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Resumen
La urgencia por encontrar nuevos antimicrobianos ha llevado a los cientificos a desarrollar
nuevas alternativas terapéuticas que permitan bajar la carga microbiana empleando
compuestos fotoactivos vegetales o extractos de alta fototoxicidad, esta técnica se llama
Inactivacion fotodinamica de microorganismos o PDI por sus siglas en ingles del término
Photodinamic Inactivation.
Por lo dicho, el objetivo principal de este trabajo es el de caracterizar plantas del género
Bidens cuyos metabolitos secundarios o0 extractos tengan un potencial fotoinactivante alto
sobre levaduras.
La caracterizacibn del género Bidens nos permitié identificar parametros macro- y
micrograficos cuali- y cuantitativos, aplicando métodos de estudio macro-/micromorfolégicos
y taxondémicos. Ademas se pudo determinar que el alto potencial fotoinactivante de extractos
de diferente polaridad de Bidens triplinervia var. macrantha, B. pilosa, B. subalternans var.
subalternans y B. subalternans var. simulans, sobre levaduras como Candida albicans,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei y Candida glabrata. Para tal fin, se
utilizé microdilucién en caldo con posterior exposicion a luz UVA.
También, a partir de los datos cromatograficos y espectroscopicos se pudo determinar que
el género Bidens contiene compuestos fotoactivos del tipo tiofénicos, poliacetilénicos o
moléculas combinadas con ambos sustituyentes. De lo observado se puede concluir que los
diferentes extractos de genero Bindes, presentan en su matriz, una mezcla de diferentes
compuestos fotoactivos capaces de fotosensibilizar eficientemente levaduras del tipo

Céandidas.

Palabras clave: Bidens kunt, Inactivaciéon Fotodinamica, Candida.
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Introduccién

El hallazgo de agentes antimicrobianos
novedosos se ha convertido en un objetivo
prioritario para el sistema cientifico, en
busca de nuevas alternativas terapéuticas
para la inactivacion de microorganismos
patégenos ante el registro cada vez mas
frecuente de resistencia a los agentes
guimicos tradicionales. Las infecciones
fungicas y bacterianas han aumentado
dramaticamente en las Ultimas décadas,
especialmente en pacientes
inmunodeprimidos (tratados con
guimioterapias, transplantes, SIDA, etc.).
La medicina ha hecho colosales esfuerzos
para lograr la sobrevida de los mismos,
pero lamentablemente un alto porcentaje
de ellos muere debido a infecciones
fangicas[] y/o bacterianas. Las drogas
disponibles para el tratamiento de micosis
superficiales o sistémicas exhiben una alta
toxicidad, producen recurrencia 0
conducen al desarrollo de resistencia por
parte de los agentes patdgenos['] , por lo
cual urge la necesidad de contar con
nuevos compuestos "lideres" mas eficaces
y seguros, transformandose en un grave
problema en la Salud Publica ya que limita
las opciones terapéuticas existentes. La
Inactivacion Fotodinamica (photodynamic
inactivation, PDI por sus siglas en ingles)

es una de las alternativas mas
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prometedoras, ya que se basa en la
administracion de un agente
fotosensibilizador (PS) que se acumula
preferencialmente en las  células
microbianas; la posterior irradiacién con
luz UV en presencia de oxigeno, produce
dafio celular en forma inespecifica,
ocasionando la  muerte de los
microorganismos, con muchas ventajas
frente a los tratamientos tradicionales,
tales como amplio espectro de accion,
baja probabilidad de generacién de cepas
fotoresistentes, minimo dafio a tejidos
sanos del hospedero, compatibilidad con
terapias convencionales, etc. La eficiencia
de la PDI depende de la efectividad de los
procesos oxidativos que ocurren durante
su aplicacion, que determinan la
destruccién de diferentes tipos de células.
El reto principal en el campo de la PDI es
obtener PS naturales que puedan ser
empleados en forma segura en la terapia
de diversas patologias de etiologia
microbiana. De las distintas fuentes a
partir de las cuales se pueden obtener PS
para PDI, los extractos y/o metabolitos
obtenidos de plantas constituyen una
valiosa materia prima, dada su alta
diversidad. Algunos PS extraidos de
plantas, por ejemplo, la clorofila y sus
derivados, han sido empleados en
tratamientos contra el cancer mediante
terapia fotodinamica [""V]. Otros PS
hallados en plantas son poliacetanilidas,

