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Resumen

Una de las estrategias alternativas utilizadas para encontrar nuevas moléculas bioactivas es investigar otros 
organismos que habitan en los biotopos, y se presta especial atención a las interacciones ambientales entre 
sí y las plantas que podrían producir aún una mayor cantidad de metabolitos secundarios. Dentro de estos 
microorganismos, los endófitos son considerados una importante fuente de nuevos metabolitos 
secundarios de explotación potencial para usos médicos, agrícolas o por otras áreas industriales. En este 
trabajo la investigación se centró en la búsqueda de compuestos bioactivos de Erythrina crista-galli 
infectada con un hongo endofítico. Se recolectaron muestras de E. crista-galli de los alrededores de la 
Provincia de Buenos Aires y de todas estas muestras se aisló e identificó al endófito como perteneciente 
al género Phomopsis. Se estudiaron las actividades antimicrobiana y antiinflamatoria de los extractos de 
E. crista-galli relacionadas con algunos de sus usos tradicionales. El extracto acetónico de las ramas 
jóvenes presentó actividad antibacteriana sobre Bacillus brevis y B. subtilis y antiinflamatoria in vivo (en 
edema de oreja de ratón) e in vitro (en macrófagos activados por lipopolisacáridos). Del extracto 
acetónico con actividad antimicrobiana se aislaron e identificaron dos compuestos, daidzeína y 
coumestrol, y se identificó genisteína por cromatografía contra testigos. La concentración inhibitoria 
mínima de daidzeína, coumestrol y genisteína frente a B. brevis fue de 137,81, 16,33 y 64,81 µM, 
respectivamente. En el extracto acetónico con actividad antiinflamatoria se identificaron, por 
cromatografía contra testigos, daidzeína, genisteína, coumestrol, biochanina A y formononetina. 
Genisteína, coumestrol y biochanina A presentaron una dosis efectiva 50, de 0,14, 0,54 y 0.75 μg/ml, 
respectivamente, en el modelo de edema en oreja de ratón. Para evaluar la influencia del endófito en el 
metabolismo secundario de E. crista-galli se obtuvieron plantines de cultivo. No se pudieron obtener 
plantines libres de hongo con los tratamientos aplicados. Se sobreinfectó un lote de plantines con 
Phomopsis sp. y se cuantificó su contenido de coumestrol (0,04 %) y daidzeína (0,05 %) en comparación 
con el de un grupo control (0,01 % y 0,02 %, respectivamente). Del extracto acetónico de los plantines 
sobreinfectados se aisló e identificó un glicósido de isorhamnetina.
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Las plantas medicinales constituyen el elemento 
inicial para el tratamiento primario de la salud y 
ocupan un lugar muy importante en algunas comu-
nidades en el mundo. En este sentido, los productos 
naturales sirvieron durante mucho tiempo para el 
alivio de enfermedades, aún sin conocer la naturaleza 
química de los compuestos bioactivos presentes en 
estas mezclas complejas. En la actualidad, se buscan 
nuevas moléculas bioactivas en otros organismos 
que habitan en los biotopos y se presta especial 
atención a las interacciones ambientales entre sí 
y las plantas que podrían producir aún una mayor 
cantidad de metabolitos secundarios.

Search for Bioactive Compounds from Erythrina Crista-galli Young Twigs 
Infected with Phomopsis sp.

Abstract

One of the alternative strategies currently used to find new bioactive molecules is to investigate other organ-
isms that inhabit in the biotopes. The environmental interactions between them and plants could produce 
more secondary metabolites. Within these microorganisms, endophytic fungi are considered an important 
source of new potential secondary metabolites for medicinal, agricultural or other industrial uses. The aim 
of this work was the search of bioactive compounds of medicinal plant infected with endophytic fungus. 
The research was focused in samples of E. crista-galli collected from the surroundings of the Buenos Aires 
Province. In all the samples, the endophytes belonging to the genus Phomopsis were isolated and identified. 
The antimicrobial and anti-inflammatory activities of E. crista-galli extracts related to some of their 
traditional uses were studied. Acetone extract showed antibacterial activity against Bacillus brevis and B. 
subtilis by disk diffusion assay and bioautography. In vivo (mouse ear edema) and in vitro (macrophages 
activated by lipopolysaccharides) anti-inflammatory activity was also found. From the acetone extract with 
antimicrobial activity two compounds, daidzein and coumestrol, were isolated and identified. Genistein 
was identified by chromatography against authentic sample. Minimum inhibitory concentration for 
daidzein, coumestrol and genistein, against B. brevis, were 137.81, 16.33 and 64.81 μM, respectively. 
Daidzein, coumestrol, genistein, formononetin and biochanin A were identified in the acetone extract with 
anti-inflammatory activity by chromatographic methods against standards. Genistein, coumestrol and 
biochanin A showed an ED50 of 0.14, 0.54 and 0.75 µg/ml, respectively, in the mouse ear edema model. In  
order to study the  influence exerted by the endophyte in the secondary metabolism of E. crista galli 
young twigs, seedlings were cultivated. No seedlings free from the endophyte could be obtained. A 
group of seedlings were sprayed with a spore Phomopsis suspension. Coumestrol (0.04 %) and daidzein 
(0.05 %) content of these seedlings was determined in comparison with a control group (0.01 % and 
0.02 %, respectively). An isorhamnetin glycoside was isolated and identified in the acetone extract of the 
over-infected seedlings.

