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Resumen

Se evaluo la presencia de metabolitos secundarios, la actividad antifingica y toxicidad de los extractos metandlicos de las
cactaceas Stenocereus pruinosus y Equinocereus stramineus. La determinacién de la actividad antifingica se evaludé sobre
hongos dermatofitos (Microsporum canis, M. gypseum, M. cookei y M. nanum) por el método de difusién en placa. La toxicidad
de los extractos se determiné sobre el ensayo de letalidad de Artemia salina. Los extractos metandlicos de ambas especies
presentaron alcaloides, triterpenos, saponinas y flavonoides, mientras que para la actividad antifungica los resultados fueron
relevantes para S. pruinosus, al presentar inhibicién a dosis inferiores de 125 mg/mL. En cuanto a la toxicidad sobre Artemia
salina ambas especies presentaron dosis letales superiores a 500 mg/mL. S. pruinosus es una alternativa para la formulacién de
nuevos farmacos antifungicos.

Abstract

We evaluated the presence of secondary metabolites, antifungal activity and toxicity of methanolics extracts of cactus
Stenocereus pruinosus and Equinocereus stramineus. The determination of antifungal activity was evaluated on dermatophytes
(Microsporum canis, M. gypseum, M. cookei and M. nanum) by dissemination in plate method. Toxicity of extracts was
determined by lethality assay of Artemia salina. Methanolic extracts of both species had alkaloids, triterpenes, saponins and
flavonoids, while for antifungal activity results were relevant to S. pruinosus, with inhibition at lower doses of 125mg/mL. Both
species showed lethal doses above 500 mg/mL for Artemia salina. S. pruinosus is an alternative for the development of new
antifungal drugs.

Palabras clave: actividad antifingica, tamizaje fitoquimico, Key words: antifungal activity, phytochemical screening,
cactaceas. cacti.
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Introduccion

Las micosis con mayor incidencia, candidiasis y dermatofitosis,
son causadas por hongos que forman parte de la flora microbi-
ana normal o estdn muy adaptados para sobrevivir en el huésped
humano.! Las micosis cutdneas son causadas por un grupo de
hongos llamados dermatofitos que se han especializado evoluti-
vamente en la explotacién de la queratina, estando presentes en
animales y en el humano.2 Estos hongos representan mds de 40
especies clasificadas en tres géneros: Microsporum, Trichophy-
ton y Epidermophyton3# Actualmente en México, las derma-
tofitosis constituyen del 70-80 % de todas las micosis y tienen
una frecuencia del 20-25% en la consulta dermatolégica.’

La quimioterapia eficaz de los hongos plantea problemas
especiales; dado que los hongos pertenecen al dominio
Eukarya, la mayor parte de su maquinaria celular es la misma
del hombre y los animales, por lo que los agentes
quimioterapéuticos que afectan rutas metabdlicas en hongos a
menudo interfieren con las correspondientes rutas en las células
hospedadoras, de ah{ la toxicidad de estos medicamentos. Entre
los farmacos utilizados para tratar diferentes tipos de micosis se
encuentran: ketoconazol, itraconazol, terbinafina, nitrato de
miconazol, tolnaftato, clotrimazol,® sin embargo la aparicién de
cepas resistentes que en México se presenta ya como un
problema emergente, justifica la busqueda de nuevos
medicamentos sintéticos o naturales.’

En las dltimas décadas se ha incrementado el interés por los
productos naturales y sus posibles aplicaciones en la industria
farmacéutica en la bisqueda de nuevos medicamentos mds
eficientes; aproximadamente el 30 % de los farmacos
empleados en los paises industrializados proceden o se han
sintetizado a partir de productos vegetales, por lo que los
extractos de plantas son una fuente atractiva de nuevos
medicamentos.?

