frecuentes por lo
que es evidente la importancia de muevas opciones terapéuticas. El objetivo principal de este
trabajo fue evaluar [a actividad antimicrobiana de los extractos provenientes de la familia
Agavaceae asi como determinar la concentracion minima inhibitoria del crecimiento, evaluar su
efecto en precesos metabdlicos de Candida albicans, separar el metabolito activo ¢ identificar
el cornpuesto responsable de la inhibicion microbiana.

Se seleccion¢ a la Familia Agavaceae por su gran adaptabilidad ecoldgica y por ende su
gran abundancia. Las cuatro especies seleccionadas crecen en la region noreste de Meéxico. Se
probd la actividad antimicrobiana de los extractos de Agave lecheguilla Torr, A picta Sam-
‘ Dick, 4. scabra Salm-Dick, 4. lophanta Schdigle, sobre 15 especies microbianas: 6 de ongen
fungico y 9 especies bacterianas. Los hongos mostraron mayor sensibilidad.

Debido a la importancia en salud publica de Candida albicans, se decidid profundizar
en el efecto de los compuestos activos sobre la levadura. En este trabajo se demostro la
inhibicion del tigmotropismo, dimorfismo y gemacion de esta levadura, los cuales son
estrategias moleculares que la capacitan para invadir tejidos y generar enfermedades graves
sobre todo en pacientes inmunosuprimidos

Los extractos se sometieron a andlisis quimicos, cromatograficos y espectroscopicos, los
cuales mostraron que &l compuesto responsable de la actividad antimicrobiana es una saponina
esteroidal espirostanica. Las diferencia del compuesto activo entre las especies de Agave se
encontrd en Ia clase y cantidad de unidades glucosidicas unidas al nicleo principal, que es el

ciclopentanoperhidrofenantreno.



ABSTRACT

Repoﬁs on microbial resistance to antibiotics are contioucusly itcreasing every day. Thus,
it is evident the importance of finding new therapeutic options. The principal objective of this
work was to evaluate the antimicrobial activity of extractts from desertic plants of the Chihuahuan
desert. Also, o determine the MIC, separate the active metabolites and the chemical identification
of the compound responsible of the microbial inhibition.

The Agavaceae family was selected for its large ecological adaptability and its great
abundance. The four selected species of Agave grow in the northeastern region of Mexico.
Extracts of Agave lechuguilla, Agave picta, Agave scabra y Agave lophanta, were analyzed
against 15 microbial species; (6 fungi and 9 bacteria). Fungi were more sensitive than bacteria:

The morphogenetic changes of Candida albicans are mutifactorial, and the molecular
strategies of this yeast activate mechanisms that facilitate the invasion of tissues, generating
serious diseases, particularly in immunocompromised patients. Some of the exiracts analyzed
showed anticandidal activity. Inhibition of thigmotropism and dimorphism of this yeast by the
extracts, was demonstrated by electronic, optic and fluorescence microscopy

The extracts were subjected to chemical, chromatographic and spectroscopical analysis, to
isolate and characterize the compound responsible of the aotimicrobial activity, It resulted to be a
steroidal spirostanic saponin. Differences in the structure of the active compound between the
species of Agave were found. These were the kind and amount of sugar substituents joimng the

principal nucleus ciclopetenoperhidrofenentren.



1. INTRODUCCION

Los avances tecnologicos como trasplantes de orgamos, quimioterapia del cancer,
alimentos conservados con productos sintéticos o el crecimiento hormonal inducido en animales
de consumo humano, ha beneficiado a la humanidad pero tambi¢n ha generado el aumento en
la poblacion inmunocomprometida y por lo mismo, el riesgo a infecciones por microorganismos
oportunistas. Un ejemplo clasico lo tenemos en Candida albicans que vive como comensal en el
organismo humano. Al romperse el equilibric inmnclogico adquiere un papel patdgeno
apoyado en su cambio morfogénico (dimorfismo) que consiste en pasar de su forma de levadura
(unicelular) a micelio (pluricelular) lo cual favorece la adhesion (tigmotropismo) de las hifas a
superficies solidas y asi se favorece la instalacion de este hongo en tejidos para producir
enfermedades fingicas generalmente graves. Los factores que intervienen en la activacion de
estos fendomenos fingicos ain no se conocen exactamente pero multiples estudios al respecto
sugieren que el pH, 1a temperatura, la produccién enzimatica y la genética estan invalucrados
(Nikawa 97). Alin cuando los especies de Candida estan creciendo en importancia dentro del
campo medico, las interacciones hongo-huesped son pobremente entendidas y constituye un
reto para los micélogos, aclarar el cambio morfogénico y como inhibirlo o interrumpirlo

Por otro lado las enfermedades alimentarias causadas por contaminacion microbiana son
un serio problema que sucede frecuentemente en casos aislados o verdaderas intoxicaciones
masivas. Actualmente se recomienda utilizar aditivos provenientes de plantas por su estabilidad
bioquimica ya que se ha reportado ¢l efecto cancerigeno de algunos de estos productas quimicos

(Chung 90).



El ritmo demografico acelerado en ouestro pais nos presiona cada vez mas y hace
necesario el conocimiento preciso de los recursos naturales para su aprovechamiento en
diferentes areas como la alimenticia, ganadera, agricola o farmacéutica. Las aportaciones
provenientes de la riqueza floristica son inumerables, los estudios microbiolégico y fitoquimico
constituyen un punto vital para comprobar suposiciones biogenéticas, Ademas, esto nos podria
conducir a desarrollos de derivados sintéticos con aplicaciones miitiples.

La Organizacion Mundial de la Salud estima que el 80% de la gente que vive en paises
en desarrollo utilizan casi exclusivamente la medicina tradicional. E.éto indica que 3,300
millones de personas usan plantas medicinales. En 1984 el 25% de las drogas prescritas
utilizadas en USA y Canada fueron derivados de productos naturales (Eloff 1998).

El hombre mediante cuidadosas observaciones registro los efectos de las plantas
medicinales hergdando a la humanidad un tesoro iuvlaluable que constituye la hipotests
etnobotanica. El conocimiento herbolario de la medicina tradicional que posee la poblacion
puede ser compatible con la medicina oficial si se compagina ¢on una adecuada investigacion
fitoquimica. L2 seleccion de una planta basada en su uso etnomedico es un criterio im[;ortante
ademas de un factor predictivo, utilizado en la identificacion de nuevos agentes antinfectivos.
Al introducirnos en la busqueda de nuevos recursos terapeuticos de origen vegetal debemos
apoyarnos en esta hipotesis etnobotdnica, que es un cimulo de experiencias de nuestros
antepasados que hicieron de las plantas sus laboratorios ofreciéndonos un future prometedor en
el campo médice (Greulach 1970).

Se estima que solo el 5 a 15% de las 250,000 especies de plantas superiores que eXisten
en el planeta, han sido estudiadas sistematicamente para determinacion de productos activos

biologicos.



La demanda de nuevos y efectivos agentes antimicrobianos para terapia de infecciones

producidas por microorganismos es bien conocida por infinidad de reportes que surgen de todo

el mundo referentes a la resistencia generada en los organismos blanco. Los datos

farmacocinéticos indican la poca o nula actividad de muchos mediamentos que requieren sean
sustituidos. Por tal motivo en este trabajo se buscan alternativas de nuevos compuestos con

actividad biolégica que cumplan con las necesidades actuales.



2. ANTECEDENTES

La busqueda de nuevas alternativas terapeuticas resulta importante debido a la
resistencia que se puede generar a los medicamentos. Los actuales antimicrobianos estan lejos
de haber alcanzado un alto grado de éxito ya que no son tan especificos para el invasor sino que
juegan un equilibrio precaric en su accion con bloqueos metabodlicos al propio huésped lo que
conduce con frecuencia a efectos colaterales indeseables. No son muy efectivos para todo el
espectro de microorganismos lo que limita su accidn.

Existe actualmente gran demanda de nuevas opciones terap€uticas que puedan
solucionar los actuales problemas de resistencia, toxicidad y costo excesivo de los actuales
medicamentos que constituyen un importante problema de salud en paises subdesarrollados.
Aunque en las ultimas décadas se han realizado notables esfuerzos, el cuadro terapeutico
continua siendo himitado. Ademas los factores predisponentes a la inmunosupresion se han
multiplicado incrementando el nimero de infecciones microbianas En México existe la
costumbre de utilizar plantas para solucionar probiemas de salud, ademaés la flora en nuestro
pais es unica ya que tados los biomas descritos en la superficie de este planeta estan’
representados en sus 2 millones de km® de extension territorial, los cuales contienen un terreno
accidentado con una complicada topografia que origina un mosaico climatico que redunda
una pran variedad floristica (Rzedowski 1986). De las 3,000 especies de plantas medicinales
reportadas, Ferraro- Gonzalez en 1888 asegura que 300 se desarrollan en la region noreste de
Mexico y de ellas solo el 10% se han estudiado cientificamente.

Una de las plantas mas estudiadas por su actividad antimicrobiana es sin duda Allium

sativum. Pasteur en el siglo pasado ya conocia su extraordinario potencial biologico. Existen



muchos trabajos hechos sobre esta planta o sus derivados y se ha comprobado su actividad
sobre muchos microorganismos, Johnson en 1969 demostré su actividad sobre Salmonelia
Hphimurium y Escherichia coli. De Wiit en 1978 demostrd el efecto de esta planta sobre la
toxina de Clostridium botulinum.

Yashphe en 1979 estudié las partes aereas de Artemisia herba alva, una planta que
crece en el norte y medio este de Affica. El aceite de la planta inhibid el crecimiento de 5.
especies bacterianas gram positivas y gram negativas. El extracto fue separado por
cromatografia en columna y las fracciones fueron sometidas a eximenes antibacterianos. De
las § fracciones, la numero tres mostrd ser la responsable de Lz actividad antibacteriana que se
identifico como una alcohol santonina por espectroscopia en IR y RMN.

Las extractos garlicos también los estudio Saleem en 1981 sobre Bacillus cereus. En
1985 Delaha demostro la inhibicion de mucobacterias con el extracto garhico. Koch en 1986
hizo un estudio comparativo de técnicas de conteo con fluorescencia y por hematocitometro
para hacer una evaluacion microbiologica de bebidas como agua, jugo de uva, de naranja y
refresco de cola los cuales fueron inoculados con las levaduras: Sacharomyces, Candida,
Pichia Trichosporum y Criptococcus. Los resultados indicaron que la técnica de fluorescencia
€s mejor por su rapidez y ademas por que se pueden analizar muestras grandes.

Balandrin en 1985 nos muestra el peligro que existe con la desaparicion de plantas
silvestres debido al incremento demografico que conlleva el deterioro ambiental. Aunque
también nos muestra el camino de la esperanza apoyandose en nuevas tecnologias enfocada a
los cultivos celulares vegetales que nos proporcionaran una nueva alternativa en la agricultura
tradicional pars la produccion industrial de metabolitos secundarios. Se estima que solo el 5 o

15% de las 750,000 especies de plantas que existen, han sido investigadas por su actividad



biologica, lo que mmdica la indiferencia hacia esta inmensa fuente de nuevos compuestos
organicos biolégicamente activos.

Toda en 1988 investigo los granos de café y hojas de té, los cuales fueron
pulverizados y suspendidos en solu;iéu buffer de fosfatos. Se estudio la actividad
antibacterniana de los extractos por el metodo de difusion, sobre 24 especies bacterianas que
causan enfermedades diarréicas. El potencial mas elevado lo mostrd el extracto de T¢, al
inlubir 14 de las esﬁecies probadas, entre elias Vibrio cholerae. La caracterizacion parcial
sugiere que los taninos son los responsables de la actividad antibacteriana.

Sakanaka en 1989 analizd los extractos del té verde japonés. Demostrd la actividad
antibacteriana con meétodo de difusion sobre una bacteria que produce canes (Strepi'ococcus
mutans). La separ;cién del extracto se hizo con cromatografia en columna y la purificacion
por HPLC. La identificacion del compuesto activo se llevd a cabo por espectroscopia en IR y
RMN. Ademas se realizé espectrometria de masas acoplada a espectrometria de gases. Los
compuestos fenolicos fueron los responsables de la inhibicion.

Davis en 1990 administrd imtravenosamente el extracto para resolver casos de
meningitis originada por Cripfococcus neoformams. La actividad antifingica también fue
estudiada por Holt en 1994 sobre Alfernaria que contamina los tomates y su estudio se llevo a
cabo tanto in vivo sobre la planta como in vitro.

San Blas en 1990 hizo un analisis sobre los medicamentos utilizados en Micologia y
menciona que contrario a lo ocurrido en la terapia bacteriana, los avances en el tratamiento de
enfermedades micoticas han sido lentos. Los antibidticos de uso mas comin en micologia
actuan a nivel de la membrana plasmiatica como los polienos y los derivados imidazolicos lo
que conduce ﬁ una resistencia para ambos medicamentos. El precario equilibrio enzimatico de

los azoles, alilaminas y los tiocarbamatos ademads de los efectos nocivos de los polienos,



estimulan el desarrollo de nuevas lineas de investigacion en esta area. Naganawa en 1996
estudio los compuestos azufrados derivados del ajo sobre bacterias Gram+ y Gram -. Moore en
1977 demostr6 la actividad antifungica de un extracto acuoso garlico sobre levaduras de
importancia medica asociadas a vaginitis.

La actividad antimicrobiana de extractos de muchas plantas utilizadas como
saborizantes en alimentos y bebidas, se conoce desde hace siglos. Conner en 1984 hace una
revision sobre estos productos incluyendo: canela, clavo, pimienta, orégano, mejorana, laurel,
pimienta, cilantro, anis, menta, comino, apio, romero, ajo, cebolla, cocoa etc. Los extractos de
cada producto se probaron sobre microorganismos que contaminan los alimentos y los
resultados demuestran que la mayoria poseen actividad antimicrobiana.

Crombie en 1986 encontrd que las avenacinas provenientes de la avena tienen efecto
antifungico. Especies flingicas que atacan las raices de estas plantas (Goumanomyces,
Fusarium y Phialophora) fueron inhibidos in vitro. La evidencia directa experimental indica
la deglucosilacion de la avenacina Al lo que hace aumentar su toxicidad.

Polacheck en 1986 aisld un compuesto con actividad antimicotica 4 partir de las raices
de alfalfa (Medicago sativa). Se probd sabre 10 diferentes tipos de levaduras de importancia
médica. La CMI fué de S- 15pg/ml. El compuesto G; inhibid 9 de las 10 levaduras. El
compuesto responsable de la inhibicion es una saponina esteroidal. Se wtilizd el meétodo de
dilucion para demostrar la actividad biologica. Al estudiar la accion hemolitica del compuesto
Gz se observo que no hay efectos negativos aun a concentracion de 500 yug/ml.

