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Resumen

La Phytolacca americana es una especie de planta de la familia Phytolaccaceae nativa del Norte de América utilizada como
tratamiento autéctono en enfermedades comunes y controversiales como el cancer, debido a sus propiedades analgésicas,
antiinflamatorias y antimicéticas. El objeto de este estudio fue caracterizar a nivel fitoquimico los compuestos presentes en
las hojas de esta planta y determinar su potencial antiftingico. Para ello, se evaluaron tres condiciones de secado: temperatura
ambiente (12 +2°C), 22 °Cy 40 °C; técnica de infrarrojo con trasformada de Fourier (FTIR) y espectrofotometria UV/VIS
donde se evidencié que las condiciones de secado no influyeron en la estabilidad de los grupos biosintéticos. Ademads, se
identificaron metabolitos secundarios mediante screening fitoquimico como flavonoides, saponinas, cumarinas y taninos en
extractos etanélicos que se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas con bombardeo
electrénico, en donde se reconocieron dcidos esenciales con fines comerciales como el 4cido oleico. Finalmente, se
evalud el potencial antiftingico de los extractos etandlicos con concentraciones de 60 a 300 mg/mL, en cuatro tipos de
cepas: F. solani, A. brasiliensis, S. kudriavzevii y C. albicans, los resultados mostraron mayores didmetros de inhibicién
de 18 y 19 mm contra las cepas F. solani y C. albicans, respectivamente.

Palabras clave: screening fitoquimico; metabolitos secundarios; actividad antiftingica; 4cido oleico.

Abstract

Phytolacca americana is a species of the Phytolaccaceae family native to North America. P. americana is used as a folk medicine
to treat inflammation, fungal infections, rashes and breast problems; moreover, recent publications support possible anti-
cancer properties. The purpose of this study was to characterize and compare the phytochemical constituents of the leaves of
P. americana, and determine their antifungal potential. For this, three temperatures were evaluated to dry the leaves: ambient
temperature (12+2°C),22°Cand 40°C, thenextracts of the leaves were obtained by ethanol extraction. FTIRand UV / VIS
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spectroscopy analysis of the extracts shows that the drying temperatures do not affect the stability of the biosynthetic groups.
Main secondary metabolites such as flavonoids, saponins, coumarins and tannins were determined by phytochemical
screening. Furthermore, extracts were analyzed by means of gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-
MS), essential acids such as octadecanoic and some alcohols were identified. Finally, the antifungal potential of ethanolic
extracts with concentrations of 60 to 300 mg/mL was evaluated in four types of strains: F. solani (ATCC 36031), A.
brasiliensis, S. kudriavzevii and C. albicans. Results shows inhibition diameters of 18 and 19 mm for F. solani and C.
albicans strains respectively.

Keywords: phytochemical characterization; antifungal potential; Phytolacca americana; oleic acid.

1. Introduccion

La P. americana es una especie de planta de la familia Phytolaccaceae nativa del Norte de América, cultivada ampliamente
en China y actualmente se encuentra facilmente en la region andina de Colombia, especificamente en la zona sur del
departamento de Narifio. Aunque es una planta altamente téxica para el ganado y los seres humanos, en 1820 la
farmacopea delos EE.UU. declaré esta como un analgésico y antiinflamatorio (Lady Bird Johnson Wildflower Center,
citado el 11 de julio de 2017; Natural Remedies citado el 14 de junio de 2017), pues algunas partes de la P. americana
se usan como medicamento si se preparan correctamente (Irvin, 1975; Iwakiri et al., 2013; Taylor, citado el 4 de agosto
de 2017).

Los americanos nativos usaron el té de las bayas de la P. americana para curar el reumatismo, artritis, disenterfa y
pechos doloridos, laraiz para el reumatismo, los dolores neuralgicos y los moretones (Hernandez-Nifio, 2010). En todas
laspartes delaplanta, enespecial enlaraiz, seha determinadola presencia de phytolaccatoxin relacionado conla presencia
de Saponinas triterpenoides, alcaloides Phytolaccin, histaminas y una proteina enziméatica denominada Phytolacaina G. Los
extractos de proteinas obtenidos delas raices de esta planta, han sido comparados con la actividad mitogénica comercial
del pokeweeedTM; as{ mismo, tienen una potente actividad citotéxica una vez ingresa al citoplasma de una célula
(Yang; Wieczorck; Allen; Nett, 2003).