poliacetilenos, tiofenos, cumarinas7 y
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furanocumarinas

[v,vi]_

antraquinonas obtenidas de extractos de

Algunas
Hypericum perforatum (Hypericaceae)
fueron empleadas como PS naturales en
PDT involucrando la fotoinactivacion de

y
También se ha utilizado derivados de

[vii Vil ix x xi xii xiii
, .

bacterias hongos

porfirinas y poliméricos sobre Céandida
albicans y sobre Staphylococcus aureus y
[XiV,XV]. de

familia  Asteraceae

Escherichia coli Extractos
de

tinctorius L.,

especies la
(Carthamus
lancea (Thunb.) DC, Eclipta alba (L.),

Bidens

Atractylodes
pilosa L. y Chrysanthemum
L.)
fotoactividad frente a Candida albicans en
luz UV-A (320-400 nm)

debido a la presencia de compuestos

leucantheumun demostraron

presencia de

poliacetilenos y tiofénicos [] No obstante,
los estudios de productos naturales para
fotoinactivacion  microbiana son aun
escasos en el pais, por lo que el abordaje
de plantas medicinales nativas se torna
imprescindible para el hallazgo de nuevos
productos para PDT. De alli la importancia
del conocimiento de la diversidad de la
Flora argentina, en cuanto a las plantas

medicinales se refiere, que han sido y son

una importante fuente de
extractos/metabolitos bioactivos,
proporcionando una inestimable

oportunidad para el aislamiento de nuevas
moléculas antimicrobianas. La familia de
plantas Asteraceae es la de mayor

diversidad a nivel mundial, comprendiendo
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mas de 1.700 géneros y unas 30.000
especies distribuidas por todo el mundo
(excepto la Antartida), muchas de ellas
endémicas. En Argentina se encuentran
1.300 especies nativas, de las que 380
son endémicas []. En la regién centro-
oeste del pais habitan cerca de medio
millar de ellas, en buena parte con amplio
uso en la medicina popular para
afecciones de la piel como wvulnerarias,
antimicrobianas, antisépticas, entre otras,
lo que la hacen un interesante objeto de
estudio para la obtencién de PS naturales.
La tematica abordada es novedosa para
nuestro pais especialmente en el abordaje
de inactivacién fotodinamica en productos
naturales  (extractos/metabolitos) con
especial énfasis en establecer las bases
para que, en un futuro cercano, empresas
regionales puedan utilizar los productos
promisorios obtenidos, en la produccién
de medicamentos herbarios tdpicos, con
aplicaciones en diversas afecciones de la
piel  (particularmente acné, vitiligo,
psoriasis, etc.). Estudios realizados por
nuestro grupo de trabajo y resultados de
busquedas bibliograficas, mostraron que
las especies del genero Bidens tienen
escasos estudios previos, lo que la hacen

un interesante objetivo de estudio.

Objetivos
Llevar a cabo una exhaustiva busqueda
de metabolitos fotosensibilizantes (FS)

naturales en especies nativas del género
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Bidens Kunth (Heliantheae, Asteroideae,
Asteraceae) de la flora argentina, con uso
etnofarmacolégico y contribuir a la
caracterizacion microgréfica, fitoquimica y
determinacién de la actividad fototoxica
(antifangica y antibacteriana) de dichas
especies para potencial aplicacion en

Terapia Fotodinamica.