Las plantas medicinales como productoras 
de metabolitos secundarios

	 Dentro de estos microorganismos los endófitos 
son considerados una fuente de nuevos metabolitos 
secundarios de explotación potencial para usos 
médicos y agrícolas, o por otras áreas industriales. 
Según Strobel (2003), la búsqueda de compuestos 
activos en organismos que crecen en ciertos biotopos 
es promisoria. Los organismos y sus biotopos están 
constantemente sometidos a cambios metabólicos e 
interacciones ambientales que producirían más me-
tabolitos secundarios. Los endófitos son microbios 
que habitan esos biotopos (las plantas superiores) 
por lo cual son considerados una fuente de nuevos 
metabolitos secundarios de explotación potencial.
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	 Existen sobre la tierra casi 300.000 especies, 
y cada planta individual hospeda, al menos, un 
endófito (Strobel y col., 2004). Como respaldo a 
esta idea se han aislado de los endófitos numerosos 
compuestos (que pertenecen a diferentes grupos quí-
micos: alcaloides, péptidos, esteroides, terpenoides, 
fenoles, quinonas y flavonoides) (Guo y col., 2008). 
Pestalotiopsis sp., Streptomyces sp. y Phomopsis sp. 
son los hongos endofíticos más comunes en cuanto 
a la producción de metabolitos antimicrobianos 
activos sobre Candida albicans, Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, Fusarium sp., Aspergillus 
sp. y Pyricularia oryzae.
	 Además, algunas plantas producen los mismos 
metabolitos que los hongos que las habitan. Tal es 
el caso del tejo, su principio activo, el paclitaxel, 
es también biosintetizado por la especie Taxomyces 
andreani, el hongo endofítico que lo habita (Staniek 
y col., 2009).
	 Dada la conocida capacidad de los hongos en-
dofíticos para sintetizar compuestos bioactivos que 
pueden proteger a su huésped del ataque de hongos 
patógenos y bacterias, es que algunos de estos 
productos naturales han despertado el interés de 
numerosos investigadores con el objeto de descubrir 
nuevas drogas líderes con un amplio espectro de ac-
tividades biológicas y con un alto nivel de diversidad 
estructural (Jalgaonwanay col., 2011; Staniek., 2008; 
Tenguriay col., 2011; Zhaoy col., 2012).
	 De modo que es posible promover la obtención 
de estos metabolitos secundarios por procesos bio-
tecnológicos a través del crecimiento de los endó-
fitos aislados de las plantas, en un medio de cultivo 
apropiado, de manera que le brinde las condiciones 
necesarias para desarrollarse como si estuviese co-
habitando la planta.
	 El género Erythrina está integrado por aproxima-
damente 130 especies, entre árboles y arbustos no 
volubles, con flores rojas a naranjas o anaranjadas 
(Araújo-Júnior y col., 2012; Zuloaga y col., 2008). 
Este género se caracteriza por tener un amplio rango 
de variación morfológica, una gran diversidad eco-
lógica y por ocupar una posición especial entre las 
Leguminosae, familia a la que pertenece, debido a 
la estructura de su flor.
	 En la Argentina, Erytrhina crista-galli es co-
nocida como “ceibo”, es una especie originaria de 
Sudamérica y endémica de la República Argentina 
(Figura 1). En el país, existen extensos ceibales en 
la zona del Delta del Tigre que proveen de una nota 