La poblacién del municipio de Ttquerres, departamento de Narifio, Colombia, tradicionalmente ha dependido
de las plantas medicinales para sus curaciones. Sin embargo, desconoce muchas propiedades que estas plantas pueden
ofrecer en el tratamiento de enfermedades. Por eso, este trabajo involucra el estudio de los metabolitos secundarios de
plantascomola P.americana queseencuentrafacilmenteenlazonarural deestemunicipio,conel propésitode contribuir a
la determinacién taxonémica y la actividad biolégica de esta planta. Por ejemplo, las saponinas triterpénicas denominadas
Phytolacca-saponinas, aisladas de la raiz de la P. americana fueron incluidas en procesos de investigacién contra el cAncer
de ovario y otros tumores adiposos o con propésitos de adelgazamiento (Herndndez-Nifo, 2010; Rojas-Quintero, 2011;
Sanabria, 1983). Es decir, se puede contribuir a la produccién de formacos con potenciales clinicos a partir de extractos
vegetales.

Con respecto a la actividad antifingica, actualmente existen formacos comerciales para tratar diferentes tipos de
micosis, como anfotericina B, ketoconazol, fluconazol, entre otros; sin embargo, por su alta toxicidad pueden producir
darfios en las células hospedadoras de los humanos, de ahi el interés por los productos naturales y sus posibles
aplicaciones en la industria farmacéutica (Trevifio et al., 2012). Aunque existen estudios conrelaciénala actividad
antimicrobiana de extractos de plantas vegetales (Navarro-Garcia ef al., 2003; Kim; Chom; Han, 2013; Davicino ef al.,
2007); en la P.americanason minimas las evidencias de la actividad contra microorganismos, pues solo se encontré una
informacién preliminar sobre que por sus caracteristicas hidrofébicas en la superficie de las hojas, se pueden encontrar
proteinas antimicrobianas, lo que proporciond una pista para realizar una determinacién del potencial antiftingico
de esta planta(Peng et al., 2005). Por otro lado, para garantizar los beneficios de las propiedades curativas de estas
plantas, se hace necesario determinar ciertos pardmetros fisicos como la temperatura, que no alteren las estructuras
internas de los componentes, en especial los compuestos volatiles. En este sentido, se debe evaluar las condiciones
de secado del material vegetal, debido a las posibles pérdidas de aceite esencial, sustancias volatiles, degradacién de
sustancias termoldbiles o para el aislamiento de sustancias naturales puras. Por lo anterior, Sharapin (2000), sugiere
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secar a temperaturas inferiores a los 40 °C, donde se garantice una buena circulacién de aire. En este orden de ideas,
en este trabajo se evaluaron tres condiciones de secado adecuadas para la conservacién de las moléculas de interés
presentesenlashojasde P. americana.

Ademés, se determin la presencia de metabolitos secundarios mediante screening fitoquimico y se realizé un
analisis por cromatografia de gases acoplado a masas con bombardeo electrénico para identificar cualitativamente
algunoséacidosesenciales. Finalmente, seevaluélaactividad antifingicaen cuatro tipos de cepas talescomo F. Solaniy A.
Brasiliensis, S. kudriavzevii y C. albicans, con el objeto de contribuir al conocimiento de las propiedades de plantas nativas
enviadeextinciéncomoloesla P.americanay promover elusodelasmismasenelcampoterapéutico,enlaagriculturayenlas
industrias farmacéuticas y alimenticias.

2. Metodologia
2.1. Coleccion del material vegetal

Las hojas frescas de P. americana se recolectaron en época de invierno, entre mayo y julio, en el corregimiento de Pinzén,
Sabana de Tuquerres, Narifio (Colombia). Esta planta fue identificada botdnicamente en el Herbario - CUVC Luis Sigifredo
Espinal-Tascén de la Universidad del Valle. Las hojas se lavaron cuidadosamente con agua destilada hasta posterior andlisis.

2.2. Preparacion de extractos vegetales

Las hojas lavadas con agua destilada se sometieron a proceso de secado en un horno de conveccién forzada BINDER FD
53- UL, endonde se evaluaron dos condiciones de temperatura 22 Cy 40 °C (Martinez, 2006), y una tercera condicién de
secado a temperatura ambiente promedio de la sabana de Ttquerres, Narifio (12 +2 °C). Con referencia a la extraccién,
se siguid la metodologia expuesta por Sanabria (1983), se maceré durante 12 a 15 horas 50 g del material vegetal seco
usando 600 mL de etanol (Merck) al 95 % y n-hexano (Merck), respectivamente. Posteriormente, se colocé a reflujo
durante 1 hora, luego se filtré al vacio y el residuo se lavé con 100 mL del solvente, también evaluado en el momento. Las
disoluciones procedentes se filtraron y luego se concentraron al vacio en un rotaevaporador a 40 °C. Los extractos obtenidos
se conservaron en frascos de tipo &mbar hasta su posterior analisis.