Un métado prictico y rapido que proporciond una deteccidén directa de la actividad
antimicrobiana fue utilizado en 1987 por Hamburger y su equipo al cual denominaron

bioautografia. Consiste en la combinacion de un cultivo microbiano sobre un cromatograma y



las zonas de la actividad antimicrobiana fueron visualizadas usando colorantes adecuados
como las sales de tetrazolium. Ellos trabajaron con Escherichia coli y Bacillus subtilis. Este
equipo adermas hizo un estudio comparativo con las tres técnicas de sondeo antimicrobiano:
difusion, dilucidn y bioautografico.

Fueron estudiadas 81 plantas del area espaficla del mediterraneo por Rios y Recio en 1987,
para dar una base cientifica al conocimiento empirico. Los 162 extractos obtemidos por
maceracion se probaron sobre ¢ microorganismos por el método de dilucidn. Se localizd el
compuesto responsable por bioautografia. Em la cromatografia se utilizd como solvertes el
cloroformo  y metanol (9:1) Los resultados demostraron el potencial amtimicrobiano de 30
extractos a los cuales se les determind su MIC. Los mismos autores en 1989 hicieron una
revision de los 3 principales métodos para el estudio de plantas medicinales y mencionan los
multiples factores (volumen del in6culo, composicion del medio del cultivo, pH, temp) que
pueden influir en los resultados. Demostraron también las ventajas y limitaciones de cada método.
Mencionan ademas el mecamsmo de accion 40 terpendides y llegan a la conclusion que pueden
interferir en la actividad enzimatica, fosforilacion oxidativa y el flujo electrdnico respiratorio,

Chung en 1990 estudio los efectos de los extractos de 6 plantas chinas sobre el
crecimiento de Listeria monocytogenes. Tres de los extractos inhibieron a la bacteria que se
hizo crecer en jugo de repollo. El extracto No. 68 inhibio el 100% de las células bacterianas a
los 5 dias con una dosis de 500pug/ml. Esto nos indica que los alimentos pueden preservarse
con compuestos naturales coma aditivos ya que este trabajo muestra la evidencia de ello.

El jugo de repollo también ha sido motivo de estudic. Chung en 1990 demostrd

también su actividad sobre 12 especies de microorganismos que producen desardenes
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gastrointestinales o enfermedades alimentarias al contaminar alimemtos de consumo humano.
Se utilizo 1a técnica de difusion con orificios, dentro de los cuales se agrego el jugo de repollo.

Las micro y macrotécnicas de dilucion fueron analizadas en un estudio comparativo
hecho por Manavathu en 1990. Estudio todos los factores que influyen en las pruebas de
susceptibilidad in vitro. Los efectos del tamaiic del indculo, medio de cultivo, temperatura y
periodo de incubacidn son de vital importancia para determinar la CMI. Estos estudios se
llevaron a cabo en antifingicos conocidos: fluoconazol, ketoconazol, miconazol, itraconzol y
nfotericina B y los microorganismos probados fueron diferentes especies del género
Aspergiilus.

March en 1991 investigd la actividad amtimicrobiana de 22 especies de plantas
colectadas en la comunidad valenciana de Espaiia. Se probaron con 9 especies fungicas y 6
especies bacterianas. Los resultados mostraron la mayor sensibilidad en los hongos
seleccionados y el extracto mas efectivo contra las bacterias fue el de Jnula dysentrica al
inhibir el crecimiento de las 6 especies selccionadas.

Proteinas provenientes de las semillas de cebada con propiedades antifungicas fueron
caracterizadas molecular y bioquimicamente por Leah en 1991. Dichas proteinas en forma
sinérgica inhiben el crecimiento de los hongas Fusarium, Cladosporium y Trichoderma. Las
proteinas glucanasa, quitinasa y una proteina inactivadora del ribosoma actuan como
mecanismo de defensa para proteger a la planta de posibles infecciones por patdégenos. Con
hibridaciones Northen demostraron las diferencias del mRNA acumulado durante la
germinacion y desarrollo de la semilla y con hibridaciones Shouthermn mostraron que las 3
prateinas son codificadas por pequeidias familias de 3 a 8 genes.

Adikaram en 1992 trabajé con Colletotrichum gleosporoides que causa enfermedad

postcosecha en el aguacate (Persea americana). El fruto en el arbol no presenmia sefiales de
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infeccion, sin embargo después de la cosecha aparecen lesiones. Se analizé la cascara del
aguacate y se encontraron compuestos alifaticos que mostraron actividad antifingica. Se
dedujo que al separar ¢l fruto del arbol el metabolismo se interrumpe y los compuestos se
pierden. Los bioensayos se hicieron por el méiodo bicautografico y la estructura del
compuesto se determiné por analisis espectroscopicos en RMN y MS.

La importancia de la umidn é€ster entre el acido galico y la glucosa para formar acido
tanico o propanol para formar propil galato lo analiz6 Chung en 1993. Estos compuestos
poseen actividad antimicrobiana y se atribuye a la umon €ster con azucares. El 4cido tanico
inhibi6 el crecimiento de las 15 bacterias probadas en una concentracidn de 5 mg/ml. El propil
galato inhibio 12 de las 15 especies bacterianas selecionadas.

McCutcheou en 1994 utilizaran métodos de dilucion y difusian para buscar la actividad
antifungica de 100 extractos metanélicos de plantas que son utilizadas por los aborigeues de la
coloma British Columbian. Los resuitados mostraron que el 81% de los extractos fueron
activos contra al menos una de las 9 especie fingicas seleccionadas.

Irobi  y Daramola en 1994 trabajaron con hojas e inflorescencias de Mitracarpus
vellosus. Los extractos crudos se probaron sobre 6 bacterias con métodos de dilucion y
difusion. La inhibicidn se observd en cuatro de las especies seleccionadas. La concentracion
minima inhibitoria tuvo un promedio de 0.6 a 8.0 mg/ml. Los extractos etanotlicos mostraron
mayor potencial antibacteriano que el extracto acuoso.

Kandil en 1994 detectd la presencia de saponinas, flavonoides, aceites escenciales y
resinas en los extractos etandlicos y acuosos de Thymus capitatus. Este trabajo se apoyd en la
hipdtesis etnobotanica como factor predictivo en la identificacion de nuevos agentes

antiinfectivos. Los resultados mostraron que esta planta tiene compuestas antimicrobianos.
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Ibrahim en 1994 investigo la actividad antimicrobiana de las hojas de Cassia alata
sobre 8 especies de bacterias, 3 levaduras y 9 hongos. La mhibicion se demostrd por el
método de difusion con discos y la CMI por el método de dilucion. Los resultados muestran la
mayor sensibilidad en los dermatofitos y la resistencia de las bacterias y levaduras. Se
sospechd que el mecanismo de accidn se ejercid en la membrana celular por la marfologia
irregular y no rigida que presentaron las macroconidias de los dermatofitos.

Babic en 1994 demostrd la actividad antibacteriana de los extractos etanélicos de
zanahoria. Las bacterias estudiadas fueron microorganismos que contaminan los alimentos.
La evaluacion se llevd a cabo en zanahoria rallada empaquetada y sin empaquetar. Las
muestras se almacenaron a 4C. Se examinaron durante 7 dias. Las bacterias gram positivas
fueron mas sensibles a la inhibicion en concentraciones de 27.5 y 55 mg/ml, no asi los gram
negativos que requirieron 110 a 220 mg/ml Los compuestos fendlicos ( ac. clorogénicas y ac.
p-hidroxibenzoico) fueron los responsables de la inhibicion. La zanahoria  empaquetada
mostrd el crecimiento de Leuconosioc mesenteroides tal vez porque se produjeran
compuestos nutritivos para la bacteria formados durante la senecencia de la zanahona.

Grosvenor en 1994, desarrolld ensayos antibacterianos y antifingicos de 114 especies
de plantas de la region Sunda en Indonesia. El 82% de los extractas fueron activos sobre
Staphylococcus aureus, mientras que el 35% fue activo sobre Escherichia coli . La actividad
fue menor en los hongos ya que solo el 20% inhibié a Fusarium oxysporium y 19% sobre
Sacharomyces cereviceae.

Tanina en 1994 estudio el potencial terapéutico de la flora de los Emiratos Arabes
Unidos. Los 21 extractos se evaluaron por el método de dilucion y 10 mostraron actividad
antibacteriana. Los extractos se sometieron a pruebas quimicas y mostraron la presencia de

terpenos o esteroles en todos. La mayoria posee flavonoides, alcaloides y taninos. Solo
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Calotropis procera revelo la presencia de glicdsidos cardiacos y ningun extracto posee
antraguinonas.

Taylor en 1995 analizo 21 plantas utilizadas en la medicina tradicional de Nepal, sobre
8 especies bacterianas y 5 especies fungicas. El método de difusion con discos mostrd que
todos los extractos tuvieron actividad al menos con 2 especies bacterianas. Candida albicans y
Pseudomonas aeruginosa no fueron inhibidas por ningin extracto. Los extractos fueron
expuestos a luz UV y se observo que 14 de ellos incrementaron su potencial antimicrobiano.

Zohd en 1955 abserva el efecto del aceite de cebolla sobre 8 especies bacterianas y 9
especies fungicas. Las especies bacterianas gram positivas mostraron mayor seusibilidad que
las gram negativas Ademas se estudio el efecto inhibitorio de toxinas en diferentes especies
de Aspergillus y Perucillium.

Vlietinck en 1995 determiné la actividad amtimicrobiana y amtiviral de 100 plantas
medicinales utilizadas en Rwanda. Los microorgamismos probados fueron 3 especies
bacterianas, 3 especies fungicas y 5 especies virales que con meétodos de dilucion y difusion
demostraron la mayor sensibilidad en las bacterias gram positivas y los dermatofitos. Solo dos
especies de plantas fueron activas contra 3. aureus Ps. aeruginosa y C. albicans.

La actividad antimicrobiana del arbol Vochysia divergens que crece en los pantanos de
Mata Grosso en Brasil lo estudia Hess en 1995. Su uso en la medicina folklorica es contra
infecciones microbianas y asma. Los 3 compuestos con actividad antimicrobiana fueron §
sitosterol, acido betulinico y acido serictco. Este Ultimo mostrd el potencial activo mas fuerte.
La elucidacion estructural se baso en la comparacidn de datos fisicos y espectrales (IR, RMN

y EM). De los 4 microorganismos probados solo £. cofi mostrd ser resistente,
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Meyer en 1995 analizd el efecto antimicrobiano de Helichrysum aureoniteus. Se
hicieron diferentes extractos (diclorometanico, metanélico y acuoso). Al inhibir 5 de las 10
bacterias probadas el extracto diclorometanico demostrO ser el de mas amplio espectro. El
extracto acuoso no inhibid ninguna bacteria.

La parte aérea de Lychnophora salicifolia es utilizada en la medicina tradicional contra
enfermedades inflamatonias Esta planta comunmente llamada “Arica” la analiz6 Miguel en
1996. Los compuestos con actividad antimicrobiana aislados fueron el acido licnofolico y el
acido acetil licnofélico los cuales se probaron sobre 2 especies bacterianas y 7 especies
fungicas. Se utilizd la técnica de difusion con orificios y como estandar se uso Ketoconazol.
Para determminar la CMI tambien utilizaron la técmca de difusion pero con discos impregnados
con el extracto. El acido acetil licnoftlico exhibid mayor potencial antifingico y
antimicrobiano aunque £. coli mostro ser resistente, La esteroquimica de los compuestos fue
determinada por analisis de difraccion de rayos X

Mukhenjee en 1996 examin¢ la actividad antifungica de los extractos crudos
alcoholicos de Cassia fora sobre (. albicans, A. niger, §. cereviceae y T. mentagm;phyres.
Los efectos antifingicos se compararon con Griseofulvina como control. Los extractos
moestraron  inhibicidn significativa contra todos los microorganismos probados. Su toxicidad
ha sido evaluada en ratones de laboratario. Se aislo de las hojas de esta planta un antraquinona
responsable de la actividad antimicrobiana.

Varias plantas utilizadas en la medicina tradicional de Iran fueron examinadas por
Mahasneh en 1996. Se analizaron los extractos crudos sobre 4 especies de bacterias, una
levadura y un hongo filamentoso. Los resultados mostraron una actividad antimicrobiana
comparable a la del estandar utilizado (griseofulving) y las plantas Sauceda vermiculaia y

Salsola villosa mostraron mayor actividad contra C. albicans y F. oxysporum.
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Ulate-Rdz en 1997 determinaron el efecto antimicrobiano de extractos provenientes de
la lima, limon y pastinaca, sobre tres microorganismos en un sistema alimenticio modelo. Para
separar el compuesta activo se practicé cromatografia en capa delgada, el cual fue identificado
por espectrometria de masas acoplada a espectrometria de gases. Se utilizd alimento de bebe
como sistema alimentario modelo el cual fue inoculado con los tres microorganismos. Las
furanocumarinas lineares fueron los compuestos activos que inhibieron a L. monacytogenes,
E. coli y Micrococcus luteus.

Hili en 1997 demostro la actividad antimicrobiana de 51 aceites esenciales provenientes
de plantas utilizadas como saborizantes alimenticios, sobre 3 especies bacterianas y 4 especies
levaduriformes. Todos los aceites mostraron actividad inhibitoria contra alguno de los
microorganismos. Trece de los aceites inhibieron al menos 5 microorganismos. Las levaduras
presentaron mayor sensibilidad.

Balalayev en 1997 analizo las semillas de Leusea carthamoides y encontraron un
compuesto fitoecdysteroide que purificaron con cromatografia liquida de alta presion (HPLC)
y caracterizaron por espectroscopia en UV,NMR y MS. El ecdistercide es un anédlogo de una
hormona esteroidal de insecto. Los bioensayos se hicieron con Drosophila melanogaster.

Reixach en 1997 estudi la produccion de fitoecdisteroides de Polypodium vuigare. La
produccion de estos compuestos se incrementd cuando los cultivos fueron sumergidos en
agua, ademas la temperatura fue otro factor que intervino en la procuccion. A 25°C se
registro una sobreproduccion de 20% y a 45°C un 97%. LA presencia de agua a temperatura
de 45°C durante 10 b incrementé de 14 a 23 veces la produccion total de ecdisteroides. Los
resultados indican que la planta acelera la biosintesis del compuesto al dilluirse en agua, por lo

que se require restaurar los niveles intracelulares normales.
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Atta-Ur-Rahman en 1997 analizd un pequefio arbusto Witharua coagulans que se ha
utilizado conira desordenes wmtestinales y su actividad biologica se le atrnibuye a compuestos
llamados withandlidos (lactonas esteroidales). Los compuestos fueron separados por
cromatografia en columna y capa delgada. Su identificacion se hizo por medio de analisis
espectroscopicos incluyendo IR, 2D RMN y MS.

Eloff en 1998 busco ¢l extractante optimo ya que es un punto clave en los estudios
fitoguimicos. En este trabajo utilizaron 5 solventes (acetoma, metanol, cloroformo,
diclorometano, y agua), a los cuales se les cuantifico Ia cantidad y diversidad de compuestos
extraidos, la toxicidad en los bioensayos, su facilidad de remocion y su riesgo al manejarlo. La
acetona mostrd los mejores resultados con las plaatas que él selecciond.