de color al paisaje isleño. Pero más importante aún, 
es que E. crista-galli es una especie medicinal, entre 
cuyos usos populares se puede destacar el empleo 
de la infusión de las hojas, la corteza y las flores 
como analgésico, antiinflamatorio, para la curación 
de heridas, antibiótico, astringente, anticoagulante, 
narcótico y sedante; también es utilizado como 
cicatrizante, desinfectante, antihemorroidal, antitu-
sivo y calmante (Burgstaller, 1984; Ratera y Ratera, 
1980; Saggese y Saggese, 1950; Hieronymus, 1882; 
González y col., 1928; Lahitte y col., 1999; Tous-
sarkissian, 1980).
	 En distintos extractos de diferentes partes de esta 
planta, como las hojas o la corteza, se han compro-
bado las actividades antimicrobiana, narcótica y 
sedante (Lahitte, 1998; Etcheverry y col., 2003) y 
se han aislado, entre sus metabolitos secundarios, 
compuestos fenólicos (Ingham y Markham, 1980; 
Mitscher y col., 1988; Imamura y col., 1981; Iinu-
ma y col., 1994; Tanaka y col., 1997) y compuestos 
nitrogenados (Maier y col., 1999; Pino-Rodríguez 
y Prieto-González, 2004; Soto-Hernández y col., 
2011).
	 En las últimas décadas, los hongos endofíticos 
han llamado la atención de numerosos investigado-
res, ya sea por el aporte como agente potencial de 
control biológico (dado por su doble rol fisiológi-
co-ecológico en el medio ambiente), o por tratarse 
de una interesante fuente de obtención de nuevos 
metabolitos secundarios con actividades biológi-
cas como herbicida, fungicida, antibacteriana y 
anticancerígena.
	 Vista la importancia de las interacciones hongo 
endofítico-plantas medicinales en la producción de 
metabolitos secundarios bioactivos, se generó un 

Figura 1.- Ejemplar de Erythrina crista-galli
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proyecto con el fin de buscar compuestos bioactivos 
de plantas medicinales argentinas infectadas con 
hongos endofíticos, que se enmarcó en un convenio 
de Cooperación Bilateral Científico Tecnológica 
entre la SECyT (ex Secretaria de Ciencia y Técnica, 
actual Ministerio de Ciencia y Tecnología e Inno-
vación Productiva de la República Argentina) y el 
Ministerio Federal de Educación e Investigación de 
la República de Alemania (Bundesministerium für 
Bildung und Forschung - BMBF��).

Desarrollo experimental

La especie Erythrina crista-galli fue seleccionada 
sobre la base de una combinación de criterios, el 
criterio etnomédico y la observación a campo de 
ciertas tumoraciones en la corteza y la aparición 
de unas marcas negruzcas en las ramas jóvenes de 
esta especie, que podrían estar relacionadas con la 
probable presencia de hongos endofíticos.
	 Se recolectaron muestras de E. crista-galli de 
los alrededores de la provincia de Buenos Aires 
(L: 34°32´54.27´´S, L: 58°26´22.83´´O), que se acon-
dicionaron y se dividieron en dos partes. Se obtuvie-
ron un total de 15 muestras iniciales. En la figura 2, se 
observa el perfil cromatográfico obtenido de análisis 
de los extractos acetónico de las muestras 1 a 15 de 
ceibo recolectadas. Una parte se utilizó para realizar 
el aislamiento e identificación de endófitos.
	 El aislamiento de los hongos endofíticos de las 
ramas jóvenes de Erythrina crista-galli se realizó de 
acuerdo con Filip y col. (2003), en tanto para su iden-
tificación, se utilizó la técnica descripta por Köpcke 