2.3. Evaluacion de las condiciones de secado

Los extractos etandlicos obtenidos de las tres condiciones de secado (22 °C, 40 °C y temperatura ambiente), se caracterizaron
porlatécnicaespectroscépica,losmétodosaplicados fueron:infrarrojocontrasformadade Fourier (FTIR porsussiglasen
inglés) enunrangode600a4000 ceml yUV/VISentodoelrangodelongitud deonda (250-900nm) (Skoog, 1998).

2.4. Screening fitoquimico

Los extractos de etanol y hexano obtenidos a una temperatura de secado de 40 °C de las hojas de P. americana, fueron
sometidos a diferentes test, con el propésito de determinar la presencia de taninos, saponinas, cumarinas, flavonoides,
fenoles y alcaloides siguiendo la siguiente metodologia con algunas modificaciones:

Test de taninos: el extracto se agit6 separadamente con agua destilada (10 mL), luego se filtr6 y se adicioné cinco
gotas de FeCl3 al 5 %. La coloracion negra o azul-verde o precipitado indicé la presencia de taninos (Andriani ef al., 2015).

Test de saponinas: en un tubo de ensayo se tomé 0,5 g de extracto, se adicioné 10 mL de agua destilada y se agitd
vigorosamente. La formacién de 2 cm de capa de espuma que persisti6 en el calentamiento en un bafio de agua durante 5
min, mostré la presencia de saponinas (Andriani et al., 2015; Khanam; Wen; Bhat, 2015).
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Test de cumarinas: a partir de los extractos se realiz6 una dilucién siguiendo la proporcién 9:1, extracto: agua, de la
cual se tomaron 2 mL en un tubo de vidrio con tapa, con una tira de papel filtro dentro del tubo previamente empapado
de una solucién alcalina de NaOH (0,06 g/mL). Sin tocar el extracto dentro del tubo, se tapd y se calentd en un mechero
Bunsen hasta desprendimiento de vapor, luego se llevé el papel filtro a una lampara UV (UVP, UVLS-26), se observaron
puntos fluorescentes (amarillos verdosos) sobre el papel, por lo tanto, la muestra se consider6 positiva para cumarinas
(Hinojosa- Davalos ef al., 2013).

Test de flavonoides: a1 mL de cada extracto en tubos de ensayo se agregaron 0,5 g de magnesio en polvo y cinco gotas
de 4cido clorhidrico al 10 % hasta el desprendimiento de hidrégeno. Los colores rosados, anaranjado o fresa indicaron
prueba positiva; la prueba es conocida como reaccién de shinoda (Khanam et al., 2015; Rondoén et al., 2018).

Test de fenoles: a 50 mg de extracto se adicionaron 5 mL de agua destilada y unas pocas gotas de FeCl3 al 5 %. El color
negro azulado indic6 la presencia de compuestos fendlicos (Andriani et al., 2015).

Test de alcaloides: a 15 mg de cada extracto se agregaron 6 mL de HCl al 1 %, la mezcla se dejé en un bafio de agua
por 5 min y se filtré. El filtrado se dividi6 en tres partes iguales (0,5 mL aproximadamente); al primero se adicioné cinco
gotas del reactivo de Drangerdorff, si presentaba color rojo naranja, indicaba la presencia de alcaloides; al segundo se
adiciond 1 mL de reactivo de Mayer, la formacién de un precipitado color crema indic6 prueba positiva; y al tltimo filtrado
se agregd cinco gotas de la solucién de reactivo de Wagner, la formacién de un precipitado de color marrén indicé la
presencia de alcaloides (Igbal; Salim; Lim, 2015).

2.5. Andlisis cromatogrdfico

Eluso de la cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas requiere sistemas especiales de conexién. En
principio, se trata de dos técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy pequefia cantidad de muestra parasu
analisis, porlo que son muy compatibles. Porlo tanto, se realizé unaidentificacién de posibles componentes presentes en
los extractos en etanol y hexano de las hojas de P. americana y se realizé por medio de un cromatdgrafo de gases acoplado
a espectrémetro de masas Shimadzu CG-EM QP-2010, equipado con un autoinyector AOC-20i, automuestreador AOC-20s,
inyeccién Split/splitless, modo de ionizacién EI/SCI/NCI y sonda de insercion directa controlada por el software CGMS-
solution, la columna utilizada fue una columna DB-5MS.