Materiales y Métodos
a) Seleccién de las especies vegetales:
durante la bioprospeccién se localizaron
las poblaciones naturales de especies del
genero Bidens y se colectaron partes
aéreas flores,

(hojas, frutos) vy

subterraneas (raices y rizomas). Los
voucher specimens fueron depositados en
el Herbario de la Universidad Nacional de

San Luis (UNSL). De cada especie y

poblacibn muestreada se consigno:
namero de registro, fecha, localidad,
georreferenciacion (GPS), estado

fenologico, condiciones climaticas vy
edaficas del sitio, parte/s recolectada/s,
informacioén etnobotanica y  otras
observaciones de campo, etc.

b) Preparacion de extractos y obtencién
de metabolitos fotosensibles: Las partes
aéreas y subterrdneas fueron secadas a
To
sucesivamente (96 h x3) a 25°C con Hex,
DCM, Eter, AcO y MeOH,

posteriormente y llevando a sequedad a

amb., molidas y extraidas

filtrando

presiébn reducida, obteniéndose los

extractos correspondientes. Se calculo el
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rendimiento porcentual respecto de cada
de De
los respectivos

material partida. estos se

obtuvieron espectros
ultravioleta (UVA). La actividad fototdxica
fue probada frente a C. albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida
krusei y Candida glabrata, ademas de ser
caracterizados por HPLC en fase reversa
determinandose los compuestos
mayoritarios.

b) Ensayo biol6gico: Microdilucién en
caldo: Se sigui6 el método recomendado
por NCCLS [xviii-xix]. Se utiliz6 un panel
de hongos estandarizados de American
Type Culture Collection (ATCC) y aislados
de CEREMIC de

Referencia Micoldgica, UNRosario). Se

clinicos (Centro

trabajé con C. albicans, utilizando los

inoculos cuantificados de acuerdo con los

lineamientos del CLSI. Se emplearon
microplacas estériles de 96 pocillos y el
medio de cultivo fue RPMI-1640,

tamponado a pH 7,0 + 0,1 con MOPS
[&cido3-(N-morfolino propano) sulfénico] a
una concentracion de 0,165 M y con el
PN. Se

ensayaron concentraciones desde 1000-

agregado de glucosa 10%

0,98 pg/mL para extractos. Los controles
positivos fueron diferentes antifingicos
comerciales y se realizaron los controles
de

metodologias, controles de viabilidad de

calidad recomendados por las

los in6culos (CC), de esterilidad de las

soluciones de los compuestos (CEC) y de

esterilidad del medio de cultivo (CE). Las
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determinaciones se realizaron  por
triplicado. Se obtuvieron las ClMig
(inhibicion total de crecimiento). También
la  Concentraciébn Fungicida Minima
(CFM), tomando alicuotas de 50 pL y
sembrandolas en placas de Petri
conteniendo medio Sabouraud-agar. Se
incubd por 24 h a 28 °C y se determino las
Unidades Formadoras de Colonias/mL
(UFC/mL) y se pudo definir la CFM como
la minima concentracién con UFC/mL = 0.
Una de las microplacas se irradié con luz
de una determinada longitud de onda por
1h previo a la incubacion, mientras que la
otra permaneci6 en oscuridad. Agquellos
compuestos que exhibieron actividad
solamente bajo irradiacién se

consideraron como FS.

Resultados y Discusion

a) Seleccion de las especies vegetales:
Durante la bioprospecciéon se localizé las
poblaciones naturales de las especies en
estudio. Se recolectaron partes aéreas
(hojas, flores, frutos) y subterraneas
(raices y rizomas) de Bidens triplinervia
Kunth var. macrantha (Wedd.) Sherff, B.
pilosa L., B. subalternans DC. var.
subalternans y B. subalternans DC. var.
simulans Sherff. Se procedié a identificar
las mismas mediante la metodologia
taxondmica clasica, a través del uso de
claves, descripciones e iconografia,
documentando las mismas y depositando
un ejemplar de herbario (voucher) de cada
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una en el Herbario de la Universidad
Nacional de San Luis (UNSL). De cada
especie y poblacion muestreada se
consigné: numero de registro, fecha,
(GPS),

informacién

localidad,  georreferenciacion

parte/s recolectada/s,
etnobotanica y otras observaciones de
campo, etc.