y col. (2002) y Weber y col. (2004). De todas las 
muestras se aisló e identificó al hongo endofítico como 
perteneciente al género Phomopsis. Demostró así ser 
selectivo para esta especie y su relación con la especie 
vegetal E. crista-galli podría encuadrarse como una 
relación huésped-preferencia, que indica la aparición 
de un hongo endofítico en un huésped en particular.
	 Visto que la contraparte alemana se abocó al 
estudio de los metabolitos producidos por los endó-
fitos (Weber y col., 2004; 2005), nuestro aporte al 
proyecto de su investigación tuvo como objetivo la 
determinación de las actividades biológicas de los 
extractos de E. crista-galli, como las actividades 
antimicrobiana y antiinflamatoria; el aislamiento 
e identificación de los metabolitos responsables 
de esas actividades, y comprobar la influencia que 
ejercería la presencia del endófito en el metabolismo 
secundario de la especie.
	 En primer término, se planteó aislar, por frac-
cionamiento bioguiado de los extractos orgánicos 
de las ramas jóvenes de E. crista-galli, e identificar 
los compuestos responsables de las bioactividades 
en estudio. En una segunda etapa, se planteó obte-
ner plantas de cultivo de E. crista-galli infectadas 
y no infectadas con Phomopsis sp., que permitieran 
determinar la influencia ejercida por la presencia del 
endófito en el metabolismo de la especie vegetal, 
en particular en cuanto a los compuestos bioactivos 
aislados. Se realizaron extractos de las muestras de 
ceibo recolectadas de distintas procedencias. Los 
perfiles cromatográficos obtenidos de los extractos 
de las ramas jóvenes, demostraron la presencia de 
compuestos fenólicos en todas las muestras y una 
composición cuali-semicuantativa similar entre sí.
	 Para evaluar la composición química de las ramas 
jóvenes de E. crista- galli se realizó una marcha fito-
química. Esta técnica consistió en la obtención de un 
extracto metanólico, realizado a partir de las ramas 
jóvenes, de acuerdo con los lineamientos planteados 
por Rondina y Coussio (1969). Posteriormente se 
aplicaron diferentes reacciones químicas en cada 
una de las fracciones que permitieron realizar la 
caracterización preliminar de los grupos fitoquími-
cos presentes. Con los resultados obtenidos se pudo 
establecer la presencia de compuestos fenólicos, 
flavonoides, esteroides, alcaloides y saponinas en 
esta especie.
	 Este tipo de compuestos son característicos 
del género Erythrina según diversos antecedentes 
presentados por Mbafor y col. (1997); Ingham y 

Figura 2.- Perfil cromatográfico tipo del extracto acetóni-
co de Erythrina crista-galli recolectada en los alrededores 
de Buenos Aires
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Markham (1980); Iinuma y col. (1994); Pino-Ro-
dríguez y Prieto-González (2004); Rahman y col. 
(2007); Nkengfack y col. (1997); Tanaka y col. 
(1997); Wanjala y Majinda (2000); Soto-Hernández 
y Jackson (1994); Waffo y col. (2006); Yenesew y 
col. (2000); Dagne y col. (1993); Jang y col. (2008); 
El-Masry y col. (2002).
	 En el estudio preliminar de actividades biológicas 
que se realizó con los extractos de E. crista-galli, la 
selección de los bioensayos se basó en algunos de los 
usos etnomédicos (Toursarkissian, 1980); razón por 
la que se procedió a realizar el estudio de las activi-
dades antibacteriana, antifúngica y antiinflamatoria 
tanto in vitro como in vivo, y se prepararon dos tipos 
de extractos, uno acetónico y otro, metanólico, de 
cada una de las muestras recolectadas. En tanto, para 
la evaluación de la actividad tripanocida, se prepara-
ron tres extractos, un extracto diclorometánico, uno 
acetónico y uno metanólico de las ramas jóvenes de 
E. crista-galli.

Para el estudio de la actividad antimicrobiana de
los extractos de E. crista-galli se utilizó el método de 
difusión en medio sólido (DMS) de acuerdo con lo 
planteado por Kupka y col. (1979) frente a bacterias 
Gram + y Gram -, y una serie de hongos patógenos 
no endofíticos. Se observó que el extracto acetónico 
de las ramas jóvenes (CRJ-13A) fue el que inhibió 
el crecimiento de Bacillus brevis y B. subtilis, por 
lo que CRJ-13A fue seleccionado para realizar el 
fraccionamiento guiado por bioensayo y continuar 
con el estudio de la actividad antibacteriana.
	 Los resultados obtenidos constituyen el primer 
informe de la actividad antibacteriana del extracto 
acetónico de las ramas jóvenes de Erythrina crista-
galli sobre Bacillus subtilis y B. brevis, si bien exis-
ten algunos antecedentes de actividad antifúngica en 
el género Erythrina (Portillo y col. 2001; Queiroz y 
col., 2002). Ni el extracto metanólico ni el extracto 
acetónico del ceibo dieron resultados positivos en 
los ensayos realizados.
	 Otro estudio incluido dentro del estudio prelimi-
nar de actividades biológicas de E. crista-galli fue la 
evaluación de la actividad tripanocida in vitro, sobre 
epimastigotes de T. cruzi, de los extractos obtenidos 
con las ramas jóvenes. Este hecho se fundamentó en 
el hallazgo en la bibliografía de la acción tripanocida 
de ciertas especies del género Erythrina (Graça de-
Sousa y col., 2011). Se utilizó la metodología del 
recuento de parásitos por conteo directo en cámara de 
Neubauer (Chiari y Camargo, 1984). Sin embargo, 