El método cromatografico y espectrométrico utilizado, corresponde a una temperatura de horno de 200 °C, temperatura
deinyeccién de 300 °C, modo de inyeccién split que varia de 10:1 a 30:1 dependiendo de la concentracién de las especies,
mododecontrol deflujovelocidadlineal, flujo delacolumnade 0,60mL/min, velocidad lineal de 30 cm /s, gas de arrastre
helio, temperatura de la fuente de iones de 230 °C y temperatura de la interfase de 280 °C. El intervalo de confianza del
método fue del 95 %. El equipo tiene acoplada la biblioteca Nist Research Librar.

2.6. Evaluacion de la actividad antifungica

La evaluacion de la actividad antiftingica se realizé por el método de difusién de pozos en agar. A partir del cultivo de
cada cepa con micelio, se tomaron con un asa las esporas de estos y se diluyeron en un tubo de ensayo con caldo peptona
de harina de soja de la casa Merck KGaA previamente esterilizado. Posteriormente, se mezclaron por agitacién en un
agitador mecanico de tubos (Vortex Mixer, Modelo: VM-300P). Luego, el inoculo se sembrd por estriado en las placas de
9,1 cm de didmetro con agar potato dextrosa y sabourand dextrosa al 4 % (de acuerdo con el tipo de cepa) previamente
solidificado, en cada placa se realizaron perforaciones distribuidas en forma adecuada, segtinlas concentraciones delos
extractos. Enseguida, seincorporaron 20 1L de cada una de las concentraciones del extracto diluido a los pozos de 6 mm
dediametro (Sanabria; Mantilla, 1986; Quiroga; Sampietro; Vattuone,2001). Como control positivo,enunodelos pozosse
adicion6 tiabendazol y como control negativo en otro pozo se usé etanol al 96 %.

Posteriormente, las placas S. kudriavzevii y C. albicans se incubaron aerébicamente a 30 °C y las placas F. solani
y A. brasiliensis a 25 °C, de acuerdo con sus fichas técnicas. De esta forma, se realizaron tres repeticiones para cada
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concentracién de extracto (60, 120, 180, 240 y 300 mg/mL). Con relacién al didmetro de inhibicién de los micelios, en
todas las placas se verificé luego de 72 h después de incubacién lo requerido para un crecimiento visible (Navarro-Garcia
et al., 2003; Parveen; Ghalib; Khanam; Mehdi; Ali, 2010). Los resultados fueron medidos y expresados en milimetros en
términosdedidmetrodeinhibiciondecrecimientoalrededordecadadisco,donde se determinaron diferentes condiciones
relacionadas a la actividad: sin actividad (1-6 mm), actividad moderada (7-10mm), actividad alta (11-15 mm), actividad muy
alta (16-20 mm) (Parveen et al., 2010).

El indice antimicrobiano se calcul6 usando la ecuacion 1.
Indice antimicrobiano = (1-Dyg/Dp)*100 (1)

Donde Da es el didmetro de crecimiento del hongo en el extracto, y Db es el didmetro de crecimiento del hongo en el
control positivo.

2.7. Andlisis estadistico

Se analizaron los resultados por medio del programa STATGRAPHICS Centurién XVI Versién 16.1.15, en donde se calculd
un ANOVA, con lo cual se evaluaron medias y, ademds, se identific si hubo diferencias significativas en las concentraciones
del extracto evaluadas para cadacepa.

3. Resultados y discusion
3.1. Condiciones de secado

Las plantas con usos medicinales contienen compuestos volétiles de interés farmacéutico. Estos compuestos se
producen por rutas biosintéticas de metabolitos secundarios no volatiles, lo que explica su diversidad. Los terpenos
son uno de estos compuestos y son los mds relevantes por su actividad bioldgica, seguidos de los derivados de dcidos
grasos (hidrocarbonos saturados e insaturados), bencenoides y fenilpropanoides; aunque también se han reportado
sustancias azufradas y nitrogenadas en plantas medicinales (Dudareva et al., 2005).

En los resultados de los FTIR de las muestras que fueron procesadas en cada una de las temperaturas que se
evaluaron, se observaron bandas cercanas a los 3000 cm™! correspondientes a la presencia de grupos instaurados
=CH-, picos comunes correspondientes al -OH entre los 2300 y 3700 cm! (usuales en estas plantas, representan grupos
correspondientes a alcohol), dcidos carboxilicos y fenélicos que demuestra que se mantienen compuestos volatiles de
bajo peso molecular. Por otra parte, se evidenciaron picos entre los y 1053-1062 em'l correspondientes a grupos alquilo.
Con relacién al enlace CO de 4cidos carboxilicos no iénicos, se observé cercano en 1735 - 1738 y 1244 - 1248 em™!, junto
con la vibracién asimétrica de grupos carboxilato idnicos en 1618 -1645 y 1375-1385 emL. Es decir, que los resultados
cualitativos indicaron que la temperatura no influy6 en proceso de extraccién, asimismo, los anélisis de FTIR evidenciaron
picos similares independientes de la temperatura de secado (ver Figura 1).
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Figura 1. Espectros FTIR de muestras secas a 22 °C, 40 °C'y temperatura ambiente
Fuente: elaboracién propia.