La caracterizacibn macromorfologica,
micromorfologica (Tabla 1) sumada a la
medicion de los pardmetros microgréficos
(Tabla 2); entre ellos n° de estomas,
indice de estomas, indice en empalizada,
n°® de islotes y n° de terminales de
nerviacion, permiten una clara
diferenciacion entre cada una de las
especies entre las especies estudiadas
del género Bidens fundamentales para
caracterizar dichas especies y asi
contribuir a un efectivo control de calidad
de las drogas crudas y medicamentos

herbarios que los contengan.
Tabla 1

PARAMETROS MICROMORFOLOGICOS

Ndmero de | Cortc coulinar | Tricomas | Endogermi | Drus | Canoles scorctores
estratos B as

paréngquima Onal
elorofiliana ato

Gatel

sidens pilosa 1 cuadrangular | 5 amilifera | + Canales en
epidermis superior

Bidens 12 hexagonal 6-7 amilifera + Canales en
subaltemnans epidermis superior
var.

subolternans

Bidens 1 cuadrangular | & = = Canales en
subaltemans epidermissuperior
var. simul tans

Bidens 2 -3 estratos de | Tercte 4-5 - - Canales en
triplinervia  var. | p.empalizada epidermis
macrantha superior-inferior

Tabla 2
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PARAMETROS MICROGRAFICOS ‘

ne de | ne de | indice de | indice de | indice de | N2 | Nede
estomas estomas estomas estomas empalizada de | termi
i i i i (Remp) islot | nales
superior inferior superior inferior es de

Bidens pilosa | 1,1+0,98 | 95+2,65 | 492 548 | 21.5 —31.7 [ 966 - 1583 |10 |6

Bidens 25+1,08 | 79:147 | 726-19,32 | 1424-20,72 | 9,02 - 11,18 | 7 5
subaiternans
var.

subalternans

Bidens 121,88 | 20,7 +2,7 | 21,9-29,46 | 27,99-37,57 | 5,05-6,40 ] 17
subalternan
s var.
simulans

Bidens 42 * 1, 1003 * | 11,66 19,64-33,284 [ 1,71- 2,70 | 7 12
triplinervia 03 2,35 18,28
var.

‘macrantha

b) Preparacion de extractos vy
obtencion de metabolitos fotosensibles
Preparacion de extractos y obtencion de
metabolitos fotoactivos: el material vegetal
seco molido y perfectamente pesado se
extrajo a T amb. Sucesivamente con
diclorometano (DCM), hexano (Hex), Eter
sulfurico (Etéreo), Acetato de Etilo (EtAc)
(MeOH),

posteriormente. Se llevd cada uno a

y metanol filtrando

sequedad a presion reducida,
obteniéndose los extractos
correspondientes. Se calculé el

rendimiento porcentual respecto de cada
material de partida.

Una vez obtenidos los extractos se
empleé cromatografia en placa TLC (por
sus siglas en inglés thin layer
chromatography) con el fin de encontrar
compuestos que pudieran fluorecentes al
ser irradiados con luz UV. Debido a que
se encontraron compuestos con estas
caracteristicas se procedi6 a la
determinacion de perfiles espectrales de
cada uno de los extractos mediante

Absorcion UV-Vis, encontrandose que los

\%
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Ext. AcEt y MeOH, porcién subterranea,
presentan las bandas caracteristicas de

los compuestos de interés.

10

08
— Ext. AcEt
Ext. MeOH

06

04}

\ 308 328

Absorbancia Normalizada

02

250 300 350 400 450 500
A (nm)

Figura 1. Espectros UV-Vis de extractos genero
Bidens.

