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ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE CUATRO PLANTAS USADAS EN
LA MEDICINA TRADICIONAL PERUANA. AISLAMIENTO DE 3'-
FORMIL - 2'4',6' - TRIHIDROXIDIHIDROCHALCONA,
PRINCIPIO ACTIVO DE Psidium acutangulum

Louise Wen', Mohamed Haddadb’c, Irma F ernéndezd, Giovana Espinozae, Candy Ruiz’,
Edgar Neyraf, Beatriz Bustamantef, Rosario Rojasd’e’

RESUMEN

En el presente trabajo se evalud la actividad antifungica de los extractos etandlicos de
Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum. (Apocynaceae), Spondias mombin L. (Anacardiaceae),
Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook. f. ex K. Schum. (Rubiaceae) y Psidium
acutangulum DC (Myrtaceae), cuatro plantas utilizadas en la medicina tradicional peruana
contra las infecciones micoticas de la piel.
El extracto etandlico de Psidium acutangulum fue el mas activo contra los hongos evaluados
(Candida albicans, Sporothrix schenckii y Trychophyton mentagrophytes), por lo que fue
sometido a fraccionamiento biodirigido que condujo al aislamiento de 3'-formil-2',4',6'-
trihidroxidihidrochalcona. Este compuesto mostrd concentraciones inhibitorias minimas en
el rango de 16-512 pg/mL contra los hongos Cryptococcus neoformans, S. schenckii 'y varias
especies de Candida.
Los resultados obtenidos apoyan el uso de Psidium acutangulum en la medicina tradicional
peruana. Su actividad antifungica se debe principalmente a la 3'-formil-2',4",6'-
trihidroxidihidrochalcona.
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF FOUR PLANTS USED IN
PERUVIAN TRADITIONAL MEDICINE: ISOLATION OF THE
ACTIVE PRINCIPLE OF Psidium acutangulum

ABSTRACT
We report here the antifungal activities of the ethanolic extracts of Thevetia peruviana (Pers.)
K. Schum. (Apocynaceae), Spondias mombin L. (Anacardiaceae), Calycophyllum
spruceanum (Benth.) Hook. f. ex K. Schum. (Rubiaceae) and Psidium acutangulum DC
(Myrtaceae), four plants used in peruvian traditional medicine against skin mycosis. The most
active sample against the evaluated fungi (Candida albicans, Sporothrix schenckii and
Trychophyton mentagrophytes) was the ethanol extract of Psidium acutangulum, which was
submitted to bioassay-guided fractionation, leading to the isolation of 3'-formyl-2',4',6'-
trihydroxydihydrochalcone. This compound showed minimum inhibitory concentrations of
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16-512 ng/mL against Cryptococcus neoformans, S. schenckii and several Candida species.
All these results support the use of Psidium acutangulum in Peruvian traditional medicine. Its
antifungal activity is due mainly to the 3'-formyl-2',4',6'-trihydroxydihydrochalcone.

Key words: antifungal, Psidium acutangulum, peruvian plants

INTRODUCCION
Las enfermedades infecciosas representan un problema critico para la salud y son una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. La aparicion de resistencia
de los microorganismos a algunos antibioticos sintéticos, junto con la toxicidad durante el
tratamiento prolongado, hace que sea necesario continuar la busqueda de nuevas sustancias
antimicrobianas, antifungicos en particular”™ Candida albicans y Cryptococcus neoformans
son hongos patogenos frecuentemente implicados en las infecciones que amenazan la vida de
seres humanos, particularmente de pacientes con sistemas inmunes comprometidos.
Cryptococcus neoformans es un hongo oportunista que causa infecciones mortales en
pacientes inmunodeprimidos por el SIDA, la quimioterapia, el trasplante de drganos, o por
altas dosis de esteroides. Los tratamientos actuales son la anfotericina B, flucitosina y el
fluconazol. La esporotricosis es una enfermedad cronica cutanea y subcutanea causada por el
hongo dimorfo Sporothrix schenckii que es el agente mas comun de las micosis subcutaneas
en América Latina. La terapia estandar para esta enfermedad se basa principalmente en el
itraconazol; sin embargo, el yoduro de potasio es el farmaco de eleccion en los paises en
desarrollo debido a su bajo costo. Aunque los actuales farmacos disponibles suelen ser
eficaces, los fracasos terapéuticos y la toxicidad después de la larga duracion del tratamiento
son comunes, por lo que es necesario explorar nuevas alternativas para el tratamiento de
infecciones graves.™"
Las plantas medicinales y sus extractos son ampliamente utilizados por los practicantes de la
medicina tradicional para curar diversas enfermedades. La creciente aceptacion de la
medicina tradicional como una forma alternativa de atencion de la salud y la busqueda de
nuevos agentes antifingicos a partir de plantas medicinales, se ha vuelto muy importante. "
En el presente estudio se seleccionaron cuatro plantas peruanas que se usan tradicionalmente
contra infecciones superficiales de la piel y se les evaluo por su actividad antifiingica in vitro.
La planta mas activa fue posteriormente sometida a fraccionamiento biodirigido para
determinar el compuesto responsable de la actividad antifingica.