Conreferenciaalosespectros UV / VIS, se evidenciaron méximos de absorcién en el rango ultravioleta: 260 a 365 nm
paralos tres extractos etanélicos obtenidos a 22 °C, 40 °C y temperatura ambiente de secado de las hojas de P. americana.
Por suparte, enla regién del espectro visible solamente aparecieron pequefios picos a los 663 y 664 nm para los extractos
etanoélicos obtenidos a temperatura de 22 °C y 40°C. De acuerdo con el analisis ultravioleta visible de los extractos, se
observaronbandas de absorcién maximaentre 200 y 300 nm, correspondientes alabandabenzoil obandall caracteristica
para el anillo aromatico A de flavonoides.

Por otra parte, el desplazamiento de las tultimas bandas a longitud de onda mayor a 500 nm es caracteristica
para flavonoides del grupo de las antocianinas, en ese sentido, se comprobd la presencia de antocianinas ademas de otras
sustancias fendlicas en la muestra; asimismo, los picos cercanos a los 663 nm pueden corresponder a compuestos
de tipo cianina (CH3)oN-(CH=CH)n-CH=N(CH3);, que es un nombre no sistematico de una familia sintética de
colorantes perteneciente al grupo polimetina. En cambio, los picos cercanos a 365 nm corresponden en alta probabilidad
amerocianinas, lo que se pudoevidenciarenelextractoobtenidodelasmuestrasconunatemperaturadesecadoa40°Cde
lashojas P.americana(ver Figura 2) (Ren; Tian, 2007; Martinez-Cruz et al., 2011).
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Figura 2. Espectros de absorcién de extractos etandlicos obtenidos a diferentes temperaturas de secado de las hojas de P. americana:
a)22°C b) 40 °C ¢) Temperatura ambiente
Fuente: elaboracién propia.

3.2. Screening fitoquimico

En los resultados obtenidos del screening fitoquimico se evidencié la presencia de flavonoides, saponinas, cumarinas
y taninos; en cambio, en los extractos en hexano no se evidencio la presencia de metabolitos secundarios. Comparando
con otros estudios de hojas de Phytolacca dodecandra perteneciente a la familia de Phytolaccaceae, estos revelaron la
presenciade compuestos fendlicos, aunque enbajas concentraciones. Asimismo, evidenciaronla presencia dealcaloides
y terpenoides; este tiltimo se mostrd en altas concentraciones (ver Tabla 1) (Ogutu; Lilechi; Mutai; Bii, 2012).

Evl:il;s;s. fitoquimico de las hojas de Phytolacca americana
Componente/prueba/solvente Prueba Extracto etanol Extracto en hexano
Fenoles Prueba de Cloruro férrico - -
Flavonoides Shinoda + -
Saponinas Espuma + -
Cumarinas Reaccion de Fluorescencia + -
Alcaloides Reactivo de Mayer, Drangerdorft y Wagner - -
Taninos Prueba con ferrocianuro de potasio + -

Nota: +, indica la presencia de metabolitos; -, indica la ausencia de metabolitos
Fuente: elaboracién propia (Bitacora de laboratorio).
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Respecto a los flavonoides evidenciados en los extractos etandlicos, estos pertenecen al grupo de los compuestos
polifendlicosy son tipicamente conocidos por promoverlasalud acausadesus propiedades antioxidantes, antialérgicas,
antiinflamatorias, antimicrobianas y anticancerosas; existen ampliamente en el reino vegetal y muestran una correlacion
positivaentreelaumento del consumo deflavonoides y reduccién del riesgo cardiovasculary cancer (Khanametal., 2015;
Miranda- Da Gama; Guimarées; de Abreu; Armando-Junior, 2014; Qadir; Paul; Ganesh, 2015; Chigayo; Mojapelo; Mnyakeni-
Moleele; Misihairabgwi, 2016). Asimismo, los taninos son flavonoides oligoméricos y poliméricos ampliamente distribuidos
en vegetales y frutas, se le atribuyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y en la prevencién de aterosclerosis
(Mamet; Ge; Zhang; Li, 2018). En cuanto a las saponinas, estas tienen en su estructura quimica, aglicona triterpeno o esteroide;
esporesoqueel consumodesaponinasincrementalaprotecciéncontraelriesgodecancer,disminuyeelnivel decolesterol
y glucosaenlasangre,ademas, seleatribuye propiedades antiinflamatorias, hipocolesterolémicas einmunestimulantes.
(Augustin;Kuzina; Andersen; Bak,2011). Respectoalas cumarinas presentes enlashojas de P.americana, estas dan aroma
a las plantas y tienen propiedades vitaminicas, disminuyen la permeabilidad capilar y aumentan la resistencia de las
paredes de capilares (protegen la fragilidad capilar y acttian como ténico venoso), también se le atribuyen propiedades
antibacteriales (Singh; Singh; Singh; Kaur, 2017).