Las especies de plantas oscilan entre 250,000 y 500,000, esta
riqueza es un recurso que no se aprovecha totalmente, a pesar de
su conocimiento ancestral en el tratamiento de multiples
enfermedades. Las plantas sintetizan dos tipos de metabolitos:
los primarios (4cidos nucléicos, proteinas, lipidos y
carbohidratos) que son esenciales para su crecimiento y
desarrollo, y los metabolitos secundarios, derivados del
metabolismo primario de las plantas y que les aportan diferentes
propiedades, en este grupo tenemos los flavonoides, alcaloides,
aceites esenciales, glucésidos, saponinas, taninos, siendo estos
metabolitos secundarios los causantes de actividades biolégicas
como la antiftiingica.’

La familia Cacticea estd compuesta de aproximadamente 2,000

S FARMACEUTICAS

especies, las cuales se encuentran principalmente en zonas
dridas y semidridas; son plantas suculentas, de ordinario
espinosas, con hojas muy reducidas o ausentes.!0

Stenocereus (Berger), es el género de mds amplia distribucién
de la Tribu Pachycereae de ésta familia Cactaceae, incluye 23
especies de la cuales la mayoria son endémicas de México. A
este taxdn pertenecen las plantas conocidas como pitayas, cuyos
frutos se aprovechan para consumo humano. En cuanto a su
distribucién, la especie estd presente en los estados de
Tamaulipas, Veracruz, Puebla, Guerrero, Oaxaca y Chiapas.
Crece en estado silvestre y se cultiva en diversos poblados.!!

La especie Stenocereus pruinosus, es arborescente, con tronco
bien definido, de 4 a 5 m de alto, ramas de 8-10 cm de didmetro,
de color verde obscuro, hacia la extremidad de las ramas
azuloso, con una pruinosidad blanquecina de 5 a 6 costillas
prominentes, circulares provistas de fieltro grisdceo claro.!!

El género Equinocereus (Engelmann), comprende plantas
simples o cespitosas, bajas, perennes, erectas o postradas, a
veces pendulosas. Tallos con costillas, de consistencia casi
siempre suave, globosos hasta cilindricos a veces muy largos.
Aréolas vegetativas y floriferas semejantes. El fruto es carnoso,
con pericarpio delgado, colorido, con aréolas espinosas,
caducas cuando madura.!!

Equinocereus stramineus pertenece al grupo de las cacticeas
monoarticuladas, no arbustivas, de tallos en su mayoria
pequeiios, globosos a cilindroides que forman conglomerados
mas o menos hemisféricos, hasta de 1 a 2 metros de didmetro,
subfamilia Cactoideae.!2

En cuanto a compuestos quimicos, en el fruto de S. griseus se
han encontrado aldehidos, ésteres y pigmentos como
betalainas,!> y en tallos de este género, saponinas
triterpénicas,'*!> las cuales se han reportado con actividad
contra dermatofitos.

En el género Echinocereus se han encontrado diversos
metabolitos secundarios, entre ellos alcaloides, reportados en
Echinocereus merkeri.'® En la actualidad se realizan
investigaciones para incrementar su produccién de alcaloides
sobre todo en el drea del cultivo de tejidos vegetales, donde se
ha logrado cultivar callos de Cereus peruvianus (cacticea) para
la produccién de alcaloides.!”

Se tienen reportes de actividad antibacteriana de extractos
metandlicos de especies del género Stenocereus, sobre el
cultivo de Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes,
Salmonella typhi y Listeria monocitogenes '8
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En Lophocereus schottii (Fam. Cactaceae) se reporta actividad
antibacteriana para el extracto metandlico, sobre el cultivo de
Salmonella  typhi, Enterobacter aerogenes 'y Listeria
monocytogenes.'®

Reportes de actividad antiftingica se tienen sobre las especies
Ariocarpus kotschoubeyanus y Ariocarpus retusus (Fam.
Cactaceae), sobre los hongos dermatofitos Trichophyton
tonsurans y Microsporum cookei, asi como la presencia de
grupos carbonilo, oxidrilos fendlicos, esteroles, metilesteroles,
cumarinas, sesquiterpenlactonas, saponinas, flavonoides y
alcaloides.20