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta delas plantas

Las especies Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum. (Apocynaceae), Spondias mombin L.
(Anacardiaceae), Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook. f. ex K. Schum. (Rubiaceae) y
Psidium acutangulum DC. (Myrtaceae) fueron seleccionadas en base a su uso en la medicina
tradicional de la tribu shipibo-conibo™ y colectadas por uno de nosotros (I.F.) en el barrio de
San Francisco de Pucallpa, Perti. Las muestras botanicas de las plantas fueron depositadas en
el Departamento de Ciencias Farmacéuticas de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, en
Lima.

Preparacion de los extractos

El material vegetal fue secado bajo sombra, molido finamente y posteriormente extraido por
percolacion a temperatura ambiente con etanol al 95%. El solvente se evaporé a sequedad bajo
presion reducida a una temperatura inferior a 40 °C. Los rendimientos de extraccion de cada
una de las especies se muestran en la tabla 1. Para los bioensayos, los extractos fueron
resuspendidos en DMSO auna concentracion de 20 mg/ml.
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Ensayos antifiingicos

El ensayo de difusion en agar se utilizé para evaluar la actividad de extractos de plantas y
fracciones frente a Candida albicans ATCC 90028, Sporothrix schenckii IHEM 15503 y
Trychophyton mentagrophytes IHEM 0584. Se mezcl6 20 mL de agar dextrosa Sabouraud
(Difco) fundido con 1 mL de una suspension fungica (10° CFU/mL para C. albicans y 10°
CFU/mL para S. schenckii y T. mentagrophytes). La mezcla se vertid en placas de Petri
estériles de 100 mm x 15 mm. Luego que el agar se solidificd, se perford pozos de 10 mm con
un sacabocados estéril.

Sobre los pozos se depositaron 100 pL de los extractos de plantas (20 mg/mL) o de las
fracciones (10 mg/mL) y posteriormente las placas se incubaron a temperatura ambiente
durante 48 h (C. albicans) o 7 dias (S. schenckii y T. mentagrophytes). Anfotericina B (0,2
mg/ml) y DMSO fueron utilizados como controles positivos y negativos, respectivamente.
Los ensayos se realizaron por triplicado y la actividad antifungica se midi6 por el diametro
(mm) de la zona de inhibicion del crecimiento.

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) del compuesto activo, anfotericina B y
fluconazol se determinaron mediante un ensayo de microdilucién en caldo de acuerdo con el
International Control Laboratory Standards (ICLS) método de referencia M27-A3 y M-38A.
El indculo fungico fue visualmente estandarizado a 0,5 de la escala de McFarland (2,4 a 3,5 x
10° CFU/mL de células de levadura y 2,3 x 10* CFU/mL para Sporothrix schenckii). Los pozos
se llenaron con 100 L de la dilucion de los compuestos. Posteriormente se afladieron 100 L del
inoculo a cada pozo y las microplacas se incubaron durante 48 -72 horas a 35 °C. La CMI se
define como la menor concentracion de la muestra en la que se observo inhibicion del
crecimiento del hongo.

Fraccionamiento bioguiado del extracto etanoélico de Psidium acutangulum

Hojas secas de P, acutangulum (262 g) se percolaron con 2 litros de etanol al 95%. El extracto
etanolico (9,7 g) obtenido después de la evaporacion del disolvente a presion reducida fue
extraido con solventes de diferente polaridad (éter de petroleo, el 90% de metanol 90%,
acetato de etilo, agua). La evaluacion antifungica de estas cuatro fracciones en contra de C.
albicans mostraron que la actividad se concentrd en la fraccion de metanol al 90%; esta
fraccion (4,2 g) fue sometida a fraccionamiento mediante cromatografia en columna de gel de
silice usando un gradiente de cloroformo-metanol. Las 4 fracciones obtenidas (A: 0,20 g; B:
0,36 g; C: 0,16 g; D: 2,45 g) fueron evaluadas a una concentracion de 10 mg/mL frente a C.
albicans en el test de difusion en agar. La fraccion mas activa (D: 24 mm de inhibicion del
crecimiento de didmetro) se purifico atin mas, utilizando una columna de fase reversa. Una
porcion (200 mg) de la fraccion D fue sometida a cromatografia de columna de fase reversa
con 10 gde gel de silice RP-18, con MeOH-H,O (1:1) como sistema de solvente, obteniéndose
tres fracciones (D1: 8 mg; D2: 72 mg; D3: 53 mg). La fraccion con mejor actividad anti C.
albicans (D2) fue finalmente purificada por recristalizacion en diclorometano, obteniéndose
34 mgde un polvo de colorrosa claro (compuesto 1, 0,16% de rendimiento).