Otros estudios realizados identificaron los siguientes compuestos en las hojas de P. americana: kaempferol 3-O-p-D-
glucopyranoside, kaempferol 3-O-B-D-xylopyranosyl (1—2)- f-D-glucopyranoside, kaempferol 3-O-o-l-rhamnopyranosyl
(1-2)- B-D-glucopyranoside, kaempferol 3-O-diglucoside y quercetina 3-O-glucosido (Bylka; Matlawska, 2001); esto puede
ser como consecuencia de las diferentes ubicaciones geograficas en las que los minerales del suelo y los factores ambientales
tienen una gran influencia sobre los contenidos fitoquimicos de la planta (Borokini; Ayodele, 2012).

3.3. Cromatografia de gases

Los compuestos volatiles de origen vegetal son producidos principalmente por diferentes rutas biosintéticas, entre
las que se destaca la via de los dcidos grasos/lipooxigenasa (Paré y Tumlinson, 1999), donde estos son sintetizados a
partir del dcido linoleico y octadecanoico (identificados por cromatografia de masas). Por esta razén, es importante
garantizar que la temperatura de secado no altere la naturaleza de estos compuestos garantizando su presencia en
los extractos finales.

En la Tabla 2 se relacionan los compuestos identificados por la base de datos Nist-05 en los extractos en hexano de P.
americana, el anélisis cromatografico realizado a los extractos etandlicos no arrojo resultados con tiempos de retencién
superiores a los 0.5 min que pudieran ser considerados como relevantes.

Tabla 2.
Posibles compuestos encontrados en el extracto en hexano de P. americana

Factor de identificacion

% Nombre Tiempo de retencion (min)
8,46 9,9-dimetoxibicyclo[3.3.1]lnon ane-2,4-diona 2,44
3,88 9-Acido octadecenoico (2)- 1,529
83,40 9-Acido octadecenoico (2)- 0,740
4,64 10-metoxy-nb-alfa-metilcorynanteol (C,,H,,N,O,) 4,508
0,39 Eritro-9,10-Dibromopentacosane (C,.H, Br.) 4,891

Fuente: base de datos. The National Institute of Standards and Technology (NIST), licencia adquirida por la Universidad del Valle
(2018).

Los acidos grasos, como el dcido 9-acido octadecenoico (Z) o dcido oleico son dcidos grasos monoinsaturados de la

serieomega 9, sunombre [UPAC es dcido cis-9- octadecenoico, este compuesto se evidenci6 en los extractos en hexano de
P. americana y su cromatograma (ver Figura 3).
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Figura 3. Espectro de masas para el acido oleico
Fuente: elaboracién propia.

En la Figura 4 se evidenci6 que el compuesto identificado presenta un grupo carboxilo en su estructura, este
dcido se usa principalmente en la industria alimenticia por sus diversos beneficios a la salud.

HOJ\/\/\/\F\/\/\/\/

Figura 4. Estructura del &cido oleico
Fuente: elaboracién propia.

Porotraparte,secontemplélafragmentacionenespectrodemasasdealgunosgruposfuncionalesquehacenpartede
lacomposiciény estructuramolecular delos extractos,en donde se observaroniones moleculares conrelaciones de carga
maza(m/z)quenohansidoatnpublicadosenlaliteratura. Algunasmoléculas presentanarregloMcLafferty (verFiguras

5,6,7,89).
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Figura 5. Posibles iones moleculares en el espectro de masas
Fuente: elaboracién propia.
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Fuente: elaboracién propia.
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Por consiguiente, el compuestoidentificado con un grupo carboxilo ensu estructura enlos extractos de P. americana
esdeimportanciaagroindustrial, debidoa quelamayoria delos dcidos grasos insaturados de origen biolégico se derivan
del 4cido oleico, acido linoleico y del 4cido linolénico; estos acidos son encontrados en biomasa y extractos naturales con
caracteristicas oleaginosas. Encontrarlos en estas especies se debe a que las plantas acumulan lipidos cuando el crecimiento
sevelimitado, debido ala falta de nitrégeno o de otro tipo de nutrientes. Los compuestos derivados de los dcidos grasos
como el colesterol, ergosterol y otros, son comunes encontrarlos en las células vegetativas y son catalogados como metabolitos,
secundarios (Samson; de Boer,1995).