La industria farmacolégica somete todos sus compuestos
quimicos a pruebas para detectar toxicidad; la mayoria de estas
pruebas involucran protocolos que trabajan sobre lineas
celulares especificas humanas, células de animales o bien en
animales de laboratorio. Se han desarrollado bioensayos de bajo
costo, rdpidos, féaciles de realizar para busqueda vy
fraccionamiento de extractos de plantas fisiolégicamente
activos como el bioensayo en el que utiliza un pequefio
crusticeo, para la deteccién y aislamiento de productos
naturales bioactivos, conocidos como “letalidad de los nauplios
de Artemia salina”. Para disminuir todo tipo de costos, sin
demeritar la efectividad de los analisis de toxicidad, se utiliza
este ensayo que es confiable, econdémico, reproducible y no
requiere de condiciones extremas de asepsia ni habilidades de
manejo especificas. El bioensayo con nauplios de A. salina
consiste en la determinacion de la DL, (Dosis Letal Media) de
los extractos de plantas; aquellos que presentan una DL, <100
mg/L, es muy probable que contengan uno o varios compuestos
activos, por lo que es necesario fraccionarlos para repetir el
bioensayo a menores concentraciones. Una vez que se hayan
obtenido la o las fracciones activas, se aisla el o los productos
para determinar su DLy, e investigar su actividad biolégica
especifica.2!

Morales et al, obtuvieron una DL, de 64.57 ug/mL del extracto
metandlico de Lophocereus schottii (Fam. Cactaceae) sobre la
letalidad de crusticeo A. salina.?2

Por los motivos anteriormente expuestos, en esta investigacién
se considera relevante la evaluacion de la actividad antifingica,
toxica, asi como el perfil fitoquimico de extractos metandlicos
de las especies Stenocereus pruinosus y Echinocereus
stramineus (Fam. Cactaceae), plantas adaptadas a condiciones
de sequia y distribuidas en los estados de San Luis Potosi,
Zacatecas, Tamaulipas, Querétaro y Nuevo Leon, su uso ha sido
reportado en la medicina tradicional.?® Sin embargo estas
propiedades no han sido validadas cientificamente, por lo que el
presente trabajo permitird comprobar algunos de estos reportes.
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Material y método

Material vegetal

La recoleccién de las especies se realizé con el permiso de la
Corporacion para el Desarrollo Agropecuario de Nuevo Ledn,
oficio N° 139.0 DDR2.22 (2006). S. pruinosus se colect6 en Dr.
Gonzdlez N.L. y E. stramineus en Mina N.L. Los ejemplares
fueron identificados por el Dr. Marco Antonio Guzman Lucio
del Laboratorio de Faner6gamas, ya secos y montados fueron
depositados en el Herbario de la Facultad de Ciencias
Biol6gicas UANL, el cual extendi6 el registro correspondiente,
para la especie S. pruinosus # 025520 y E. stramineus # 025521.

Microorganismos
Las cepas de hongos dermatofitos M. gypseum, M. canis, M.
nanum 'y M. cookei fueron aislados de pacientes del Centro
Regional de Control de Enfermedades Infecciosas, Facultad de
Medicina, UANL.

Procesado de las plantas

El material vegetal se lavé para eliminar el exceso de tierra y
particulas extrafias, se secé en un horno (Despatch Termostato
de 20-550 °C) a 40°C para después triturarse en un molino
(Wiley). Se utilizaron plantas completas y adultas de ambas
especies. De las muestras molidas, se tomaron 150 g de cada
especie y se depositaron por separado en un matraz Erlenmeyer
de 500 mL y se les adicionaron 300 mL de metanol (CTR
Scientific), se sellaron herméticamente para evitar evaporacién
del solvente durante la extraccion, se dejaron en agitacion
constante por 7 dias en un Agitador (Dual Action Shaker
Lab-Line). Una vez transcurrido el tiempo de la extraccion el
solvente se separé del resto de la muestra mediante filtracién en
papel Whatman N° 1 (Whatman International LTD. England),
obteniendo de esta manera los extractos libres de residuos, y se
evaporaron hasta sequedad a presiéon reducida en un
rotaevaporador (Biichi 461) a 40 °C y 60 rpm, con el fin de
agilizar la evaporacion y evitar contaminacion.2*