ninguno de los extractos ensayados presentó valores 
de inhibición del crecimiento de los epimastigotes, 
a las 72 h, superiores al 30 %, aún a la concentra-
ción de trabajo más alta (100 µg/ml), por lo que se 
descartó continuar con el estudio de esta actividad.
	 También se incluyó la determinación de la activi-
dad antiinflamatoria, dado que el uso de esta especie 
como antiinflamatorio local (para la cicatrización de 
heridas, llagas y fístulas) es uno de los más popu-
larmente conocidos. En la evaluación esta actividad 
de los extractos de E. crista-galli se utilizaron dos 
modelos: in vivo (edema auricular en ratón indu-
cido por TPA) e in vitro (producción de TNF-α en 
macrófagos activados por lipopolisacáridos (LPS)). 
En el estudio de la actividad antiinflamatoria de los 
extractos acetónico (CRJ-13A) y metanólico (CRJ-
13M) de las ramas jóvenes de E. crista-galli en un 
modelo in vivo se determinó la inhibición del edema 
de la oreja de ratón frente a la presencia del agente 
químico 12-O-tetradecanoil forbol-13 acetato (TPA) 
según la técnica descripta por Carslon y col. (1985). 
El extracto CRJ-13A disminuyó el edema auricular 
en ratón en tanto el extracto CRJ-13M no produjo 
una inhibición significativa del edema, respecto a la 
indometacina. Este modelo permite determinar una 
acción antiinflamatoria en el nivel tópico, ya que 
permite observar cómo el TPA causa inflamación 
aumentando la permeabilidad vascular (Rubinchik 
y Pasetka, 2010).
	 En el ensayo de actividad antiinflamatoria in 
vitro en el modelo donde se evaluó la producción de 
TNF en macrófagos activados por LPS, el extracto 
CRJ-13A disminuyó la producción de esta citoquina 
proinflamatoria, mientras que en el ensayo donde 
se estudió la producción de IL-10, el extracto CRJ-
13A no afectó la producción de esta citoquina. Por 
lo tanto, en las condiciones ensayadas, el extracto 
acetónico de las ramas jóvenes de E. crista-galli, 
CRJ-13A, demostró tener actividad antiinflamatoria 
in vivo e in vitro.
	 En todo proceso de investigación de las plan-
tas medicinales, luego del ensayo preliminar de 
determinación de actividad biológica es necesario 
fraccionar el extracto activo. Una de las estrategias 
empleadas es el fraccionamiento guiado por bioen-
sayo (Muschietti y col., 2012; Cordell, 2000). Esta 
metodología permite detectar las fracciones activas 
para luego continuar con las etapas de purificación 
que conduzcan finalmente al aislamiento de los com-
puestos responsables de la actividad presentada por el 
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extracto inicial. En vistas de que el extracto CRJ-13A 
disminuyó el crecimiento microbiano de B. brevis y 
B. subtilis con el método DMS, es que se determinó
continuar con el fraccionamiento guiado por bioen-
sayo de la actividad antibacteriana de este extracto.
Se realizaron además bioautografías de las fracciones
y subfracciones obtenidas frente a B. brevis, con el
fin de identificar, para luego aislar, los compuestos
responsables de la actividad antibacteriana.

La bioautografía es una técnica rápida y sencilla 
en la cual una cromatografía en capa delgada (TLC) 
de la muestra (adecuadamente corrida en un sistema 
cromatográfico) se pone en una placa de Petri con me-
dio de cultivo enriquecido con los microorganismos 
de interés. Esto permite tener una aproximación de si 
uno o varios metabolitos que componen la fracción, 
son los responsables de la actividad de la muestra.

El extracto CRJ-13A fue fraccionado en una 
columna de cromatografía abierta empacada (CC) 
con silicagel 60, como fase estacionaria, eluida 
con solventes de polaridad creciente: ciclohexano, 
AcOEt, acetona, MeOH y sus mezclas. Del fraccio-
namiento del extracto activo CRJ-13A se obtuvieron 
7 fracciones. De acuerdo con el análisis cromatográ-
fico realizado por TLC de las fracciones, CRJ-13A 
F I a VII, se observaron bandas al UV, que por las 
características de color amarillo al revelado con el 
reactivo NPR, podrían tratarse de compuestos de 
naturaleza flavonoides.