De hecho, el 4cido oleico participa en la sintesis de las rostaglandinas, en la generacién de membrana, asi como
en otros procesos bioldgicos relacionados con la regeneracion celular; el suplemento de acidos grasos puede curar
esos sintomas en la piel y estimular la epitelizacién (Salari; Bakhshi; Sharififar; Naseri; Almani, 2016). De igual
forma, el consumo de 4cido oleico promueve un buen funcionamiento del sistema nervioso y visual del ser humano
(Teichmann; Dutta; Staffas; Jagerstad, 2007; Horst, 2012; Nouripour-Sisakht et al., 2015; Cerqueira-Sales; Barcellos-Costa;
Machado-Bueno; Aires-Ventura; Dummer Meira, 2016). Por consiguiente, es importante la identificacién de estos
compuestos con fines de explotacién, ya que darfa un valor agregado a la oferta de plantas como la P. Americana,
abundantes en regiones campesinas dedicadas al agro como el departamento de Narifio.

3.4, Actividad antifungica

Los ensayos antiftingicos preliminares se realizaron con cinco concentraciones (60, 120, 180, 240 y 300 mg/mL) de los
extractosetandlicos delashojas de P. americana, conellose evidenciaronlos didmetros de inhibicién promedio conlos que
se pudo observar que respecto a la cepa Aspergillus brasiliensis, no hubo actividad antifiingica por parte de los extractos
de P. americana hacia esta cepa comparado con el control positivo (47 mm), la Aspergillus brasiliensis es un hongo de la
familia Aspergillus causante de una amplia gama de enfermedades en el ser humano, como aspergilosis invasiva o
alérgica, aspergiloma, sinusitis, otomicosis, onicomicosis y queratitis (Nouripour-Sisakht ef al., 2015), por lo que se hubiese
querido lograr un efecto de inhibicién por parte de la planta de estudio.

Por otra parte, se evidencié que hay una mayor inhibicién con respecto a las cepas F. solani y C. albicans a unas
concentraciones de extracto de 240 y 300 mg/mL, respectivamente. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Peng et al., (2005) en el hongo F. Solani, donde obtuvo un gran efecto de inhibicién contra esta cepa y menciona que
la accién antimicrobiana de las hojas de P. americana se debe posiblemente a la superficie hidrofébica de estas y a la
membrana plasmatica que contiene la bicapa lipidica, con proteinas antimicrobianas que también se encuentran en
la semilla y rafz de la planta.

Con respecto a la cepa S. kudriavzevii, familia de la Saccharomyces cereviciae, que es un colonizador comtn de
mucosas y que produce infecciones tanto superficiales como viscerales invasivas (Davicino et al., 2007), también se observé
un alto efecto de inhibicién (13 + 7mm) a las mds altas concentraciones del extracto de la planta evaluadas (ver Tabla3).

Los resultados mencionados concuerdan con el estudio realizado por Shao et al., (1999) que menciona que los
mecanismos de defensa de las plantas como la P. americana se debe a la presencia de una amplia gama de péptidos
o proteinas antimicrobianas y el interés particular es aislar estos componentes con fines terapéuticos; por ello aislé
un péptido altamente bésico con 38 residuos (aminoacidos) y tres puentes disulfuro denominado PAFP-s, a partir de las
semillas de esta planta y comprob6 a partir de este, un amplio espectro significativo de actividad antiftingica contra varios
hongos, excepto hacia la Escherichia coli.
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Tabla 3.
Actividad antifingica de las hojas de Phytolacca americana

Diametro de inhibicion (mm)

Control
negativo PR
CEPA/Concentracién 60 120 180 240 300 o &‘;‘5‘:\” /t'nflge“da“'
minima inhibitoria MIC Etanol al 9
(mg/mL) 95%

Aspergillus brasiliensis
(ATCC 16404) 6(N/A)  6(N/A)  6(N/A) 6(N/A) 7 (N/A) 6 (N/A) 47
Fusarium Solani
(ATCC 36031) 13 16 12 18 16 6 (N/A) 18
Candida albicans (ATCC
90028) 9+ 7 18 16 19 6 (N/A) 21
Saccharomyces kudriavzevii
(ATCC 260) 7 9 12 13 13 6 (N/A) 21

N/A: No actividad
Fuente: elaboracién propia (Bitdcora de laboratorio).