Analisis fitoquimico preliminar para identificacion parcial
de metabolitos secundarios

Para la determinacion inicial de los compuestos presentes en los
extractos metandlicos de S. pruinosus y E. stramineus, se
realizaron pruebas quimicas de identificacion. Las soluciones
de los extractos se prepararon a una concentracién de 50 mg/mL
disueltos en metanol. Se utilizaron placas de cerdmica de 12
pozos para las reacciones con el propésito de identificar
esteroles, metilesteroles, flavonoides, saponinas, sesquiterpen-
lactonas, alcaloides, insaturaciones, oxhidrilos fenélicos, grupo
carbonilo y azicares.2*



Evaluacion de la Actividad fungicida

Se pesé el equivalente a 500 mg, 250 mg, 125 mg de cada uno
de los extractos metandlicos y se disolvieron en 1 mL de
metanol (CTR Scientific). Las soluciones de prueba se
esterilizaron por filtracién con membranas de 0.25 pm (Filtro
Millipore). Cada disco de papel Whatman N° 1 (Whatman
International Ltd. England) estéril de 7.25 mm de didmetro, se
cargo con 10 pL de la solucién correspondiente (carga final por
disco 5 mg, 2.5 mg, 1.25 mg, respectivamente). Para el control
positivo se peso el equivalente a 0.01 mg de ketoconazol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y se disolvi6 en 1.6 mL
de metanol destilado al 98 % (CTR Scientific) para obtener una
concentracion de 60 pg/mL. Cada disco de papel Whatman N°
1 (Whatman International Ltd., England) estéril, se cargé con
10 pL de la solucidn (carga final por disco 0.6 pg). Los halos de
inhibicién se midieron en centimetros. Para el control negativo
se utiliz6 metanol al 98 % de pureza (CTR Scientific).

Estandarizacién del inéculo

Para obtener las suspensiones de inéculo se utilizaron cultivos
puros obtenidos a partir del crecimiento de 7 a 14 dias en medio
de Agar Papa Dextrosa (PDA-DIFCO) a 30°C. Se emplearon
colonias maduras para obtener por arrastre de la superficie con
1 mL de solucién salina 0.85 % de NaCl (CTR Scientific) y
Tween (Fisher Scientific) al 80 % los elementos flingicos que
seran usados como indculo. Posteriormente, la suspension de
conidios y fragmentos de hifas se retiraron con la ayuda de una
pipeta y fue transferida a tubos de vidrio estériles. Por
precipitacién (15-20 min a temperatura ambiente) se eliminaron
las particulas pesadas y el sobrenadante fué homogenizado con
un vortex mixer (Daigger Genie 2) durante 15 segundos. Se
ajustd la turbidez del sobrenadante con solucién salina hasta 0.5
del nefelémetro de Mc Farland, correspondiente a una
transmitancia del 68 % a 70 % medida a 530 nm de longitud de
onda (Espectrofotometro Spectronic Genesys 5). Tras agitar los
tubos con las suspensiones de conidias ya homogenizadas, se
tomo un indculo de 100 pL y se sembré en tres direcciones en
medio Agar Papa Dextrosa (PDA-DIFCO) sélido por triplicado
y se dejo secar durante 20 a 30 minutos, todos los experimentos
se corrieron por triplicado.?- 2326

Se comparé el halo de inhibicién contra las tres concentraciones
del extracto metandlico de S. pruinosus contra la concentracién
del control positivo (ketaconazol) para cada una de las especies
de hongos utilizando la prueba de Anova y Tukey en el
programa estadistico SPSS 10.0.

Toxicidad del extracto metandlico de Stenocereus pruinosus
sobre Artemia salina

Se prepararon concentraciones de 1000, 500, 100, 10 ppm, de
cada uno de los extractos metandlicos. Los nauplios

S FARMACEUTICAS

sobrevivientes se contaron después de 24 h de aplicado el
extracto a las diferentes dosis, y se registré el nimero de
nauplios muertos. Los datos se analizaron en un programa
estadistico de computadora SPSS utilizando la prueba PROBIT
para determinar la Dosis Letal Media DL,.