3'-formil-2',4',6'-trihidroxidihidrochalcona (1) (figura 1).

Los espectros de RMN (300 MHz para 'H-NMR y 125 MHz para "C-NMR) fueron obtenidos
con CDCI, en un espectrometro Bruker Avance 500. El espectro de masas ESI-MS (3,5 kV en
MeOH- CH,CN) se registré en un equipo Perkin—Elmer Sciex API-365; [M-H]: 285 (de
acuerdo con PM=286). 'H-NMR (300 MHz, CDCl,):5 3,01 ppm (2H, t,J = 7,5 Hz, H-B), 3,45
ppm (2H, t,J =7,5Hz, H-a), 5,77 ppm (1H, s, H-3"), 7,18 ppm (5H, m, Ar), 10,02 ppm (1H, s,
OH). "CNMR (125 MHz, CDCL,): 30,4 ppm (C-), 45,6 ppm (C-B), 94,8 ppm (C-3"), 126,1
ppm (C-4), 128,6 ppm (C-3, C-5), 141,1 ppm (C-1), 192,47 ppm (CHO), 205,4 ppm (C=0).
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RESULTADOS Y DISCUSION
En nuestra bisqueda de productos naturales con actividad antifingica, escogimos cuatro
plantas utilizadas en la medicina tradicional peruana para el tratamiento de lesiones
infecciosas de la piel. La tabla 1 muestra el nombre cientifico, nombre popular, el nimero de
muestra (voucher) y actividad antifingica de los extractos etanodlicos de las plantas
seleccionadas.

Tabla 1. Actividades antifingicas in vitro de cuatro plantas peruanas

Diametro de inhibicion de

crecimiento (mm)"”

Especies de Familia Nombre Rendimiento C.a. S.s. T.m.
plantas (Voucher) comun de

(parte extraccion

usada) (%)
Calycophyllum Rubiaceae Capirona
spruceanum (IFV2511) (corteza) 22,7 0 0 18
(Benth.) Hook. f.
ex K. Schum.
Psidium Myrtaceae Guayaba
acutangulumDC. (IFV2509) de agua 12,6 22 22 29

(hojas)
Spondias mombin Anacardiaceae Ubos
L. (IFV2510) (corteza) 25,8 0 0 19
Thevetia Apocynaceae  Shacapa
peruviana(Pers.) (IFV2508) (hojas) 11,4 0 0 0
K. Schum
Controles
AnfotericinaB 31 0 31
(0.2 mg/ml)
DMSO 0 0 0

' C.a.: Candida albicans; S.s: Sporothrix schenckii; T.m.: Trichophyton mentagrophytes

En base a los resultados obtenidos, el extracto etanolico de las hojas de Psidium acutangulum
fue elegido para los estudios de fraccionamiento biodirigido, que condujo al aislamiento e
identificacion del compuesto 3'-formil-2',4',6'-trihidroxidihidrochalcona (figura 1). La tabla 2
muestra los valores de CMI de este compuesto contra de diversos hongos

Figura 1. 3'-formil-2', 4', 6'-trihidroxidihidrochalcona (1)
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Tabla 2. CIM del compuesto 1 contra diversos hongos

CIM (png/ml)

Microorganisnos 1 Anfotericima B Fluconazol
Candida glabrataCAP F-7 16 1 32
Candida albicans ATCC 90028 128 0,5 >64
Candida parapsilosisATCC 22019 512 0,5 2
Candida kruseiATCC 6928 64 1 16
Candida albicans ATCC 14053 128 0,5 >64
Cryptococcus neofomansATCC 3963 32 1 4
Sporothrix schenckii ISHEM 15503 32 8 64

El compuesto 1 fue aislado previamente de Psidium acutangulum, mostrando actividad contra
los hongos fitopatogenos Rhizoctonia solani y Helminthosporium teres.” En el presente
trabajo el compuesto 1 fue aislado a través de fraccionamiento bioguiado, evaluando las
fracciones obtenidas contra varios hongos patdogenos humanos. Interesantemente, el
compuesto 1 mostr6 actividad contra los hongos Candida glabrata 'y Sporothrix schenckii que
fue comparable a la del fluconazol.

CONCLUSIONES

El extracto etanolico de Psidium acutangulum mostr6 una buena actividad antifingica in vitro
frente a diversos hongos patdgenos humanos. Este hallazgo apoyaria el uso de esta plantaen la
medicina popular para el tratamiento de infecciones de la piel. Los estudios de
fraccionamiento bioguiado sobre el extracto etanodlico de P. acutangulum mostraron que la
actividad antifingica de dicha especie se debe principalmente a la 3'-formil-2',4',6'-
trihidroxidihidrochalcona.
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