Sarker en 1998 trabajé con las semillas Axyris amaranthoides, una planta herbacea
originaria de Asia y aisidé un nuevo fitoecdisteroide. Los bioensayos para demostrar ia
actividad biologica se hicieron con la linea celular B-11 de Drosuphila melanogaster. Para

aislar y elucidar el nuevo producto utilizaron radioinmunoensayos, HPLC y RMN.

2.1. ANTECEDENTES (. albicans

La virulencia de Candida se le atribuye entre otros factores a su dimorfismo ¥y
tigmotropismo. Nikawa en 1997 estudi¢ estos fenomenos fungicos. Promovieron primero la
formacién del tubo germunative con el método modificado de Ibrahim ¢on suero humano. Se
practicaron ademas técnicas de bioluminiscencia y se cuantifico €l ATP que fue directamente
proporcional. Los resultados mostraron que la sensibilidad por contacto (Tigmotropismo)
confiere ventaja a Candida para penetrar en las células epiteliales humanas, por lo que la

naturaleza topografica de las superficies influye en su patogenicidad.
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Nimi en 1988 estudio a C. albicans con relacidon a su morfogénesis enfocando la
investigacion a la actividad enzimatica vacuolar con teécnicas moleculares, se manipularon
temperatura, pH y morfologia. Utilizando analisis Northern blot determinaron que de los genes
APRI y HEXi, este ultimo transcrito fue dependiente de la tempratura y pH. T.a f N-
glucosamina se ha identificado como un factor de virulencia en C. albicans. Los resultados
sugieren que la expresion de los genes APRI y HEXi en C. albicans estd bajo control de un
activador sensible a la temperatura.

Es sorprendente como esta levadura utiliza sus mecanismos bioquimicos para
protegerse. Tal es el caso de las bombas de eflujo que transportan vesiculas unidas a membrana |
y bloguean la accion de las drogas azdlicas al impedir la produccion de lanosterol, un producto
basico en la via biosintética del ergosteral, componente de la membrana fungica (Wa T. 00).

Amin en 1933 trabajé con la membrana de (. albicans alterando la permeabilidad
celular de esta levadura, formando poros y causando la salida de elementos citosdlicos
fingicos. Con marcadores radigactivos de timiding, undina y leucina demtro de biopolimeros,
se demaostrd la aiteracion de la membrana nuclear y la inhibicida del transpaorte electré;:lico en
mitocondria. Ademas los resultados también sugieren que las fitoalexinas sintetizadas en
zanahoria interactuan con los cationes metalicos que son escenciales para la accion enzimatica
para la actividad de la calmodulina.

Fourie en 1992 aseverd que los resultados de un estudio de 300 plantas muestran al
31% con marcada actividad, 48% con moderada actividad y 21 % fueron inactivas. Mormisey
en 1999 menciona que de los 100,000 & 200,000 especies de hongos que existen, 270 causan
infecciones humanas, ubicando a C. afbicans a la cabeza de dicha lista. Especies nuevas de

hongas emergen como patdgenos. Ademais la resistencia a los pocos antifiingicos dsponibles,
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hace mas fuerte la demanda de nuevas opciones terapéuticas. La consecuencia del alto indice
de personas inmunosuprimidos es la gran incidencia de nuevas enfermedades micdticas que se
reportan dia con dia. (Mornisey 1999)

Diamond en 1993 asegurd que a pesar de que los hongos opontunistas se enfrentan a
mecanismos de defensa muy fuertes, cuando el sistema inmunoldgico es deficiente se instalan
provocando micosis. Actualizadas evidencias indican que la actividad antifingica de las
células fagociticas Uéva a cabo una secuencia de eventos y el mal funcionamiento de alguno
de ellos afecta ¢l mecanismo de defensa humano. La invasion fungica en los tejidos provoca la
liberacion de citocinas que intervienen en la eficacia del sistema defensivo de los fagocitos,
Otra interaccion es la que juegan I35 proteinas de superficie fiagica o I3 liberacion de toxinas
que actuan sobre los fagocitos cuando la célula fiingica ha muerto. También hay descarga de
productos metabolicos que contrarrestan o alteran las sustancias antifingicas producidas por el
fagocito

Chant en 1994 determinéd que la gemacion de C albicans esta dada por un mecanismo
interno especifico. La maquinaria molecular responsable involucra vesiculas secretoras que
son enviadas por los cables de actina del citoesqueleto. Numerosas proteinas se ensamblan
generando la polarizacion de la célula y formando una yema. La actina, los hﬁcrotﬁbulos y
proteinas en el sitio de la gemacion ensamblan de una manera polarizada 10-15 min antes de
la formacion de Ia yema.

White en 1997 observd que las opciones terapéuticas contra hongos se limitan, en
muchos casos por tener el mismo mecanismo de accion. Esto se observa en el caso de los
derivados imidazolicos y antibioticos poliénicos, que tienen como blanco el ergosterol de la
membrana plasmatica fungica. Aunque las drogas azolicas inhiben la produccion enzimatica

en la via biosintética del ergosterol y los polienos son moléculas anfipaiticas que forman poros
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la membrana causando la salida de elementos citosOlicos fingicos, ambos tienen €l mismo
blanco y al generar resistencia contra una de estas drogas los efectos seran similares para los
demas.

Magee y Scherer en 1998 comentaron que el incremento de mfecciones atribuidos a C.
aibicans es proporcional al nimero de pacientes inmunosuprimidos. El estudic genético de
esta levadura es complicado por su naturaleza diploide. El aislamiento de mutantes por
disrupcion génica es complicada porque los 2 alelos de cualquier gene puede ser inactivado
para dar un fenotipo. Se ha construido una biblioteca genética de C. afbicans apoyandose en
Sacharomyces cereviceae utilizando como vector cosmido. Se observd que existe 90 % de
similitud entre C. albicans y S. cereviceae. Entonces aunque solo se tiene el 75% del genoma
de C. albicans y que consiste en 3,840 clones. El genoma haploide nuclear de Candida tiene
el tamaiio de 16Mb. Asi teniendo un catalogo de los genes de C. albicans v un mapa de su
genoma (tiene 6) tendremos una esperanza de conocer el papel de este microorganismo para
establecer estrategias de ataque y evitar se siga incrementando su incidencia.

Stewart en 1999 comenta que la gran cantidad de personas trasplantadas, los agresivas
tratamientos toéxicos y la proyeccion logaritmica de las personas infectadas con VIH.
contribuyen en gran medida al cambio de comportamiento de esta levadura que normalmente
€s inocua. La transicion de levadura a micelio puede ser interferida y se sospecha que puede
ser a nivel de produccion de energia por la fosforilacion oxidativa.

Stencel en 1999 nos comenta que a pesar de la inportancia de Candida que incrementa
su incidencia peligrosamente, muchas interacciones son poco entendidas. Esta levadura forma
parte de la microflora normal pero cuando el equilibrio se rompe puede transformarse en un
peligroso agente patogeno. C. albicans es la cuarta causa de infecciones nosocomiales y la

mayoria son cuadros clinicos graves, ocurriendo la muerte en ¢l 50% de los casos. El arsenal
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antimicotico cada vez es mas Limitado por lo que es necesario dar mayor impetu a la basqueda
de nuevas y mejores drogas antifiingicas con méis especificidad y eficiencia. Varios
investigadores se han enfocado a la adherencia de Cavrdida que es un factor que facilita la
entrada a celulas hospederas como primer paso de uma infeccion. Se ha explorado
genéticamente este fendmeno (Tigmotropisma). Se cree que hay dos familias de genes que
intervienen (SAP y ALS). El gen SAP controla la secrecion de iscenzimas que degradan la .
superficie celular del huésped, aunque se sabe que la adherencia es un proceso multifactorial.
Es un reto para los micologos esclarecer como €sta levadura lleva a cabo esa transformacion y

como puede ser interrumpida.

2.2 ANTECEDENTES AGAVES

2.3.1.CLASIFICACION FAMILIA Agavaceae

Reino: Vegetal

Division: Spermatophyta
Clase: Angisoperma
Subclase. Monocotiledonea
Orden: Amarilidaceae
Suborden. Iridales
Familia: Agavaceae
Genero:. Agave
Especie: lecheguiiia

picta
scabra

lophamta
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Agave scabra Agave lophanta

Floracion

Fig. No. 1 Agaves de la region Noreste de México
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2.3.2. DESCRIPCION BOTANICA DE AGAVES

Los agaves se desarrollan en gran parte del terrtorio de la Repuablica Mexicana en las
zonas iridas o semidridas, forman parte del matorral xeréfilo y tienen la particularidad de
captar el agua con rapidez v almacenatla en sus tejidos esponjosos en donde queda protejida
de la evaporacion, mediante una gruesa cuticula y por una capa de cera. Ademas llevan a cabo
el metabolismo 4cido crasulaceo, lo que les permite ahorrar agua ya que capturan el CO;, solo
de noche para no perderla par apertura de estomas durante el dia, cuando la temperatura es
alta y la atmosfera seca, Estas plantas compiten entre si por el territorio, luz y agua. Las
sustancias quimicas generadas por la planta dafian al competidor asi dominan el terreao y
forman islas de una densidad de plantas de una sola especie (alelopatia) (Roma de Vivar
1939).

El periodo generativo de la progenie sexual es larga de 8 a 25 afios. La diseminacion de
estas plantas la ejecutan también los insectos polinizadores. La evolucidn de los agaves
enfatizan que sus especies se componen de poblaciones. Los hibridos son muy comunes de
generarse entre estas plantas y suceden no solo entre especies sino entre géneros. Entre los
agaves hay especies diploides y poliploides y clones que cambian sus cariotipos. Las
variaciones se expresan femotipicamente en ¢€lulas, Organos., habitos y fisiologias en
desconcertantes secuencias a través del género. Aunque la quimica total no se conoce, ya que
es muy compleja, se han encontrado saponinas, esteroles, terpemos y vitaminas. La
reproduccion vegetativa en plantas © por raices tiepe la ventaja sobre la reproduccion por
semilla que no altera las caracteristicas genéticas de la nueva planta.

A. lecheguilla tiene hojas que miden 40-50 ¢m distribuidas en roseta y cubierta su orilla
con espinas en gancho, tiene ademais una espina terminal caracteristica de 5 a 8 cm sus flores

son amarillas y aparecen de 10 a 20 afios después de los cuales la planta muere. Esta planta
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tiene un extenso habitat, hay regiones donde su poblacion es muy densa llegando a contarse
hasta 30, 000 plantas por hectarea. Crece en terrenos elevados desde 950 hasta 2,300 m sobre
el nivel del mar. El promedio anual de lluvia que favarece el crecimiento de esta planta es de
300 a 500 mum, aunque hay regiones doude llueve menos y crece bien. Se desarrolla en la
regidén comprendida entre los 99° a 106° de longitud oeste y a une latitud entre 21° & 31°
“localizacion que corresponde a un nicho ecologico dasondmico de las zonas aridas del norte .
(Gentry 1982).

La planta de la lecheguilla prospera ea suelos calizos que se localizan tanto en planicies
como en terreno accidentado donde haya un buen drenaje. También crece en terrenos rocosos
y arcillosos y hasta en suelos de origen igneo. Los cogollos se encuemtran en el centro de la
planta donde se desarrolla un vastago (quiote) que en la época de la floracion alcanza una
altura de 2 m.

A. lophanta tiene dimensiones mas pequeiias que A. lecheguilla, sus hojas miden de 30
a 40 cm. La caracteristica mas fuerte en su morfologia externa es la espina insertada en un
monticulo redondeado en toda la orilla de la hoja. Ademss tiene una linea amarilla en la orilla
de sus hojas. Esta especie crece en €] mismo terreno que A. lecheguilla, por 1o que algunos
autores creen que es un hibrido.

A. americana contiene muchas variedades y la separacion taxondmica es dificil. Crece
en regiones donde la lluvia llega a 250 a 800 mm. Es también una planta con gran
adaptabilidad ecologica. Su variedad scabra segun Gentry o asperrima seghn Jacobi es,
después de A. Jecheguilla el mas abundante en el desierto de Chihuahua. Sus hojas son rigidas
y lanceoladas muy amplias en la base y miden de 60 a 80 ¢, crecen en terrenos elevados de

1,200 a 1900 m sobre el nivel de mar, sobre suelos calizos o limosos. La variedad picéa segin



Salm-dick es caracteristica por su banda amarilla 2 [o largo de sus hojas, las cuales son muy

largas llegando a medir hasta 3 m de largo por 30 cm de ancho.

2.3.3. ANTECEDENTES AGAVES Y SAPONINAS.

Las plantas utilizadas en este estudio se seleccionaron por su gran adaptabilidad
ecologica y por ende su abundancia. La familia 4gavaceae tiene cerca de 140 especies nativas
de América. Los agaves se incluven en el matormral xerofilo que es el mas vasto de todos los
tipos de vegetacion en México ya que ocupa el 40% de la superficie territorial, crecen en la
region noreste conformando el paisaje caracteristico de las zonas semidesérticas. (Rzedowski).

El uso terapéutico de estas plantas en México es multiple ya que se ha utilizado
contra el cancer, diabetes, mordeduras de serpientes, espasmos estomacales, calentura, golpes,
heridas, depurativo de la sangre y como diurético (Mendieta 1981). En la India se utiliza el
jugo de la hoja como antisifilitico, las raices como antiescorbutico y la gome de la hoja contra
dolor de cabeza. En Africa se ha utilizado contra el reumatismo, como diurético, purgativo y
emenagogo. Ademas el jugo de la hoja se ha utilizado en papel de pared contra las termitas
(Mitchell 1962).

Los componentes de estas plantas varian en contenido quimico con la edad, época de
recolecta, ubicacion geoldgica, clima etc. Sus carbohidratos no estructurales auméntan en
concentracion en los meses de lluvia y decrecen en meses secos cuando se requieren para
mantener la respirgcién. El periodo generativo de la progenie es largo, de 8 a 25 afios. Los
agaves son plantas que florean a los 10- 20 aiios y antes de monr producen alrededor nuevas
plantas. Se cree que por eso han perdurado por siglos en este planeta (Howard 1990). Los
agaves se han utilizado desde la época prehispanica como alimento, bebida y medicina.

(Ludlow, Ojeda). El nombre de “Agave” fue otorgado por Linneo a fines del siglo XVII y
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proviene del griego “admurable”. Gentry en 1982 publicé una extensa obra en la que revisa la
taxonomia de agaves de Norteamérica, tomando en cuenta factores ecoldgicos geograficos y
genéticos. Vazquez en 1962 estudid 4. lecheguilla Torr. demostro que poses sapogeninas, las
cuales extrajo con alcohol etilico y las aislo por cnstalizacion, ademas las identifico con
pruebas quimicas y constantes fisicas.