Resultados y discusion

Las plantas seleccionadas para este estudio fueron
seleccionadas en base a estudios previos sobre la actividad
bioldgica, estudios etnofarmacoldgicos y por su distribucién en
el estado de Nuevo Le6n.2>-27-28

Los extractos metandlicos de ambas especies presentaron
diferentes compuestos de los tres grupos principales en los que
se clasifican los metabolitos secundarios?®: isoprenoides como
terpenos y saponinas; derivados fendlicos como fenoles, dcidos
fendlicos, flavonoides, antocianinas y el tercer grupo
conformado por alcaloides 30- 3! solamente el extracto de S.
pruinosus presento esteroles y triterpenos (Tabla 1).

Tabla 1. Identificacion de grupos funcionales y metabolitos
secundarios de los extractos metandlicos de S. pruinosus y
E. stramineus.

Pruebas Quimicas S.p E.s
KMnO4 + +
(Insatauraciones)

2 4-Dinitrofenilhidraci + +
na (Carbonilo)

FeCl, (Oxidrilos + +
fendlicos)

Salkowski (Esteroles y + -
Metilesteroles)

NaOH al 10% + +
(Cumarinas)

Baljet + -
(Sesquiterpenlactonas)

H,SO, (Flavonoides) + +
Dragendorff + +
(Alcaloides)

Bicarbonato de Sodio + -
(Saponinas)

Salkowski para + +
Saponinas

S. p = Stenocereus pruinosus
E. s = Echinocereus stramineus
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En cuanto a la actividad antifingica de los extractos, los
resultados obtenidos del ensayo con los dos extractos
metandlicos crudos a una concentraciéon de 500 mg/mL en los
medios probados, reportan que solo el extracto metandlico
crudo de S. pruinosus presentd actividad antiftingica contra las
cepas de dermatofitos, por lo que se procedié a probar este
Unico extracto a concentraciones de 250 mg/mL y 125 mg/mL,
los resultados de la actividad antifiingica de S. pruinosus contra
M. nanum M. gypseum, M. canis y M. cookei (Tabla 2). E.
stramineus no presentd actividad contra estas cepas a las
concentraciones probadas.

Tabla 2. Actividad antifingica del extracto metandélico de
S. pruinosus

Halo de inhibicion (cm)

Controles

*

= - = ~| ¢

£ £ g |Z| ¢

2 ) g0 ) ) 5

50 g g g g 3

g 3 2 8 12| 3

an) ) I\ — p= N
M.nanum |[32+10[20x+07]105+0.7]| - [45+0.7
M. gypseum [42+07[1.8+01|11.7+1.7] - [20+00
M. canis 36+05(123+x02]10+14 30+0.0
M.cookei [23+33[24x05]115+00]| - [45+£00

La amplia prevalencia de infecciones de piel, uilas y cabello
causadas por dermatofitos, ademds del ndimero limitado de
farmacos efectivos contra ellas ha ocasionado la biisqueda de
nuevos agentes antimicaticos, los cuales pueden derivar de las
plantas, en los extractos polares de éstas se han encontrado
compuestos con amplia actividad bioldgica, en este estudio los
resultados de la actividad antifiingica en el extracto metandlico
de S. pruinosus concuerda con otros estudios,’2 en los que en los
extractos polares tienen esta actividad y en investigaciones con
otras cacticeas los compuestos extraidos con este solvente han
resultado bioactivos.3

Los resultados del andlisis fitoquimico del extracto metandlico
de S. pruinosus concuerda con lo dicho por Dominguez,3* el
cual menciona que las caracteristicas quimicas de la familia de
las cacticeas se componen principalmente de betalainas,
alcaloides, flavonoides y otros compuestos fendlicos, ademds
de esteroles, triterpenos y saponinas. Los alcaloides y estos dos
dltimos metabolitos son compuestos bioldgicamente activos
correlacionados a substancias que poseen actividad antifiingica
como son las saponinas triterpénicas,3%: 36-37 la accién de las
saponinas esta asociado con la inhibicién de la sintesis de los
polimeros de la pared celular, Onishi,?® reporta que las
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saponinas triterpénicas glicosiladas con un azicar son
inhibidores especificos de (1,3)- Beta — D Glucan sintetasa de la
pared celular fungal. Por lo que estas substancias pueden ser
candidatas a ser las responsables del efecto antiftingico de S.
pruinosus.