Figura 2. Cromatografia HPLC-DAD de extractos
genero Bidens.

Empleando bioautografia, cromatografia
HPLC-DAD
(Figura 1 y Figura 2) se puede predecir

y espectroscopia UV-Vis

que los extractos estan constituidos
principalmente por un tipo de compuesto.
En funcion de los méaximos de
absorbancia y los tiempos de retencion
obtenidos suponemos que los metabolitos

constituyentes de los extractos pertenecen
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a la familia de compuestos tiofénicos,
poliacetilenos o moléculas conjugadas con

ambos grupos funcionales.

Para llevar acabo la bioautografia se

empleo en primera instancia
cromatografia en placa TLC (por sus
siglas en ingles thin layer
chromatography) usando de fase mouvil
Hexano: Acetato de Etilo en proporcion
80:20, una vez obtenida la corrida se
procedié a preparar un medio de cultivo
(peptona de carne, glucosa, agar agar y
rojo fenol) inoculando en el mismo
Céandida albicans (5X10E5). Posterior al
secado del mismo se vaporiza MTT

incubando 1h para poder llegar al

revelado de la misma

Figura 3. Tecnica TLC bajo irradiacion UVA de
extractos genero Bidens fotoactivos frente a
Candida.

Figura 4. Tecnica bioautografia posterior a

exposicion UVA, Porciones inhibidas de Candida

17, 18 y 19 de octubre de 2018

sobre placa TLC.

Se observa placa bajo irradiacion UVA
(Figura 3) vy bioautografia finalizada
(Figura 4) en donde se determind
claramente las porciones inhibidas sobre
la misma; presentando todos los
compuestos, unos mas claros que otros,
el mismo compuesto o mezcla de
compuestos con caracteristicas
fotoinactivante.

c) Determinacion de la actividad
biolégica de extractos de Bidens

Se realizo la tecnica de microdilucion en
caldo para determinar la acrtividad
fototoxica de los extractos frente C.
albicans (Figura 5), C. krusei (Figura 6), C.
parapsilosis (Figura 7), C. glabrata (Figura
8) y C. tropicalis (Figura 9). Las placas de
96 pocillos se inocularon por duplicado,
una fue irradiada mientras que la otra se
mantuvo en oscuridad. El resultado de
dicho estudio nos permitié asegurar que
los extractos tanto subterraneos asi como
Aéreos produjeron la inactivacion de esta
levadura a CIM variables dependiendo el
extracto asi como la levadura, irradiando
por 1 h.

Entendiéndose por CIM: minima
concentracion de compuestos que inhibe
el desarrollo fuangico y por CFM:

concentracion fungicida minima.
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2 Triplinerv g Eter
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3 oot Triplnery g o MeOH
20 ¢ i Eter 20 1
04 - < =g
Triplinery Subatemans
R 5{? oAt \«,@ PR Meon
Concentracion (ug/ml) Simulsns (ug/mi)
o™ o™
Candida albicans
Extracto CIM (ug/ml) CFM (ug/ml)
B. triplinervia DCM 31,25 31,25
B. triplinervia Hexano 15,62 3125
B. triplinervia Eter 31,25 31,25
B. triplinervia AcEt 15,62 15,62
B.s. simulans DCM 3125 31,25
B. Triplinervia MeOH 500 500
B.s. simulans Eter 500 1000
B. pilosa MeOH 500 1000
B. 5. subalternans 500 500
B. 5. subalternans 1000 1000