Por lo anterior, se puede afirmar que, comparado a otros estudios (bajas concentraciones de extractos), se debe tener en
cuenta quesetrabajé conextractos crudos que contienen metabolitos oimpurezassinactividad antiftingica. Conrespecto
alindice antimicrobiano, se evidencié unbajoindice, debidoalaaltasusceptibilidad deloshongos conrespectoal control
positivo,estose corroboré conlosvaloresde didmetros deinhibicién de concentraciones delos extractos, comolosvalores
dela cepa F. Solani cercanos con el control positivo (18 mm). En cuanto al control negativo en el que se encontraban los
extractos crudos de la planta, se evidencié que el etanol no es el responsable del efecto inhibitorio contra las cepas
evaluadas, pues no se obtuvieron didmetros de inhibicién, por ello se le atribuye el efecto de inhibicién directamente a
los extractos (Pérez; Rojas; Chamorro; Pérez,2011).

La actividad antiftingica de la planta se debe a la presencia de metabolitos secundarios como los flavonoides, tal
como se comprobd tanto en la caracterizacién por UV /VIS como por el screening fitoquimico. La evaluacién de la actividad
antifingica de la P. americana evidencio la presencia de flavonoides comparado con otros estudios relacionados con la
especie de Phytolaccaceae que también obtuvieron resultados favorables con respecto a la actividad antimicrobiana de
otras especies, lo que indica que la planta de estudio tiene potenciales agentes microbianos que seria muy importante
aislarlos (Ogutu et al., 2012). Ademds, se corroboré con la presencia de taninos que son metabolitos secundarios producidos
naturalmente en hierbas medicinales y tradicionales, ricas en polifenoles, asi mismo, esta actividad antifingica puede
derivarse delaexpresién de sustancias con caracteristicas polares, comolas saponinas y bioflavonoides promotores dela
acciénanti-radicaleslibressinérgicaalaactividad biol6gica, queesimpulsadaporlamaceraciéndelaextracciénetandlica
de la planta (Cerqueira-Sales et al., 2016).

Con respecto al andlisis de varianza, este fue realizado para varias muestras, con la cepa C. albicans, el valor P de
la prueba-F fue menor que 0,05 (p < 0,0242), lo que evidencié que existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las medias de las cinco concentraciones evaluadas del extracto, el nivel de confianza alcanzado fue del 95 % por
lo que se puede concluir queelextractoetandlicodelashojas de P.americanafue més efectivoen esta cepa, comparado con
las demés cepas evaluadas. Esta especie como es la Candida, son hongos patégenos humanos que causan infecciones
sistémicas y mucosas que pueden convertirse en graves infecciones que amenazan la vida con una mayor mortalidad
entre pacientes inmunocomprometidos. En cuanto ala actividad antiftingica de la P. americana hacia F. solani, que es un
hongo filamentoso que causa la eliminacién de muchos cultivos en campos e invernaderos y, ademds, produce infecciones
en los seres humanos como la peritonitis flingica (Wang; Zheng; Xiang; Li; Yang, 2016; Mayr; Rasch; Schmid; Huber;
Lahmer, 2017) serfa una alternativa efectiva y sostenible a los fungicidas sintéticos en el control de hongos patégenos.
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Los resultados del presente trabajo indicaron que la P. americana tiene propiedades antiftingicas. Esto explica el
uso de esta planta en la medicina popular para el tratamiento de enfermedades cuyos sintomas pueden involucrar hongos,
infecciones, entre otras, y subrayan la importancia de la fitoquimica en el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos
paraidentificarlos principios activos responsables de los efectos antiftingicos, conlos beneficios adicionales de un medio
ambiente seguro. Ademds, una contribucién al rescate de esta planta en via de extincién ddndole aplicaciones en sectores
farmacéuticos y agricolas.

4., Conclusiones

Se evidencia la presencia de fitoquimicos tales como flavonoides, saponinas, cumarinas y taninos en los extractos etanélicos
de las hojas de P. americana, esta informacién puede servir como fuente potencial en el uso de farmacos ttiles en un
futuro. En cuanto al andlisis cromatografico, se identificé la presencia de dcidos grasos esenciales de alto valor agregado
como el 4cido oleico, 9,9 — dimetoxibicyclo [3.3.1[non ane-2,4-diona, 10-metoxy-nb-alfa-metilcorynanteol (C21Hy9N>O»),
eritro-9,10- Dibromopentacosane (Co5H5(Bry) entre otros, con bajos tiempos de retencién, con porcentajes inferiores al
1 %. Se determind un mayor potencial antiftingico a partir de los extractos etandlicos contra las cepas F. solani y C. albicans,
lo que impulsaria el uso de esta planta en el sector agricola y farmacéutico. Se recomienda realizar pruebas experimentales
con otro tipo de especies bacterianas y flingicas para determinar una mayor eficacia microbiana de los extractos de la P.
americand.
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