El extracto metandlico de S. pruinosus presentd actividad
fungicida sobre hongos dermatofitos de importancia médica a
una concentraciéon de 1.25 mg/mL. No se encontrd actividad
fungicida relevante con el extracto metandélico de E. stramineus.

En otro trabajo realizado con estas especies, el extracto
metandlico de S. pruinosus presentd actividad bactericida
contra Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes,
Salmonella typhi y Listeria monocitogenes, en cambio en
Equinocereus stramineus no se reporta actividad bioldgica
contra ninguno de estos microorganismos.3®

Con lo anteriormente descrito se concluye que S. pruinosus
cuya distribucion en la Repuiblica Mexicana es muy amplia y
que ademds se cultiva por sus frutos, puede aprovecharse para
obtener de €l compuestos activos contra diversos
microorganismos entre ellos los que producen dermatofitosis.

En las especies de M. gypseum y M. canis al realizar la
comparacién entre las diferentes concentraciones del extracto
metandlico de S. pruinosus con el ketaconazol se observé que
hay diferencia entre ellos. En las especies de M. nanum, y M.
cookei se observé que hay una diferencia significativa entre las
concentraciones de los extractos metandlicos de S. pruinosus 'y
el ketaconazol (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion del halo de inhibicion contra las
concentraciones utilizadas sobre las especies de hongos

dermatofitos.

S Prueba de

= 13}

. e s Tukey

k) g s 2

5 < S5 =

: | | Z%| 3
A =~ 8 g 7 cijcz|c3|c4
M. gypseum | 2.246 1.231 0.002 a |[b|b|b
M. nanum | 3.642 1.733 0.000 a |[b|b] a
M. canis 2.257 1.383 0.003 ablabla | b
M. cookei 3.358 1.866 0.000 bc|abla | ¢

C1 = Extracto metandlico de S. pruinosus a 500 mg/mL
C2 = Extracto metandlico de S. pruinosus a 250 mg/mL
C3 = Extracto metandlico de S. pruinosus a 125 mg/mL
C4 = Ketaconazol a 60 pg/mL

abc = Grupos



Se realizé el bioensayo de letalidad de A. salina con el extracto
metandlico de Stenocereus pruinosus, ya que fue el unico
extracto que mostrd actividad antifingica, este bioensayo es
utilizado por ser sencillo y econdmico en la bisqueda primaria
de compuestos toxicos en extractos crudos de plantas y
organismos marinos.*

El extracto metandlico de Stenocereus pruinosus no presentd
toxicidad a las dosis evaluadas sobre los nauplios de A. salina,
el andlisis PROBIT revel6 que la DL5, se encuentra a 826.77
mg/mL (Figura 1), encontrdndose que hay diferencia entre las
concentraciones probadas.

1.00 =

0.75 =

0.50 =

PROBIT

0.25 =

T
1500.00

DOSIS

T T T
0.00 500.00 * 1000.00

826.72 ppm

Figura 1. DL ., extracto metandlico de S. pruinosus
Conclusiones

La naturaleza es una fuente de una gran variedad de moléculas
bioactivas, las cuales son utilizadas como base en el disefio y
formulacién de nuevas generaciones de farmacos mas eficaces
en el tratamiento de enfermedades y con menos efectos
secundarios a la salud. La informacién generada en este trabajo
sirve para dar soporte del uso de estas plantas en la medicina
tradicional.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se pueden
orientar los esfuerzos a la bisqueda de nuevos fitofdrmacos de
esta especie que habita en zonas dridas, surgiendo con esto
posteriores investigaciones sobre la composicion, aislamiento y
la caracterizacion de compuestos quimicos y lograr un
aprovechamiento racional de los recursos naturales.
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