Aunque la quimica total de agaves 0o se couoce, ya que es muy compleja, existen
muchos trabajos que se enfocan a su contenido quimico. Se ha reportado entre su contenido
quimico la presencia de esteroles, terpenos, vita.mipa.s y sapominas en sus hojas. Ademas su
contenido lipidico tambien ha sido investigado y los acidos grasos encontrados fueron ol€ico y
linoléico contenidos en mayor proporcion en las semillas (Howard 1990). Se han llevado a
cabo muchos estudios de saponinas en otras plantas con relacion a su efecto antifingico y su
toxicidad. Pero en agaves aunque hay antecedentes empiricos de su papel antifiingico poco se
ha investigado cientificamente. En el fruto es donde se ha encontrado un mayor contenido de
saponinas, la hecogenina se ha encomrado en 16 diferentes especies de Agaves nativos de
Meéxico. La manogenina se ha aislado de 18 especies de Agaves. Las saponinas son
compuestos derivados del ciclopentanperhidroofenantreno, parcial o totalmente hidrogenados
con 27 datomos de carbonos.

El extenso estudic sobre la familia Agavaceae que desarrollo Gentry en 1982
menciona que 4. lecheguilla es la mas abundante en el desierto de México, le sigue 4. scabra
que también crece en suelo calizo y limoso a 1200-1900m sobre el nivel del mar. Ademas
comenta que en las localidades donde crece A. lecheguilia también crece A. lophanta como
forma intermedia o asignada como hibrido. Estas cruzas se dan en [as montaiias que se ubican

a lo largo de la sierra Madre Oriental especificamente en Coahuila y Nuevo Leon.



Peregrin en 1972 analizé [a accion enzimatica en la biosintesis de sapogeninas en A.
americana Lin. Menciona que la actividad de las enzimas mevalonato y fosfomevalonato
kinasa en la fosforilacién fué mayor en las flores que en las hojas. Se encontré que es mayor
la utilizacion del ac. mevalonico como substrato enzimatico en la biosintesis de terpencides de
la planta De A. americana se aislaron 5 sapogeninas (hecogenina, clorogenina, nectigogenina,
kamogenina y 9- dehidrohecogenina)

Basu y Rastogi en 1967 hacen un esmudio de saponinas triterpénicas y sapogeninas,
exponen las propiedades de algunas saponinas como antilipémicas, anticoagulantes y
antiproteoliticas, mencionan el posible mecamsmo de accion que se imicia al alterar la
permeabilidad celular con la modificacion de los lipidos. También aluden su naturaleza
glucosidica y su amplia distribucion en el reino vegetal, se ha reportado su presencia en al
menas 500 generos de plantas

Takechi y Tanaka en 1990 estudiaron la saporina a-hedenna de Hedera rhombea,
removieron €l azicar y el metil éster y se comprobd que la sapogenina es inactiva y ademas
demostraron que los efectos citotdxicos y antimicrobiano dependen de diferentes centros. El
azicar terminal es mas importante para la actividad antimicrobiana y el radical ac. carboxilico
es mas significativo para la actividad citotoxica (hemolitica). Los aziicares mas comunes que
presentan las saponinas son: glucosa, galactosa, ramnosz y xilosa en series de 3 a ¢ unidades.

Glz en 1974 reportd la presencia de lactonas esteroidales en la planta espafiola
Withania frutescens Paug. Estas compuestos muestran grupos oxidrilos y ceténicos con las
tipicas sefiales espectroscopicas de IR y RMN. La estructura exhibié un mnicleo

ciclopentanoperhidrofenantreno ademas de un anillo lacténico.
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Tort ¥ Schubert en 1977 estudiaron una enzima proteclitica (aminopeptidasa) de A.
americana Lin. que se aislé y caracterizd por electroforesis. Se determinaron sus constantes
fisicas como punto isoelécirico, coeficiente de sedimentacion y difusion asi como su
composicion de aminoacidos. Los resultados termodinimicos se obtuvieron con estudios
cinéticos los cuales mostraron que la constante de Michaelis permanece constante aun cuando
se incremente la temperatura. La aminopeptidasa no requiere ningun ion metal para su optima
actividad. Todos los resultados indican que la histidina juega un papel importante en el
proceso de catalisis.

Kilagawa en 1978 elucido las estructuras quimicas de 2 compuestos antifungicos
extraidos del pepino de mar Stichopus japonicus Selenka. Encontraron la presencia de dos
saponinas llamadas holotoxina A y B que inhubieron el crecumiento de hongos del géaerg
Trichophyton y Candida a;dema's del parasito frichomona. Los analisis espectroscopicos
mostraron su naturaleza glicosidica ademas de un grupo y-lactona.

Bathia y Nandra en 1978 investigaron el papel de la enzima fructosil transferasa
extraida de A. americana Linn. que interviene enla biosintesis de fructosanas. Las condiciones
6ptimas para la actividad enzimatica fueron a pH 6.1 y 37'C de temperatura. Los iones Ca™?,
Mg'% Co* y Li*? actuaron como activadores y el Pb*?, Hg'?, Sn*¥, Ag' y CIN" actuaron como
inhibidores La enzima fue capaz de formar oligosacandos y ninguno de los mtermedhiarios de
la biosintesis de fructosana provenientes de la sacarosa actuaron como donadores de fructosa.

Salete y Barros en 1952 determinaron la actividad antimicrobiana y antineoplasica de
una saponina triterpencide aislada de las flores de Combretum fruticosum. Los bicedsayos
mostraron la actividad de las saponinas sobre microorganismos acido resistentes (Nocardia

astercides y Mycabacterium tuberculosis). Ademas se probé el efecto del extracto sobre el



sarcoma 130, ¢l cual se inhibid en un 64%. La identificacion del compuesto activo se apoyo
en pruebas quimicas y en espectroscopia en IR y RMN.

Romo de Vivar en 1989, menciona que anualmente se publican mas de 3,000 articulos
referentes a esteroides aislados de plantas ¢ sintetizados a partir de productos naturales. Las
plantas generan colesterol por la via del acetato-ac. mevaldnico. Esta molécula se modifica y
genera una gran variedad de esteroides. La formula esteroidal fue establecida por Reinitzer en
1888. El esqueleto carbonado que funge como nuclec es el ciclopentanoperhidrofenantreno y
fue elucidado por dehidrogenacion del colesterol por . Diels en 1927. La esmilagenina fue
detectada en A. lecheguilla asi como la hecogenina en 4. sisalana.

Nobel en 1989 demostro que los agaves poseen el metabolismo acido de las crasulaceas
(CAM), en el cual la apertura estomatica y la absorcion de CQO; ocurren principalmente en la
noche cuando las bajas temperaturas reducen la pérdida de agua. También se determiad €l
indice de productividad ambiental (IPA). A su vez mostraron que los efectos de los niveles de
nutrientes en el suelo son directamente proporcionales al crecimiento y esto se cuantificd por
el indice nutricional que incrementa ¢! poder del IPA.

Mimaki en 1989 trabajo con bulbos frescos de Lilium browni que s¢ emplean en la
medicina folklorica de China. Aunque ya se habian reportado compuestos fenélicos en otras
especies de este geénero no se habian reportado saponinas esteroidales. Se demostrd su
presencia con analisis espectroscopicos.

Valeri en 1989 estudio los constituyentes de Solarum meridence un arbol que crece en
Mérida, Venezuela . Sus frutas son conocidas por la produccion de espuma lo que sugirio la
presencia de saponinas. La extraccidn se hizo con cloroformo en soxhlet. Por cromatografia

en placa delgada se aislaron saponinas y por hidrolisis 4cida se obtuvieron las
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comespondientes sapogeminas. La estructura de los compuestos se establecio por
espectroscopia.

Uniyal en 1990 aislé 2 nuevos glicdsidos esteroidales de 4. cantala. Aunque estudios
anteriores habian reportado otros glicosidos estercidales como: hecogenina, clorogenina,
gitogenina y tiogenina. Estos nuevos glicosidos provienen del fruto y su separacion se realizo
en cromatografia en columna. Ademds se practicaron pruebas quimicas, espectroscopia en IR,
RMN y espectrometria de masas para su elucidacion estructural.

Malaviya en 1991 aislé dos seponinas triterpenoides de Deurzia corymbosa, una planta
de lz India con actividad biologica. El aziicar se determiné gravimétricamente por el método
de Fehling y encontraron la arabinosa ramnosa y galactosa como los azucares unidos al
glicasido. También se practicé la prueba quimica de Liebermann-Burchard. La elucidacion
estructural se hizo por espectoscopia ¢n IR y RMN.

Peralta y Cuevas en 1992 analizaron los estercides de 4. angustifolia que se cultiva en
el estado de Oaxaca, Mex. Para [a produccion de mezcal pero solo utilizan el cogolic que
coustituye el 40% de Iz peso de la planta y se desperdician las hojas que constituyen el 60%
de su peso. Ellos encontraron hecogenina, tiogenina y dihidrohecogenina que fueron aislados
de las hojas v su estructura se elucidd por espectroscopia en IR y RMN,

Velazquez en 1993 demostré en ratones Wistar, que la dosis letal de saponina es muy
por arriba de los 6 mg/Kg de peso por que no hubo dafio renal ni hepatico al administrar esta
concentracion en forma oral. Verastegui en 1995 estudio el efecto antifingico de 20 plantas y
entre ellas A. lecheguifia, Bacharis glutinosa y Larrea tridentata mostraran actividad
antifungica aunque ¢| potencial mas elevado sobre los microorganismos patdgenos estudiados

fue el de 4. lecheguilia.
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Peana en 1996 obtuvo extractos acuosos liofilizados de A. americana colectada en
Italia. Extrajeron sapogeninas esteroidales las cuales poseén actividad antiinflamatoria. Los
extractos fueron administrados por via intraperitoneal en ratas albinas Wistar a las cuales se
les provocd un edema con carragenina. También se estudid su actividad ulcerogénica. Las
sapogeninas se administraron oralmente. Los resultados fueron analizados estadisticamente
por la prueba de Tukey. El extracto acuoso inhibi¢ el 50% del edema a las 3 h pero las
sapogeninas esteroidales mostraron mejores resultados ya que a la hora 6 3 horas redujeron el
edema el 70%.

Paczkowski en 1997 demostr¢ la presencia de 2 glucosiltransferasas en Solarum
melogena. Estos enzimas intervienen en la biosintesis de sapogeninas esteroidales y
glicoalcaloides y estan distribuidos ampliamente en otras plantas de importancia economica.
Los metabolitos secundarios antes mencionados juegan un papel muy importame en la
proteccion de la planta comtra microorganismos patdogenos o herbivoros. Ademas sus
actividades antiviral, antifingica, citostatica ¢ hipocolesterolémica es bien conocida. Los
resultados sugieren que la 3-0-glicosilacion de las saponinas esteroidales y glicoalcaloides es
catalizada por 2 glucosiltransferasas dependientes de UDP-glucosa.

Weltring en 1997 investigo la actividad enzimatica de hongos del génerc Fusarium, los
cuales destruyen las saponinas generadas por las papas como mecanismos de defensa. Los
hongos enzimaticamente remueven ¢l carbohidrato ramnosa de la saponina y este producto es
convertido en sapogenina que es metabolizado por productos desconocidos. Los resultados
indican que Fusarium excreta enzimas especificas para diferentes saponinas

Wang y Lee en 1997 demostraron que las sapomnas del Ginseng (GS) de Pamax-sp
producen un efecto exgogénico que involucra mecanismos bioquimicos. Ellos trabajarcn con

ratas a las que se les obligd a desarrollar ejercicio intenso, después del cual analizaron su
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sangre (glucosa y acidos grasos) y el glucogeno de (higado y mmisculo). Los resultados
revelaron que el grupo de ratss tratadas con GS fueron mas resistentes comparadas con el
grupo control. Los niveles de ac. grasos libres se incrementaron en el plasma. La glucosa se
mantuvo en st nivel normal y el glucogeno de higado y musculo fue ligeramente
incrementado.

Lavaud en 1997 aislé cuatro saponinas de Filiciun decipiens, planta que crece en el sur
de Affica y se recolectaron en Tanzania. La extraccion se hizo con metanol y fueron separadas
por cromatografia en columna y aisladas de la fraccion mas polar, los monosacaridos fueron
identificados por HPLC comeo xilosa y ramnosa. La localizacion de los enlaces glicosidicos
fue elucidada por anélisis de 2D RMN, también se practico para la elucidacidn estructural IR,
'H RMN, PCRMN y EM.

Ana-Ur-Rahman en 1997 analizo un pequefio arbusto Withania coagulans que se ha
utilizado contra desordenes intestinales y su actividad biologica se le atribuye a compuestos
llamados withanolidos (lactonas esteroidales). Los compuestos fueron separados por
cromatografia en columna y capa delgada. Su identificacion se hizo por medio de anilisis
espectroscdpicos incluyendo IR, 2D RMN y MS.

Gawad en 1998 analiz{ las hojas de Agave decipiens y revelaron la presencia de 2
saponinas espirostinicas y 2 saponinas furostinicas en los extractos metanolicos. Las
saponinas espirostanicas 2 y 4 mostraron actividad moluscocida contra el caracol
Biomphalaria alexandrina que es ¢! hiesped intermediario de Schistosoma mansoni.

Mimaki en 1998 encontrd 18 saponinas esteroidales en las raices de Hosta siebaldii
planta originaria de Asia. Seis de los compuestos no se habian reportado antes. La actividad

citostatica de las saponinas aisladas fue evaluada en células humanas HEL-60 de leucemia
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promielocitica. Los resultados demostraron que las saponinas espirostinicas cuando estan
unidas a carbohidratos son mas activas.

Patalun en 1999 encontrd una mieva saponina esteroidal en los frutos de Solamum
khasianum. La importancia reside en una posible oueva fuente de hormonas estercideas. La
saponina slokhasoside se aislo por cromatografia en columna y se identifico con las pruebas
quimicas de Libermann- Burchard y Dragendorff. Ademas se caracterizd su estructura con
analisis espectroscopicos en RIMN,

Mimaki en 1999 estudié los bulbos frescos de Allium jesdiarmum y demostrd su
actividad contra células leucémicas promielociticas hiimanas HL~60. Encontro 2 glucdsidos
esteroidales colestanicos y 2 saponinas furostamicas. La identificacion y determinacion

estructural la hicieron en base a los anélisis espectroscopicos desarrollados en RMN.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 HIPOTESIS

Los extractos de especies de Agave inhiben el crecimiento de hongos y bacterias, ademas

alteran procesos metabolicos de C. albicans involucrados en su patogenicidad.

3.2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana de cuatro especies de Agaves sobre 15 microorganismos

patégenos y su accion sobre el tigmotropismo y dimorfismo de C. albicans, asi como

determinar la naturaleza del compuesto activo.

33. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Demostrar la actividad antimicrobiana de los extractos crudos y reflujados de las -

plantas seleccionadas.

2.- Determinar la CMI de los extractos crudos sobre el crecimiento de los microorganismos
que mostraron inlibicion preliminar.