Figura 5. Representacién grafica % de inhibicion
Céandida albicans vs concentracién de extractos con
fotoactividad. Representacion CIM y CFM
correspondiente a cada extracto frente a Candida

albicans.
) e o !
120 1 Triplinervia Triplinervia
g 100 + MeOH . DCM
~@~8 Simulans -85
2 o1 Eter 2 Triplinervia
: 60 + i Hex
~#=B Pilosa e,
$ 0 MeOH ] Triplnervia
* 204 # g
——
o Subakeman s Triplinervia
\H‘?ﬁ 6\‘" '\"Q -&& _._iMeO" Q!’ \‘-”" "‘:\}‘, —e‘stt‘nuhns
¢ ion (ug/mi) Concentracion (ug/ml) o
$0CM |
Candida Krusei
Extracto CIM (ug/mi) CFM(ug/mi)
B. tnplinervia DCM 15,62 15,62
B. tiplinervia Hexano 78 15,62
B. triplinervia Eter 3125 3125
B. tplinervia AcEt 78 15,62
B. . subalternans DCM 31,25 31,25
B. tnplinervia MeOH 125 125
B.s. simulans Eter 500 500
B. pilosa MeOH 1000 1000
B. s subalternans MeOH 1000 1000
B.s. subalternans DCM 3525 3525

Figura 6. Representacion grafica % de inhibicion
Candida krusei vs concentracién de extractos con
fotoactividad. Representacion CIM 'y CFM
correspondiente a cada extracto frente a Candida
krusei.
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120 120
g 100 1 R —e-8.piosa e 100
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3 4 / I o || 39 4
* ns MeOH i T =i-s
0 - et 0 BT Triplinervia
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Cocentracion (ug/ml) Concentracion (ug/ml)
Candida parapsiiosis
Extracto CIM (ug/m) CFM (ug/mi)
B. triplinervia Hexano 3125 625
B. triplinervia AcEt 3125 625
B. pilosa MeOH 20 20
B. 5. subatternans MeOH 250 250
B. 5. subalternans DCM 125 126

Figura 7. Representacion grafica % de inhibicion
Candida parapsilosis vs concentracién de extractos
con fotoactividad. Representacion CIM y CFM
correspondiente a cada extracto frente a Candida
parapsilosis.
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nsOCM Concentracion (ug/mi)  Eter
Candida glabrata
Extracto CIM {ug/mi) CFM {ug/mi)
B. triplinervia DCM 3125 3125
B. triplinervia Hexano 325 325
B. triplinervia AcEt 156 156
B. s. smulans Eter 390 781
B. pilosa MeOH 1000 1000
B.s. subalternans MeOH 1000 1000
B. 5. subalternans DCM 1000 1000

Figura 8. Representacion gréfica % de inhibicion
Céndida glabrata vs concentracion de extractos con
fotoactividad.  Representacion CIM 'y CFM
correspondiente a cada extracto frente a Candida
glabrata.
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Concentracion (ug/ml)  Subaiternan Concentracion (ug/ml)  O¢M
sOCM
Candida tropicalis
Extracto CIM (ug/ml) CFM (ug/ml)
B. tnplnervia DCM 3125 3125
B. tnplinervia Hexano 781 156
B. tnplinervia Eter 781 15,6
B. tnplinervia AcEt 39 39
B. s. smulans DCM 781 781
B. tnplinervia MeOH 1000 1000
B. 5. simulans Eter 500 500
8. plosa MeOH 500 500
B. subalternans MeOH 500 500
B. 5. subalternans DCM 1000 1000

Figura 9. Representacion gréafica % de inhibicion
Céandida tropicalis vs concentracion de extractos
con fotoactividad. Representacion CIM y CFM
correspondiente a cada extracto frente a Candida
tropicalis.

Conclusiones

De lo observado se puede concluir que los
diferentes extractos de genero Bindes
presentan en su matriz una mezcla de
diferentes compuestos de los cuales uno,
poliacetilenos, tiene caracteristicas
fotoactivas. Al enfrentarlos con C.
albicans, C. Krusei, C. parapsilosis, C.
glabrata y C. tropicalis, estos producen
una inactivacién de los microorganismo.
Debido a todo esto, podemos considerar a
los extractos de genero Bindens como

potenciales anti fungicos fotoactivos.
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