3.- Localizar y aislar el compuesto responsable de la actividad biocldgica mediante
bicautografia y cromatografia

4 - Mostrar el efecto de los extractos sobre el tigmotropismo y dimorfismo de C. albicarns

5.- Identificar el compuesto activo
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4 1. MICROORGANISMOS

4. MATERIAL Y METODOS

BACTERIAS HONGOS

Escherichia coli Candida albicans
Bacillus cereus Criptococcus necformans
Enterobacter aerogenes Mcrospomm canis
Listeria monocytogenes Microsporum gypseum
Pseudomonas aeruginosa Trichophyton tonsurans
Salmonella enteritidis Sporothrix schenckii
Staphylococcus aureus

Vibrio cholerae

Yersinia entervcoalitica

Las cepas bacterianas y levaduriformes se obtuvieron de la coleccion del Laboratorio
de Bioquimica y Genetica de los Microorgamismos de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
UANL. Las cepas fingicas filamentosas fueron donadas por el Laboratorio de Micologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la UASLP.

Los microarganismos se mantuvieron en refrigeracion a 4°C en medios solidos. Para

hongos se utilizd papa dextrosa agar (PDA) y para bacterias agar cerebro corazén {(ACC). Las
bacterias utilizadas fueron: &. coii 43889 ATCC, B. cereus, S. enieritidis, E. aerogenes, L.

‘monacytogenes Scott A ATCC, Ps. aeruginosa, §. aureus 196 ATCC y V. cholerae 7677 (01
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Ogawa) ATCC. Los hongos fueron M camis, M. gypseum, T. tosnurans, S. schenckii C.

albicans y C. negfarmans. Todas aisladas de hunamos.

42 MATERIAL VEGETAL
Agave lecheguilla Torr.
Agave picia Salm-Dick.
Agave scabra Salm-bick,

Agave lophanta Schdiele,

Las hojas de las plantas seleccionadas se recolectaron de la coleccion particular del
Bidlogo Jorge Vetc_tuzco, maestro del Departamento de Biologia Celular de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la UANL quien también hizo la clasificacion de las cuatro espécies
que se estudiaron. Una muestra de cada especie fue depositada en el Herbario de dicha

Facultad. Las especies seleccionadas crecen en la region noreste de México.
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ESTRATEGIA ANALITICA GENERAL
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4.3, BIOENSAYOS
Para desarrollar los bioensayos se activaron las bacterias en medio ICC (Difca) a 37°C
durante 16 h. En el caso de los hongos filamentosos y levaduras se activaron las cepas ya

desarrclladas en PDA a temperatura ambiente durante 24 h.

431 BIOENSAYO PRELIMINAR.

En el bioensayo preliminar se utilizo ¢l método de difusion. En caja de Petri se
aniadieron 20 ml de PDA, cuando solidific se formaron orificios sobre el agar con un asa
terminada en circulo y orientada en angulo recto. Los oriﬁcios_ se ubicaron 2 ¢m separados
uno de otro por lo que se pudieron probar 5 extractos en una caja Petni.  Se agregé el moculo
y se practico siembra masiva sobre el agar con el microorganismo seleccionado, se afizdieron
50 ul del extracto crudo (lg en 10 ml) en cada onficio. El periodo de mcubacion y la
temperatura varid de acuerdo al microorganismo en estudio. La zona de inhibicion se midié
sin tomar en cuenta el diametro del orificio que midi6 5 mm. Ademas utilizando el mismo
método de difusion se hizo un estudioc comparativo frente a dos antibioticos conocidos:

cloramfemcol para bacterias y nistatina para hongos (controles positivos).

4.3.2. DBETERMINACION DE LA CMI DEL CRECIMIENTO.

Para determinar la CMI del crecimiento se utilizd el método de dilucion. Se prepararon
suspensiones de ceélulas microbianas de los microorganismos con dispersion homogénea
(Miguel 1996). En un tubo de ensaye se afiadieron 1.8 ml de solucion salina y se afiadio una
asada del microorganismo. A partir de esta suspension se hicieron las diluciones en tubos con

1.8 de solucion salina transfiriendo 0.2 ml de la suspension celular, se incubaron las bactenias
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y levaduras por 24 h a 37 C y se tomo lectura de la absorbancia en un espectrofotometro y por
Gltima se hizo cuenta viable en placa. La dilucién que revelé una cuenta viable entre 30 y 300
UFC  sirvi0 como base para todos los siguientes estudios que requirieron medir la
concentracion celular del inoculo.

Los hongos filamentosos se cuantificaron por el método de Ibrshim. El cual permite el
total desarrolio del hongo en un medio inclinado. Después se agregd solucion salina hasta
cubrir el desarrollo filngico, se raspéd el micelio acreo con asa y se agitd vigorosamente para
desprender-las comidias de su conididforo. Por dltimo se filtrd con papel Whatman No. 1.
Finalmente las micro y macroconidias se contaron en hematocitometro (Manavathu 1996). El
resultado se corrobord con cuenta en placa para verificar la viabilidad de las conidias.

La CMI se tomd como la menor concentracion del extracto capaz de inhibir totalmente
el crecimiento del microorganismo. Se utilizaron placas con 3 divisiones en las cuales
agregamos: el extracto, el contral posiive y en la ultima division no se agregd ningun
antimicrobiano para tomarlo como control negativo. Mas tarde se afiadieron 5 ml del medio de
cultivo a 40°C en cada compartimento y se mezcld por rotacion. Se permitio la solidificacion
del agar a temperatura ambiente, después de lo cual los cultivos se incubaron a temperatura
ambiente el periodo adecuado para cada microorganismo; 3-15 dias para hongos y 24 h para

bacterias. Las pruebas se llevaron a cabo por triplicado y en condiciones de esterilidad.

4.33. LOCALIZACION BICAUTOGRAFICA.

La localizacion del compuesto activo se hizo por el método bicautografico, el cual se
apoya en los métodos de difusidn y cromatografia. Los primeros en utilizar este método en
cromatogramas desarrollados en capa delgada fueron Fisher y Nicolaus en 1961. Esta tecnica

es adecuada para localizar el compuesto responsable de la actividad biolégica, cuando se

39



estudia un extracto crudo que tiene una mezcla de compuestos muy abundante (Rios, Eloff,
Hamburger Touchstone 1980).

En este trabajo se modifico el método de Hamburger, se utilizaron placas
cromatograficas mas pequeiias (2.5 x 7.5} que se colocaron en cajas de Petri, para ahorrar
material, tiempo y equipo especial. El cromatograma en el cual se separd el extracto con los
solventes adecuados, s¢ mudid el Rf de cada fraccion, postenormente se cubrid con una tira de
agar previamente solidificado y sabre este se afiadio la suspensién celular del microorganismo
en estudic. Se incubd en ambiente hiimedo al tiempo y la temperafura adecuada para cada
microorgamismo. La zona de inhibicion fué medida y correlacionada con el Rf que ya se habia
registrado en el cromatograma. En este bioensayo tambi€n se manejaron controles negativos y

positivos.

4.3 4 INHIBICION DEL DIMORFISMOQO.

La inhibicidn del dimorfismo de C aibicans se demostro en medio Czapek liquido. En
una serie de tubos de ensaye 10 x 70 mm se agregd el medio de cultivo mezclado con Tween
80, diferentes concentraciones del extracto y la suspension de células levaduriformes (1x10°
UFC) y se incubo a 37°C durante 72 h. El efecto de los extractos sobre la transformacion de
la levadura a micelio, se observd en microscopio Optico electronico y de fluorescencia,
siempre se corrid un control negativo sin extracto para comparar resultados.

Tambi¢én se utilizo medio solido para demostrar la inhibicion del dimorfismo. Se
practico la técnica de Ridell para microcultivos (Bonifaz 1993): En una caja Petri se afiadio el
medio Agar Czapek, Tween 30 y el extracto, se homogemizd por rotacion aates de
solidificarse. Se dividié este agar en cuadros de lem® y se transfirié uno de ellos a un

portacbieto que se coloco en una caja Petri. Sobre el cuadro de agar se agregd la suspension
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celular de la levadura en su fase filamentosa desarrollada previamente en caldo Czapek. Sobre
tado esto se coloco un cubreobjeto. Se mantuvo un ambiente hiimedo con una gasa impregnada
en agua estéril y se incubd a 37°C durante 24 h, después se separd el cubreobjeto y se tifio
con Gram para su observacion en microscopio. En la misma caja Petri colocamos un cuadro de

agar Czpek sin extracto como control negativo,

4.3.5. INHIBICION DEL TIGMOTROPISMO.

La sensibilidad por contactg {tigmotropismo) s¢ demostro con la técnica de Nikaws. Se
promovio la formacion del tubo germinativo en un tubo de ensaye, se agregd 1 ml de suero
humano, mas 100 ul de la suspension de levaduras 1 x 10° UFC. Se incubd a 37°C durante 2 h
y las células que desarrollaron tubo germinativo se contaron en hematocitometro.

Para demostrar la inhibicion del tigmotropismo, se desarrolld la  técnmica de
microcultivo (Ridell), con algunas variantes con respecto al original. En una caja de Petni se
puso un potaobjeta y sobre de €él un cuadra de PDA de 1 cm’ al cual se le coloca encima un
fragmento de polietileno de 2 cm’ con orificios preformados, sobre este plistico se afiadieron
100 ul de la suspensién célular filngica previamente germinada y por ultimo se agregd el
extracto. Se incubo a 37°C por 72 h en ambiente himedo. Mas tarde se removid ¢l plastico, se
lavé varias veces con solucion salina para desprender las blastoconidias asociadas y los
filamentos adheridos a la superficie inerte se tiicron con eritrocina pars la observacion en
microscopio Optica a 40 aumentos. Se registro la cantidad de filamemtos adheridos tomando

como 100 % el control negativo sin extracto.
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4 4. MICROSCOPIA
4.4 1. MICROSCOPIA ELECTRONICA

El desarrolloc de microscopia electronica se llevd a cabo en el Departamento de
Microscopia de la Facultad de Medicina de la UANL por el Dr. Julio Sepilveda Saavedra en
un microscopio electréonico de transmision EM-109 Karl-Zeiss utilizando un ultratomo V-
LKB.

Las muestras que se estudiaron por microscopia electronica se prepararon de la manera
siguiente: Las levaduras fueron sujetas a la accion de los extractos utilizando dosis
mhibitorias, intermedias y controles sin extracto. En tubos seriados se agregd 2.0 ml de caldo
Czapeck mas Tween 80 para la filamentacion de Candida, se afiadio ¢l extracto en las dosis
antes meacionadas y 100 ul de la suspension de células fungicas, se incubaron a 30°C durante
43 h, luego se procesaron con la metodologia f.zspecial para este microorganismo.

Técnica especial para levaduras

Se lavo dos veces con H;O Milli Q (3 min cada lavada), y cada uno se agitd y
centrifugé {éste paso se trabajo en la campana y se deshecharon los lavados obtenidos). Se fijo
con KMnQ4 1.5% (20 min minimo, 45 min maximo) a temperatura ambiente. Después se
centrifugd 10 min, se lavd dos veces con H;O Milli Q (3 minutos cada lavado) o mas hasta que
el sobrenadante mostrara un color transparente. Se agitaron y centrifugaron cada uno de los
lavados. Se tifi0 con acetato de uranilo al 1% y centrifugd 15 min en la centrifuga para
eppendorf. Se dejo en acetato de uranilo minimo una hora o en el refrigerador hasta que se

procesd para asi igualar todas las muestras.
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442 METODOQ RAPIDO DE DESHIDRATACION

Se hizo pasar la muestra por etanal 50% 15 min, después en etanol 70% 15 minutos, se
rompid el botdn con un pincelito o aplicador para obtener piezas pequefias. Se repitio la
operacion en etanol al 96% por 15 mm. De aqui se tomd otro vial de cada muestra y se guardo
en ¢l refrigerador, por si acaso la inclusion en epon tuvo algin inconveniente, se cuente con
muestras extras. S¢ continud con etanol al 100% por 15 min y 60 min. Enseguida se tratd la
muestra con dxido de propileno 100% 2 veces por 15 minutas. La muestra se preincluyé en
epon-oxido de propilenc 1:1 una hora a temperatura ambiente, mas tarde en epon-oxido de
propilenc mezcla 3:1 durante ung hora a temperatura ambiente, una vez hecho esto se pasa la
muestra por epon puro 30 minutos pnmero, luego en epdn puro durante una hora, después se
incluyo en capsulas de plistico o en plantillas en la estufa durante toda la nache a 60°C. Por
ultimo se hicieron cortes finos y se observo al microscopio elctronico escogiendo los campos

adecuados para tomar placa fotografica.

4.4.3. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Las muestras para esta microscopia se prepararon en una serie dc tubos con 2 ml de
caldo papa dextrosa, 100 ul de C. albicans (leO‘?) y diferentes concentraciones de los
extractos. Se incubaron por 48 h a 37°C. Se prepararon frotis de cada concentracion, s¢
secaron, se tiieron con Isotiocianato de fluoresceina y se observarom las alteraciones

morfologicas de la levadura.
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4.5. PREPARACION DE EXTRACTOS
Maceracion.

500 g del material vegetal fresco recolectado se fragmenté en piezas pequefias y se
macerd por 5 dias con alcohol etilico en una proporcion 1:3 a temperatura ambiente. Después
se filtré y el sélido se desechd. El filtrado se evapor0 en estufa a 45°C y el residuo totalmente
seco se pesO y se almacend en un lugar fresco y oscuro hasta su uso. (Rios 1987)

Reflujo

Las hojas frescas recolectadas se fragmentaron en piezas pequefias de 5 cm de largo
por 1 ¢cm de ancho y se secaron en estufa a 45°C, posteriormente se molié el material vegetal
en un molino tipo “Wiley” Thomas Scientific USA. La extraccion de los principios activos se
llevé a cabo mediante reflujo continuc en un aparaio soxhlet durante siete dias con cada
solvente de polanidad creciente; hexano, cloroformo y metanol respectivamente. Para la
concentracion de los extractos se utilizd un rotavapor BUCHI R-3000 para llevarlos a
sequedad, las muestras se pesaron y almacenaron en lugar oscuro y fresco hasta su uso.
(Adikaram 1992).

E] aislamiento de los principios activos con actividad antimicrobiana, se realizd
mediante métodos cromatograficos que fraccionaron el extracto basados en la migracion

diferencial de los componentes de la mezcla.

4.6. METODOS DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION
4.6.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA_
Se utilizo para cubrir varios objetivos:

a) - Localizar e] metabolito activo por medio de la técnica bioautografica.
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b) - Conocer la naturaleza quimica del compuesto responsable de la actividad biologica con
revelado en placa. |

c) — Aislar el compuesto activo para su posterior estudio espectroscopico

Las placas se prepararon con silica gel 7G J.T.Baker, como adsorbente o fase estacionaria,
la cual se suspendié en agua en una proporcién de 1:3, se mezclo por agitacion evitando la
formacion de burbujas de aire y se depositod en placas de vidrio de d.iferentes dimensicnes. Las
placas se secaron a temperatura ambiente y posteriormente se activaron a 120°C durante 1 h.
Se almacenaron en camara deshidratadora SANPLATEC hasta su uso. Los eluentes empleados
para su corrimiento con los extractos fueron cloroformo-metanol en una proporcion 5:1. La
muestra disuelta en agua se aplicd con un capilar calibrado a una distancia de 1.5 ¢m del borde
inferior de la placa activada. La aplicacion se hizo por gota o en banda dependiendo el objetivo
a cubrir. Se coloco la placa en una camara cromatografica de tapa movil que contenia los
eluentes antes mencionados. Se permitié que la muestra corriera por capilaridad basta una
distancia de aproximadamente 1 cm del extremo superior de la placa, se sacO de la camara y se
secO a temperatura ambiente para evaporar los eluentes.

Para calcular el Rf se midio la distancia del punto de aplicacién de la muestra hasta la .
mitad de la mancha o banda estudiada y se dividio este valor por la distancia del punto de

aplicacion hasta el frente del eluente.

CARACTERISTICAS DE LAS PLACAS CROMATOGRAFICAS

BASE ALTURA ESPESOR FUNCION

2.5 cm 7.5 cm 1 mm BIOAUTOGRAFIA
50 em 10 cm 2 mm REVELADO

20 cm 20 cm 3 mm AISLAMIENTO
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4.6.2. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA INVERTIDA

Las columnas utilizadas fueron de 17 ¢cm de longitud por 20.0 mm de didmetro abiertas
por ambos lados. Se colocd un fragmento de algodon en la parte inferior de la columna y
sobre €l un fragmento de papel fiLtro Whatman No. 1, posteriormente se afiadié 0.5 g de la
muestra la cual se mezclo y molié con silica gel 7G (Baker), se cubrié con otro papel filtro y
se terminé de empacar con silica. Se colocé otro fragmento de algodon en la parte superior.
Ya empacada la columna se deposito en una camara con los eluentes cloroformo-metanol 5:1.
Por capilaridad los compuestos se separaron en fracciones y se les determiné su Rf para
localizar la fraccion que contenia el compuesto activo. Esta técnica se wtilizé también para
aislar o purificar parcialmente el compuesto activo que mas tarde se analizé por
espectroscopia. La fraccion activa se separ6 con espatula y se diluyé en etanol, se centrifugéd
por 10 min, se filtr, se deshidratd a 47°y se almacend en camara deshidratadora provista de

higrémetro para su posterior analisis espectroscopico.

4.6.3. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA NORMAL

En esta técnica se utilizd una columna de vidrioc de 50 cm de longuitud y 2.5 de
didmetro, provista en su parte inferior de una llave de cambio. Se empaco primero con un
fragmento de algodon en la parte inferior de la columna, se colocé un papel fitro y después se
afiadio silica gel (60-200 Mesh) BAKER, la cual actudé como fase estacionaria. Se agrego 1g
de muestra molida con silica gel. Se colocé antes y después de Ia muestra papel filtro para que
la separaciéon correcta. Finalmente para terminar de empacar la columna se colocd un
fragmento de algodén en la parte superior de la columna para que el eluente no cayera directo

sobre la silica-gel. Los solventes aplicados fueron de tipo polar en orden creciente; primero
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acetona, después etanol y por Gltimé metanol. La cantidad de cada eluente utilizado fué de 300

ml por lg de muestra (extracto metandlico reflujado). Todas las fracciones separadas se

sometieron a pruebas quimicas de grupos funcionales que permitieron su caracterizacion.

4.6 4 PRUEBAS QUIMICAS DE IDENTIFICACION

a)

b)

d)

— Prueba de Ignicion: Se realizé colocando una cantidad de muestra en un asa y se expuso
alaflama, el coxﬁpuesto ardié y no dejd cenizas: fue organica.

— Insaturaciones: Se disolvido 0.2 mg de muestra en etanol y se agregd gota a gota una
solucion de KMNOQ, al 2% en agua. La prueba fue positiva al decolorarse con mas de tres
gotas de reactivo.

— Grupo carbonilo: Se disolvié 1 mg de la muestra en etanol con unas gotas de solucion
saturada de 2,4 dinitrofenilhidracina en acido clorhidrico. Un precipitado amarillo o
naranja indicé la presencia del grupo carbonilo.

— Esteroles v triterpenos: Liebermann-Burchard. La muestra se disolvié en cloroformo se
mezcld con el reactivo, el cual se prepar¢ agregando una gota de acido sulfurico a una
mezcla de 1 ml de cloroformo y 1 ml de anhidirido acético. La prueba fue positiva con la
formacion de colores azul o verde con esteroides y rojo, violeta o0 morado con tniterpenos.
— Saponinas: Salkowski. Se colocaron 1 a 2 mg de la muestra en 1ml de cloroformo y se
afiad6 1 ml de acido sulfarico. La prueba fué positiva al desarrollar un color rojo.

— Lactonas: Se hizo reaccionar 1 a 2 mg de [a muestra con una solucidn alcoholica de
NaOH al 10%. Un color amarillo o anaranjado que se perdio o desaparecid al agregar unas

gotas de HCl indicé la presencia de un anillo lactonico.
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g) — Carbohidratos: La prueba de Molisch, se hizo con 100 mg de a-naftol sublimado
disuelto en 0.5 ml de etanol. En un tubo de ensaye pequeifio se colocaron 2 a 5 mg de la
muestra, se le afiadié el reactivo y se resbald por las paredes del tubo unas gotas de acido
sulfirico concentrado. La prueba fue positiva cuando aparecié un anillo violaceo en la
interfase.

h) — Furano: La presencia de un anillo furano se pudo determinar mediante la prueba de
Ehrlich. Se preparé una solucidon al 5% de p-dimetilaminobenzaldheido en etanol y
después en cloruro de hidrogeno gaseoso. La prueba fue positiva al generarse un color
naranja.

i} - Insaturaciones. Prueba de brome en tetracloruro de carbono. Se disolvieron 2 mg de la
muestra en una solucién de bromo al 3% en tetracloruro de carbono, se afiadié gota a gota
hasta que la coloracion de bromo persista por varios minutos. Si en un principio, ia

coloracion del bromo desaparece es indicativo de insaturaciones.

4.6.5. REVELADO EN PLACA CON AGENTES CROMOGENICOS
a) - Luz ultravioleta. El cromatograma se expuso a la luz ultravioleta de onda larga -
proveniente de una lampara UVGL-58 de 254-366 nm, se registraron las fracciones separadas
y se calculo el Rf de cada una.

b) - Vapores de yodo. Las placas cromatograficas se colocaron por 5 min en una cimara con
10 g de yodo resublimado. Los compuestos organicos separados generaron bandas color café
los cuales fueron registrados.

c) - Solucién de cloruro de cobalto: Se rocio el cromatograma con la solucion de cloruro de

cobalto disuelto en acido sulfirico, Se utilizé un atomizador unido a una bomba de vacio. Se



permitid evaporar el reactivo y se calentd en parrilla aproximadamente a 120°C durante 10
min. La muestra con saponinas desarrollaron manchas color violeta.

d) - Reactivo de Ehrlich- Es un revelador de sistemas tipo furano, pirrol o tiofeno. La placa
cromatografica se roci¢ con una solucion al 5% de p-dimetilaminobenzaldehido en etanol y
después se sometié a la accion de vapores de cloruro de hidrogeno gaseoso dentro de una
camara sellada durante 12 h. La presencia del grupo lactonico generd un color naranja.

e) - Reactivo de 2.4 dinitrofenithidrazina. Es un agente ctomogénico para grupos carbonilos.
Se mezclaron 3 g de 2,4 Dinitrofenilkidrazina con 30 ml de acidoe fosforico al 80%, se calenté
vy después se diluyd en 185 ml de etanol al 95%. Se dejo reposar y se filtro. Se roci6 el
reactivo sobre el cromatograma con un atomizador y se calentd a 100°C por 10 min. Los
colores rosa o azul indicaron la presencia del grupo carbonilo.

f) - Tricloruro de antimonio. Se esparcid una solucion de tricioruro de antimonio al 10% en
cloroformo sobre la placa y se calenté a 100°C. Se generaron manchas de color rojo para
esteroides y azul o violeta para triterpenos.

g) - H;S04 al 25% La aplicacién de un rocio sobre el cromatograma con el reactivo y seguida
de un calentamiento a 120 °C produjdé manchas de diferente color, segan el tipo de lipidos:
rojo-parpura para los esteroles. Aun en pequeiias concentraciones hay sensibilidad con este
reactivo.

h}) - Bicarbonato de sodio. La sal se preparo al 10% en agua, uno 6 2 mg de la muestra disuelta
en agua o etanol y se mezclo con unas gotas de la solucion de bicarbonato y la aparicion de

burbujas indico la presencia de saponinas.
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4,7. METODOS ESPECTROSCOPICOS

Las muestras procesadas por espectroscopia se disolvieron en dimetilsulfoxido.

4.7.1. INFRARROJO.- Los espectros se determinaron en la Unidad de Investigacion de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL en un espectrofotometro FI-IR Paragon 1000
PC. Perkin Elmer por la Dra. Bertha Alicia Guajardo.

4.7.2. ULTRAVIOLETA .- Los analisis se llevaron a cabo en el Departamento de Quimica del
Instituto Tecnologico de Estudios Superiores Campus Monterrey, NL. Por la Dra. Elda
Gomez. Se utilizdé un espectrofotdmetro 1.-Perkin Elmer SR.

4.7.3. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR - Se hicieron en la Unidad de Farmacologia
de la Facultad de Medicina de la UANL, por la M.C. Verdnica Mayela Rivas Galindo. Se
utilizd un espectrofotometro Brucker-Avance DPX 400 MHz.

474 ESPECTROMETRIA DE GASES-MASAS - Los analisis se hicieron en el Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada por El Dr. Ernesto Elizalde en un cromatografo de gases-

masas 5890 serie II de H.P. provisto de un detector selectivo de masas H.P. 5971.



5. RESULTADQOS
5.1 ACTIVIDAD BIOLOGICA
Las especies microbianas que se utilizaron en los estudios de actividad bioldgica se

midieron por cuanta viable en placa (Tabla No. 1).

TABLA Ng. 1
5.1.1 CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS QUE PRESENTARON
ACTIVIDAD BIOLOGICA
Microorganismo Absorbancia UFC
— — I
E. coli 0.008 255
L. monocytogenes 0.010 194
S. aureus 0.010 237
V. cholerae 0.011 302
C. albicans 0.008 262
C. neofarmans 0.012 228
M. camis 0.009 184
M. gypseum 0.010 138
T. tonsurans G 008 286
S. schenckii 0.012 244

Nota: Se elimind el micelio de los hongos filamemntosos y se trabajd solo con conidias.

>.1.2. BIOENSAYO PRELIMINAR

Las cuatro especies de Agaves mostraron actividad biologica sobre varias de las
especies microbianas seleccionadas. El de espectro mas amplio fue 4. picta al iohibir 6
especies flungicas (M. camis, M. gypseum, T. tonsurans, S. schenckii, C. albicans y C.
neaformans) y 4 especies bacterianas (E. coli, §. aureus, V. cholerae y L. monocytogenes).
A, lecheguilla mostré mayor actividad sobre los dermatofitos (M. canis, M. gypseum y T.
tonsurams). A. scabra mostro mas accion sabre las levaduras seleccionadas (C. neaformans y

C. albicans) vy 4. lophania presento mayor actividad sobre C. albicans (Tabla No. 2).
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TABLA No.2

5.1.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS
DE AGAVES SOBRE LOS MICROORGANISMOS

Microorgansimo Inhibicion en mm
|=_ _—
Bacterias A. lecheguilla A picta | A scabra |A. lophanta
e ———
&, coli ND 13 ND ND
B. cereus ND ND ND ND
E. aqeragenes ND ND ND ND
L. monuocytogenes ND 9 ND ND
F. aureginosa ND ND ND ND
S. aureus ND 12 ND ND
S. emteritidis ND ND ND ND
V. cholerae ND 10 ND ND
Y. enterocolitica ND ND ND ND
Hongos
C. albicans 17 16 20 20
C. negformans 13 10 20 15
M. canis 19 16 G 10
M. gypseum 18 15 9 9
T tonsurans 15 16 10 9
S. schenckii 10 16 9 10

ND = No detectada
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5.1.3. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
La CMI para el crecimiento vari¢ un rango de 2 a 13 mg/ml (Tabla no. 3). Estos
resultados demostraron la mayor accidn antifiingica que poseen los extractos de agaves.

Ademas se observd que las levaduras fueron mas sensibles.

TABLA No. 3

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS

DE AGAVES
Microorganismo Concentracion en mg/ml
]

Bacterias A lechegwmilla| A picta A scabra | A lophanta
£ coli NI 60+13 NI NI

B. cereus NI NI NI NI

E. aerogenes NI NI NI NI

L. monocytogenes NI 18+ 20 NI NI

P. aureginosa NI NI NI NI

. qureus NI 70£ 15 NI NI

S. enteritidis NI NI NI NI

V. cholerae NI 60£ 1.0 NI NI

Y. enterocolitica NI NI NI NI
Hongos

C. albicans 25+05 35+ 03 20+02 15+02
C. neoformans 30+£07 30+03 25*05 20+04
M. canis 30+ 03 315+03 40+08 50207
M. gypseum 30+ 05 35106 40+035 55+10
T. tonsurans 35+ 04 SO0+12 50106 6014
S. schenckii 40+ 10 50+10 6010 60+12
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5.1.4. INHIBICION DEL DIMORFISMO
La inhibicion del dimorfismo de C. albicans se registré entre los 2.5 y 5.0 mg/ml
(Grafica No 1). Con microscopia electronica se observo que a dosis intermedia (3.5 mg/ml) la

pseudohifa presentd ligeras alteraciones en membrana (Fig. No.3 superior). A dosis

-

inhibitorias 5.0 mg/ml se observé la completa inhibicion de la filamentacién, aunque se
presento gemacion, ésta fue irregular y la membrana celular mostro el dafio ocacionado por el
compuesto activo y su deformacion (Fig. No 4 superior), nos sugiere una alteracion en la

permeabilidad de la membrana interfiriendo con ello en la filamentacion de esta levadura.

Grafica No. 1

CONCENTRACION INHIBITORIA DE LOS
EXTRACTOS DE AGAVE SOBRE EL
TIGMOTROPISMO, DIMORFISMO Y GEMACION

DE Candida albicans.
E
X
T
R
A
C
T
0
mg/ml

Al Ap AsAlo

ESPECIES DE AGAVES



DIMORFISMO DE C.albicans

Fig. No. 3 - El efecto de los extractos de agave sobre el dimorfismo de C. albicans g
dosis intermedias, se observa en la parte superior por microscopia electrénica a 7,000

aumentos y en la parte inferior por microscopia optica a 40 aumentos

35



INHIBICION DEL DIMORFISMO DE C. albicans

Fig. No. 4 - El efecto de los extractos de agaves sobre el dimorfismo de C. albicans a
dosis inhibitorias se observa en la parte superior por microscopia electronica a 7,000 aumentos

y en la parte inferior por microscopia optica a 40 aumentos.
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5.1.5. INHIBICION DELTIGMOTROPISMO

La inhibicion del tigmotropismo de C. albicans se observd entre 2.5 a 7 mg/ml del
extracto. De los cuatro extractos el de 4. lgphania presentd mayor actividad scbre el
tigmotropismo al inhibirlo con 2.5 mg/ml.. 4. lecheguilla requirié la mayor dosis 7 mg/ml.
(Grafica No. 1). La microscopia optica nos muestra en el control negativo (sin extracto), la
filamentacion del hongo sobre la superficie inerte (Fig. No.5), después que se produjo el tubo
germinativo de la levadura en suero humano. La adhesion de los filamentos en la membrana

de polietileno se logro inhibir con los extractos, lo que indica que no hubo produccién de

adhesinas al interrumpirse el mecanismo tigmotropico de C. albicans (Fig. No. 6).

Fig. No. 5.- Tigmotropismo (adhesion) Fig. No. 6. Inhibicion del trigmotropismo
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Con los resultados obtenidos en los bioensayos se permitio determinar el perfil
antimicrobiano de cada extracto en donde A. lecheguilla demostro ser el mas activo contra los
dermatofitos seleccionados en este trabajo. 4. picfa presenté el espectro mas amplio al inhibir
el crecimiento de 10 de los 15 microorganismos estudiados. A. scabra exibi6 gran actividad
sobre las levaduras y 4. lophanta mostro el mayor efecto contra el tigmotropismo, dimorfismo
y gemacion de C albicans.

5.1.6. DETECCION BIOAUTOGRAFICA DEL COMPUESTO ACTIVO

La localizacion del compuesto activo por el método bioautografico, se ubicé en la zona
polar del cromatograma con Rf de 0 a 0.25 (Fig. No. 5). Este método resulté mas rapido eficaz
y economico de los 3 practicados (difusion, dilucion y biautografico). La modificacion del

método original (Hamburger) redundé en economia de material, tiempo y equipo especial.

Fig. No. 7.- Deteccion bioautografica de la fraccion activa de 4. /ophanta sobre C. albicans
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5.2. SEPARACION CROMATOGRAFICA
El sistema de eluentes utilizado en cromatogrfia en capa fina, que separd mas
eficientemente los extractos fue cloroformo-metanol en una proporcion de 5:1. Se obtuvieron

5 bandas . La No. 1 fue la responsable de la actividad antimicrobiana. (Tabla No. 4).

TABLA No. 4

SEPARACION CROMATOGRAFICA DEL COMPUESTO ACTIVO DE LOS
EXTRACTOS ETANOLICOS DE AGAVE

FRACCION Rf COLOR ACTIVIDAD
uv ANTIMICROBIANA
1 0.25 AZUL POSITIVA
2 0.27 VERDE NEGATIVA
3 0.43 ROJO NEGATIVA
4 0.72 AMARILLO NEGATIVA
b] 1.00 ROJO NEGATIVA .

Fraccion activa subrayada
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5.2.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA
La cromatografia en capa delgada preparativa de los extractos se utilizd para separar la

fraccién activa que se revelé con UV de color azul en un Rf de 0 - 0.25 (Fig. No. 8).

Fig. No. 8 - Cromatografia en capa delgada del extracto etanolico de A. lecheguilla



5.2.2. PRUEBAS QUIMICAS
Las pruebas a las que fueron sometidos los extractos, detectaron los compuestos
quimicos: taninos, flavonas, cumarinas, azicares y saponinas. Estas ultimas resultaron ser las
responsables de la actividad antimicrobiana (Tabla No. 5).
TABLA No. 5§

PRUEBAS QUIMICAS DE GRUPOS FUNCIONALES POSITIVAS CON LOS
EXTRACTOS METANOLICOS DE AGAVE

PRUEBAS COLOR COMPUESTO
LIEBERMANN-BURCHARD| AZUL- VERDE ESTEROLES
SALKOWZKY ROJO-LADRILLO SAPONINAS
NaOH + HCL AMARILLO LACTONAS
FEHLING ROJO CARBOHIDRATOS
BROMO ANARANJADO INSATURACIONES
MOLICH VIOLETA CARBOHIDRATOS

5.2.3. REVELADO CROMATOGRAFICO
Los revelados en placa confirmaron la presencia de saponinas al detectar la presencia

de grupos funcionales que forman parte su estructura (Tabla No. 6), (Fig. No. 9).

i -1

Fig. No. 9 - Revelado cromatografico de 4. scabra.
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TABLA No. 6

AGENTES CROMOGENICQS POSITIVOS CON LOS EXTRACTOS METANOLICOS DE
AGAVE ESTUDIADOS

REVELADORES GRUPO QUIMICO
LUZ ULTRAVIOLETA AZUL SIST. PLANARES

[ VAPORES DE YODO CAFE COMP. ORGANICOS
CLORURO DE COBALTQ NEGRO COMP. INSAT.
IRICLORURODE  VIOLETA TRITERPENOS
ANTIMONIO [ Ror0 ESTEROIDES
AC. SULFURICO “CAFE-NEGRO CARBOHIDRATOS

:Biﬂ}ﬁ _________ ROSA- AZUL CARBONILO

" EHRLICH NARANJA FURANO

[ ACIDO TRICLORACETICO VERDE ~ SAPONINAS

[ "AC. SULFURICO 25% ROJO ESTEROLES

| SANGRE BLANCO SAPONINAS




52.4. ANALISIS HEMOLITICO DEL COMPUESTO ACTIVO

La actividad hemolitica de las saponinas se demostr6 cuando el compuesto activo se
localizo en el cromatograma aspergado con sangre diluida 1/3 con solucion salina.. El
cromatograma mostré una banda clara bien definida sobre un fondo rojo, la zona que presentd
hemolisis se ubicO en el mismo Rf donde se presentd la actividad antimicrobiana en la

bioautografia (Fig. No. 10).

Fig. No. 10.- Localizacion hemolitica de las saponinas del extracto metanélico de

A. lecheguilla, con sangre humana
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5.2.5. AISLAMIENTO DEL COMPUESTO ACTIVO
El material vegetal seco y molido se extrajo con solventes de diferente polaridad
(hexano, cloroformo y metanol). El rendimiento de los extractos macerados fue de 4-6 %, los
reflujados de 2-4% y los purificados por cromatografia invertida fue de 0.2-0.4 %.
El compuesto activo se aislé y purifico con repetidas eluciones con coloroformo-metanol 5:1

en columna invertida (Fig. No. 11)

Fig. No. 11 - Columna invertida de los extractos metanolicos de agave.
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5.3. RESULTADOS ESPECTROSCOPICOS

Los resultados espectrascopicos de cada extracto se- recopilaron en una sola tabla para
facilitar la correlacion y obtener una vision general de todos los andlisis practicados: 4.
lecheguilla (Tabla No. 8), A. picta (Tabla No. 9), A.scabra (Tabla No. 10), A. lophanta (Tabla
No. 11).

Los analisis espectroscOpicos en IR de los cuatro extractos metanolicos, mostraron
sefiales de absorcion en 3400 cm™ (OH), la sefial 2930 cm™ registré la tension de los grupos
metilos, la sedial a 1650 cm™ detecto la vibracion del doble enlace (C = C). También se
detectd la presencia del gem dimetilo a 1455-1381 ¢m™ (CH; - CH - CH;), ademas el pico
prominente a 1023-1080 cm” corrobord la presencia de los grupos oxidrilo por el enlace (C -
Q). El pico a 896 cm™’ es una sefial caracteristica para compuestos espiroacetdlico. Ademds se
observo absorcion a 697 cma™ que nos indica la presencia de un anillo con doble enlace.

Los cuatro espectros en UV, presentaron una maxima de absorcion a 205 A (E = 6580)
del doble enlace y otraa 268 A que refiere un grupo cetonico.

El espectro '"HRMN mostro sefales diagnosticas de grupos metilos primarios a § 0.72
(3H del metilo en el C- 27), § 0.82 (3 H de los metilos 18), metilos secundarios a 5 1.02 ( 3H’
C-21), 3.45 (IH de 3P H). La presencia del anillo E se mostrd con las caracteristicas
absorciones a & 4.29 - 4.28 para el H del C16. Se observaron también sefiales de protones
anoméricos a 8 4.25, 4.30,4.41,458,4 62 y 4,74 ppm. un fuerte indicio de grupo oxidrilo se
presentd a 3.50 del C-23.

Las sefiales a campo alto de los espectros en '"HRMN indican la naturaleza cetonica de
los cuatro extractos. El desplazamiento quimico hasta 5 ppm indican la presencia de un

enlace vinilico, grupo alquilo, alilico e hidroxilico (Tabla No. 7).



TABILA No. 7

5.3.1. DESPLAZAMIENTC QUIMICO PROTONICO DEL COMPUESTO ACTIVO

EN 'HRMN
TIPO DE PROTON GRUPO QUIMICO ppm
Alquilo 1° RCH; 0.3-1.0
Alquiloze RCHR 12-1.4
Alquilo 3° R«CH 1417
| Alilico R.C=C-CH; | 1619
- __ ¢«
Alcohol HOCH:R 3.34.0
| Hidroxilo aleohdlico B ROH i 0.5-5.0

En los espectros en "CRMN de los extractos se observo una sefial de resomancia
debido a un cartdn cuaternario a § 108.4 — 110 ppm que corresponde al C-22 unido a 2 dtomos
de oxigeno que nos sugicre la naturaleza espirostanica del compuesto. Ademds se encantrd un
carbon olefinico a & 121.7 que corrobora lo anteriormente dicho. La sefial de resonancia a §
62.3 del C-6 puede comesponder al grupo metilen hidroxilo o & un glicopirandsido oo
sustituido. Qtro grupo hidroxilo, puede estar ubicadoenel C-23ad 709 yotromasenel C-3 &
5 80-81 ppm.

También se¢ muestran sefiales de carbones anoméricos a § 100.0,101.9,102.0,

102.8,103.3, 104.0 que indican la presencia de aziicares en los extractos de A. Lecheg:dlla,



A.picta y 4. lopharta. A. scabra solo presenta una sefial a 104, 7 lo que indica la poca cantidad
de azucares que contiene este extracto.

E! peso molecular del extracto de A.scabra fué de 446 [M]", su fragmentacion espectral
de masas mostrd un ion pico base 3 139 m/e que corresponde a CoHisO caracteristico de
saponinas. En el caso del extracto 4. lecheguilla el pico base se ubicd a 44 m/e que
comresponde a una cadena C;HO. Otro fragmento desprendida de este compuesto fue a 139
m/e. La espectrométria de masas de los extractos de A. picia y A, lophanta no fue posible
desarrollarlos por su alto contenido de aziicares asi como su escasa volatilidad y la ruprura
casi instantanea del enlace hemiacetalico de los glicdsidos.

Las pruebas quimicas de Liebermann-Burchard, Salkowski, Ehrlich asi como la
informacion espectroscopica sugieren una molécula de tipo esteroidal (Fig. No. 12). El
compuesto muestra insaturaciones (IR, = 1640 cm™; UV, 205 om). Ademds s¢ observaron
sefiales de grupos oxidrilos (IR = 3400.25; 'HRMNa & 3.42 6 3. 62 ppm, “CRMN a & 80.0-
82.2 ppm). Las diferencias se encontraron en la cantidad y tipo de azucares que en el ¢caso de
A. lecheguilla y A. picta el principal carbohidrato fué glucosa (glicdsidos estercidales), en 4.

lophanta (4) se encontrd galactosa como principal azicar y en 4. scabra xilosa.
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TABLA No.8

5.3 2. RESULTADOS DE LOS ANALISIS ESPECTROSCOPICOS DE

Agave lecheguilla Torr,

T i f ) ] S |
2D-RMN | BCRMN | ‘HRMN IR | EM S UAY
5 (ppm) _i 3(ppm) | & (ppm) cw' | we | Mum)

e 4 $ =n=l—_——-—_——-#
108.33 - 4.94 i 128.31 4.94 3435 44 i 205
102.86 —3.65 127.84 4.54 2924 139 268
30.25 - 4 25 110.38 425 2728 207
6577-318 | 10833 | 365 I 2110 79 [
62.63 - 3.65 10471 | 3.42 1731 73
61.03-342 { 10334 | 318 1655
5576-112 ) 10286 3.04 1455
3921-166 1 10195 1 166 1378 !

29.54 - 1.47 814 | 147 1023 |
7340 - 1.97 7859 | 131 ' 895 |
76.74 121 77| }

L7560 1112 636 ! [

} 73.82 } 1.06 I

| 70.05 0.72 | i

I 6577 !

I 6263 | l l

61.03 f
| 5576 ! |
[ 41.50 { }
39.21 !
4106 i
l 3921 | i ‘
34.50 ;
[ 2954 |
23.40

L 1792 ' { {

1 1616 | i |

[ 1460 |

i i i |




TABLA Ng. 9

5.3.3. RESULTADQOS DE LOS ANALISIS ESPECTROSCOPICOS DE

P

Agave picta Salm-Dick
#==#==F_ T '%g
2D- RMN BCRMN i 'HRMN E R :| EM E uv
d (ppm) | 3(pmm) | 3(ppm) | o’ | me | Al(um)
— __—_‘ -I— — T | B 4#l====

5550~ 1.13 11030 | 517 | 3400 S— 205
3990-250 | 10872 | 498 | 2940 | L 258
39.25 -1.66 10444 | 465 | 1635
31.00-2.11 10390 (427 | 1480
2967-132 | 10278 | 339 | 1395 | |
2623108 | 10186 | 357 | 1083 !
2345-148 | 8174 | 3 [ 90
2033-122 78.52 | 313 | 620 i |
1785-072 | 76865 | 31l ! i
1692-092 | 7562 {305 1 !
1544-088 |  73.74 1.13 } ;
1453-077 | 70.15 0.87 1
1327-084 | 628 | 034 1

I 6095 | 072 !

3929 0.70 !

| 34.80 i ! I

! 2623 ! }

| 2332 l |

| 2034

i 1780

I 1698 ',

L1614 | ! [ l

| 1544 !

1453 | :

l 1327 | }

| 1 |
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TABLA No. 10

5.3.4. RESULTADOQS DE LOS ANALISIS ESPECTROSCOPICOS DE

Agave scabra Salm-Dick

mm
| | | |
2D-RMN | PCRMN | 'HRMN ! IR EM | uv
S(pm) | S(pm) | S(@pm) | om’ me | Mom)
—— - ______ _____
1083149 | 10831 | 49 3409 139 | 205
7856-311 | 10471 | 465 2929 255 | 278
6194-349 | 8214 4217 2385 ! 44 !
55.67-109 |  80.23 3.77 2282 69 |
4103-172 |  78.56 3.75 I 1625 284 |
39.84-250 |  76.68 357 | 1457 ',
3138-123 1 7585 | 342 1381 I |
2974-149 | 73.49 336 1112 |
2842-132 | 000 | 334 o773 | I
2338-109 | 6585 | 331 o669 | |
2038-0838 | 6194 | 328 [ ; |
1703-085 |~ 5367 | 3.25 | |
1615-070 ' 4018 | 319 ] I
| 3984 | 311 } !
{3484 | 307 [ ! I
| 2974 | 1.49 1
| 2628 | 132 | |
! 203 | 123 | }
1703 | 1.13 ! { |
1615 | 1.09 i i |
1458 |  0.86 I I
| o074 | {
[ Q.72 I [
| 070 | I
| | 1
| | |

0




TABLA No. 11

5.3.5. RESULTADOS DE LOS ANALISIS ESPECTROSCOPICQOS DE

-

Agave lophanta Schdiele
=====ﬁ#:m
2D-RMN ! BerMN ) 'HRMN | TR | EM uv
5 (ppm) | 8(pm) | Bd(pm) | om’ | e i Maom)
e N — S —— S ——
121.17-5.34 ': 12117 | 534 | 3440 L — 1 205
10961-516 | 10961 4.99 2975 270
10424-449 | 10842 | 48 | 2392 |
10290-425 | 10424 | 459 1 1650
80.19-459 | 10332 | 449 1450 !
76.57-305 | 102.90 443 1370
7005-305 | 10197 | 425 1084
68.71-3.67 |  96.88 3.74 898 !
63.04-374 | 8186 3.67 620 | !
6119-347 | 7657 | 3.54 [
5566-249 | 71353 | 347 | :
3942-252 | 70.07 3.40
3147-153 1 6871 335
3147-153 | 6304 3.24
3147-149 | 6119 | 321 l ,
2980-113 | 5566 319
2006-098 | 4939 3.16
1709-084 | 41.09 3.14
1604-072 | 3725 L 305 !
1465-086 [ 29380 o153 | !
| 20.06 I 1.49 I
| 17.09 113 |
| 1604 | (N
| 1465 098 | |
| 0.89 | (
! 084 | #
i 0.72 i {l

1

[P ¥ B B -

e




5.3.6. ESTRUCTURA BASICA DEL COMPUESTO ACTIVO.

{2 diferencis exmtre ios cvatro extractos de agaves se encontrd en {2 cantidad y tipo de
ghuctsidos utidos al micieo ciclopentanoperhidrofenantrens, o caal posee ademés unt snillo:
‘espirostanico (f).

FIGURA No. 12

ESTRUCTURA BASICA DEL COMPUESTO RESPONSAELE DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA EN LAS CUATRO ESPECEES DE AGAVE:

A. lecheguilia, A. picsa, A. scabra y A. lophanta.

SAPONINA ESTEROIDAL
ESPIROSTANICA




6. DISCUSION

El propésito principal de este estudio fue evaluar el potencial antimicrobiano de los
extractos de las plaotas estudiadas, asi como conocer la naturaleza quimica del compuesto
responsable de la actividad antimicrobiana. La seleccion de las plantas se apoyd en la
hipdtesis etnobotanica (conocimiento herbano), que es un criterio muy importante ademas de
ser un factor predictivo para identificar nuevos agentes terapéuticos. Nos abocamos 2
demostrar la actividad antimicrobiana de los extractos de las hojas de agaves, aun cuando
Mitchell en su libro sobre plantas medicinales africanas en 1962 asevero lo contrara.

Los resultados sefialan que las cuatro especies de agaves estudiadas, tienen actividad
antifungica. Solo 4. picia mostrd su papel como aatibacteniano, ademas del antifingico. De
los 15 microorganismos probados, se inhibieron 10 y de estos 6 fueron hongos. En los
bicensayos micrebiologicos se hizo cuenta en placa, para determinar (a concentracién celular
del indeulo. Sin embargo, los microorganismos con dispersion homogénea ausente se
procesaron de manera diferente, con la intencion de eliminar los cimulos de micelio que
interfieren en una correcta lectura espectrofotométrica. Con ayuda de un hematocitometro se
corroboré le nimero de conidias contenidas en la suspension celular como lo hizo Manavathu
€1 su trabajo con Aspergillus fumigatus en 1996.

Se probaron los extractos maéerados con etanol asi como los reflujados con metanol,
sobre los 15 microorganismos seleccionados. Se utilizaron 3 métodos diferentes: difusion,
dilucidn y bicautogrifico. Este Ultimo resultd ser el mas adecuado para nuesiro trabajo que
requiri¢ conjuntar aspectos microbiologicas y fitoquimicos. Ademas, la modificacion que se
hizo a la técnica original practicada por Hamburger en 1987, redundé en ahorro de tiempo,

material y equipo especial.
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Los resultados en la CMI nos sefialan al extracto de 4. picta como el de mas amplio
espectro al inhibir 10 de los 15 microorganismos estudiados. El extracto de 4. lecheguilla
mostrd una accion amtidermatofitica mayor, al inhibirlos con menor comcentracion. Los
extractos de A. scabra registraron mayor accion contra levaduras y A lophanta fue el que
gjercid mejor efecto sobre el tigmotropismo y dimorfismo de C. albicans. Ademas si tenemos
en cuenta que ¢l 80% de los adultos padece algin tipo de micosis, este estudio podria
beneficiar a la mayoria de la poblacion.

Los resultados obtenidos en los bioensayos con C. albicans nos indican que los
extractos de agaves poseen gran capacidad inhibitoria sobre las levaduras y por ende sobre sus
mecanismos moleculares, como nos asegura Stencel con su trabajo en 1999, la patogenicidad
de Candida se apoya en la produccion de adhesinas y formacion de micelio, que facilitan su
instalacion en los tejidos humanos. De alli la importancia de buscar la inhibicion de estos
fenomenos fangicos: dimorfismo y tigmotropismo, los cuales activan mecanismos
moleculares que segiin lo expone Nimii en 1997, son de arigen genético, enzimitico o
bloquimico.

Aunque los cuatro extractos mostraron actividad sobre el dimorfismo, tigmotropismo y
gemacion de C. albicans, los extractos de 4. scabra y A. lophanta mostraron mayor capacidad
inhibitoria. Esto nos indica que los agaves son una posible alternativa para eliminar el peligro
que representa ia transformacion morfologica de Candida y por ende su incidencia que se ha
incrementado de forma alarmante en los Gltimos afios, como lo demostrd White en su estudio
en 1997

Por medio de la microscopia electronica y de fluorescencia se observaron los efectos de

los extractos sobre la levadura, la cual sufre alteraciones en su membrana celular y nuclear,
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ademis se produjeron grandes vesiculas que nos refiere dafi6 interno que posiblemente influye
en los procesos intracelulares de naturaleza genetica como [0 expuso Stewart en 1995,

Las pruehas quimicas mostraron que los compuestos contenidos en los extractos
etanolicos son. taninos, flavonas, cumarinas, saponinas y azucares. Los extractos que se
reflujaron por extraccion comtinua con solventes de polaridad creciente, se separaron por
cromatografia con cloroformo-metanol 5:1 y se observaron 5 fracciones, de las cuales la banda
con Rf de 0 a 0.25 correspondié al compuesto responsable de la inhibicién. Esta fraccion se
aisld por cromatografia en columna normal ¢ invertida.

La presencia de saponinas en la fraccion aislada se demostro con las pruebas quimicas
que presenta el maestro Dominguez en su hibro de Fitoquimica en 1988, la de Salkowski y
Liebermann-Burchard hace supomer que las saponinas son la causa de la inhibicion
antimicrobiana. La naturaleza esteroidal se sospechd cuando se desarrolld un color azul-verde
con esta prueba, que es caracteristico de este tipo de compuestos, no asi con las saponinas
triterpénicas que generan un color rojo. Los carbohidratos se pusieron de manifiesto con las
pruebas de Molisch vy Fheling. D¢ acuerdo al resultado de Uniyal en 1990 los glucdsidos
presentan un perfil parecido a los encontrados en nuestros extractos. Las insaturaciones de la
molécula fueron demostradas con la prueba con KmnOy. El anillo furandsico contenido en el
compuesto se detectd con la prueba de Ehrlich,

La hemolisis de las saponinas quedd de manifiesto al aspergar el cromatograma de los
extractos con sangre y observar una zona hemolitica en el mismo lugar donde se visualizd ia
actividad antimicrobiana en la bioautografia (Rf = 0-0.25). Vazquez en 1962 nos expone esta
propiedad de las saponinas y agrega que mo son absorbidas en el intestino, por lo que se

elimmina ¢l peligro de un posible tratamtento sintomatico con estos compuesios..
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La sospecha generada por las pruebas quimicas, que las saponinas estercidales son los
compuestos responsables de la actividad antimicrobiana se confirmé con los resultados de los
analisis espectroscdpicos. De los cuatro extractos al de 4. picte y A. lophanta no fue posible
practicarseles espectrometria de masas, debido a su escasa volatilidad y a la casi instantanea
ruptura del enlace hemiacetdlico de los glicosidos. El extracto de A scabra mostrd un PM de
446 con un prominente pico base a 139 m/e (Tabla No. 10, Anexo p) generado por el
desprendimiento de un sistema anular espiroacetalico (CoH,5s0). Este pico base confirmé que
los grupos -hidroxilo no se localizan en los anillos E o F (Vladimirov 1991). En el caso del
extracto de A. lechuguilla, el pico base se ubicd en 44 m/e (Tabla No. 8, Anexo f) producido
por la fragmentacidn de una cadena C,H;O unida al grupo espiroacetilico. Ademas también se
observo un pico a 139 m/e caracteristico de saponinas.

Los espectros en IR de los 4 extractos mostraron sefiales similares de grupos quimicos
especificos que integran la molécula de saponina, Las sediales tipicas de los estiramientos del
grupo hidroxilo registraron en una gran banda a 3400 cm™, los estiramientos de los enlaces de
los grupos metilos se observaron en 2900 cm™. La vibracion del doble enlace se detecto en
1640 cm™. Las vibraciones tipo tijera del gem dimetilo, exibio una pequefia absorcion en
1420-1330 cm™. El pico prominente que se generd a 1023- 1110 cm™, corrobord la presencia
del grupo oxidrilo. La absorcion registrada en 865-900 cm” pone de manifiesto la presencia de
un enlace espiroacetalica y por dltimo la sefial en 600-690 sugiere la presencia de aun anillo
con doble enlace (Tabla No. 8,9,10y 11. Anexosb, h,1yr)

Los espectros en 'HRMN de los 4 extractos presentaron perfiles semejantes aunque
observaron caracteristicas distintivas cada uno. Las sefiales diagndsticas de los grupos metilos

se observaron con un desplazamiento quimico a § 0.32 (3 Hdel metiloenel C-18) y0.72 G H
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del metilo del C-27), 1.02 (3 H del metilo de C-21). La presencia del anillo E intacto se mostr6
con la caracteristica absorcién a & 4.29 - 4.28 ppm para el H del C-16, (Yang 1989). Se
observaron sefiales de protones anoméricos a § 4.25, 4.30, 441, 4.58 4.62, 4.74 ppm en los
extractos No. 1, 2y 3 ya 0437, 449 499y 5.3 ppm en el extracto No. 4 (Tablas 8,9,10 y
11. Anexos d, j, n y v) como las encontradas en el trabajo desarrollado por Uniyal en 1990,
Otra sefial de la presencia de un grupo hidroxilo puede ubicarse en el C-23 a § 3.50 ppm como
lo demostrd Putulan en 1999. El espectro en *CRMN exhihi6 sefiales de carbonos anoméricos
a & 100.0, 101.9, 102.0, 102.8, 103.3, 104.0, 104.5 ppm en los extractos: 4. lecheguilla, 4.
picta 'y A. lophanta, que confirmd la union de 7 unidades de aziicares al micleo ciclopentano-
perhidrofenanterno. En ¢l caso del extracto de A. scabra se observo una sefial a 3 104.7 ppm.
lo que sugiere que este extracto no tiene muchas uniones glicosidicas. El esqueleto
eSpIrostanico se detenninf:- por la resonancia a 5 108.6-110.0 ppm del C-22. La onentacion del
metilo del C-27 fue confirmado par la sefial a § 16.2 ppm como lo sefiald Abdel —Gawad en
1998. Una sefial que confirma el grupo hidroxilo en el C-23 es a & 70.9 ppm. Owa sefial que
involucra la formacion de un enlace glicosidico en el C-3 es a § 80-81 ppm. (Tablas 8,9,10 y
11. Anexos e, k, 0, yt)

Los espectros en UV de los cuatro extractos mostraron absorcion para dobles enlaces
con una fuerte sefial a 205 A, caracteristica de saponinas y otra del grupo cetonico a 268 A,
como [0 expone Dominguez en 1988, (Tablas 8,9,10y 11. Anexosa, g1V q).

Con todos estos resultados se confirma que el compuesto responsable de la actividad
antimicrobiana en los cuatro extractos de agaves, es una saponina esteroidal espirostanica y la
diferencia entre los cuatro extractos se .encuentra en el tipo y cautidad de glucdsidos unidos al

nicleo ciclopentanoperhidrofenantreno



7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el objetivo establecido en este trabajo se

cumplié al determinarse la actividad aatimicrobiana de las cuatro especies de agaves

estudiadas.

1

La actividad antimicrobiana presentada por los extractos etanolicos de 4. lecheguilia, A.
picta, A. scabra y A. lophanta correspondié a [as saponinas esteroidales espirostanicas
presentes en las hojas de las planias.

La inhibicion del tigmotropismo y dimorfismo de C. albicans. se manifesto en los
cuatro extractos de agaves, aunque fue mas marcada con con 4. lophania y A. scabra.

La actividad biologica ejercida sobre las cepas fingicas la presentaron las cuatro especies
de Agaves

A lecheguilla exibid la accion mas fuerte sobre los dermatofitos M. canis, M. gypseum_y
1. tonsurans.

A. picia presenta el espectro mas amplio al inhibir hongos levaduriformes y filamentosos
asi como bacterias gram positivas y gram negativas.

La modificacion hecha a la técnica original biocautografica de Hamburger, redundS en
ahorro de tiempo, material y equipo especializado.

La estructura basica del compuesto responsable de la actividad antimicrobiana, fue el
ciclopentanoperhidrofenantreno con un anillo espirostanico.

La cantidad y tipo de glucosidos marcd la diferencia entre los compuestos activos de los
cuatro extractos de agaves.

Los resultados indican que las plamtas seleccionadas poseen un gran potencial

antimicrobiano, lo que nos hace pensar en una alternativa en el campo terapsutico.
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PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

1- Probar el compuesto bioactivo de agaves sobre otra clase de organismos.

2- Mastrar la presencia de adhesinas y determinar su efecto en la patogenicidad de C. albicans.
3- Determinar la relacion que existe entre la produccion de proteinas del stress y el dimorfismo
y tigmotropismo de C. albicans.

4- Estudiar el mecanismo de accion del compuesto activo.

5- Desarrollar en el laboratorio tejidos vegetales de agaves que contengan el compuesto activo.
6~ Evaluar la toxicidad del compuesto activo en cultivo de células humanas o en animales.

7- Buscar el estadio de la planta que comenga mayor concentracion del compuesto activo.
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ESPECTROS DE AGAVES
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