Las 7 fracciones obtenidas fueron sometidas a la 
determinación de la actividad antimicrobiana con 
el método DMS. Las fracciones CRJ-13A F III, F 
IV y F V fueron activas. Las fracciones F III y FIV 
inhibieron el crecimiento de B. brevis y B. subtilis, 

en el método DMS. La fracción FIV también inhibió 
el crecimiento de Sarcina lutea y presentó activi-
dad antifúngica al inhibir el crecimiento del hongo 
Penicillium notatum.
	 En cuanto a la fracción F V presentó actividad 
antifúngica frente a Mucor miehei, y actividad 
antibacteriana frente a B. brevis. Paralelamente se 
realizaron las bioautografías de las 7 fracciones. Para 
la separación de las fracciones CRJ-13A FI a F VII, 
se seleccionaron dos sistemas cromatográficos (SC). 
Para las fracciones F I a F IV se seleccionó FE Silica-
gel 60 F254 / CHx:AcOEt (7:3) y para las fracciones 
F IV y F VII el sistema óptimo fue FE Silicagel 60 
F254/ Ciclohx:AcOEt (1:1). Como resultado de la 
bioautografía se determinó que la fracción CRJ-13A 
F IV, presentaba diversas bandas, de un color violeta 
intenso con el revelado al UV (a 254 nm).
	 Estas bandas inhibieron el crecimiento de B. brevis 
en los dos sistemas cromatográficos ensayados. Se 
continuó con la purificación de la fracción CRJ-
13A F IV mediante una CC cuya FM seleccionada 
fue Sephadex LH 20, y se eluyó con una mezcla de 
dos solventes, CH2Cl2 y MeOH. Se obtuvieron 100 
subfracciones, que de acuerdo con el perfil cromato-
gráfico observado por TLC fueron reunidas en 22 frac-
ciones y se reservaron para continuar con el estudio 
de actividad antibacteriana. De las 22 subfracciones, 
8 dieron actividad con el método DMS frente a B. 
brevis, B. subtilis y Staphylococcus aureus. En cuanto 
al ensayo de bioautografía, se observó una inhibición 
del crecimiento de B. brevis frente a la subfracción 
CRJ-13A F IV (13). De esta fracción, dos bandas 
evidenciaron inhibición del crecimiento microbiano, 
con Rf de 0,66 y 0,80, respectivamente (Figura 3).

Figura 3.- Esquema de la bioautografía de las fracciones CRJ-13A IV. A: CRJ-13A IV en el sistema cromatográfico 
Nº 1 y 4. B: CRJ-13 IV (13)
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	 Para aislar los compuestos activos de la fracción 
CRJ-13A F IV (13), se utilizó cromatografía líquida 
de alta resolución (HPLC) (Figura 4). La columna 
utilizada fue una SP C18 (250 mm x 10 mm, Nu-
cleosil 100-7) y se usó una fase móvil (FM) binaria 
compuesta por H2O, ACN en gradiente con un flujo 
de 4 ml/min y se inyectaron 100 µl de muestra. La 
detección se realizó utilizando un detector UV/DAD 
a longitudes de onda de 210 nm, 280 nm y 330 nm. 
Cada corrida cromatográfica se desarrolló en 60 min, 
y se recolectaron fracciones cada 5 a 10 min. Se ob-
tuvieron 7 fracciones, CRJ-13A F IV (13) A a G.

fueron separados por HPLC/DAD con una columna 
SP C18 y una FM binaria (H2O: MeOH) en gradiente a 
un flujo 2,5 ml/min y se inyectó 100 µl. Las longitu-
des de onda de trabajo fueron de 210, 280 y 330 nm. 
Se recolectaron 3 fracciones; de la fracción CRJ-13A 
F IV (13) DII [2] se aisló el compuesto B.
	 Paralelamente la fracción CRJ-13A F IV (13) E, 
también se purificó por la técnica de HPLC/DAD 
semipreparativa en una SP C18 y se usó una FM 
compuesta por un gradiente de solventes formado 
por H2O y MeOH. La elución se realizó con un flujo 
2,5 ml/min y se inyectaron 100 µl de la fracción ac-
tiva. La detección se realizó a las longitudes de onda 
de trabajo de 210, 280 y 330 nm. Se recolectaron 3 
subfracciones, CRJ-13A F IV (13) E [I a III].
	 Se evaluó la actividad antibacteriana frente a B. 
brevis por el método DMS de las subfracciones a 
10 µg/µl. La fracción CRJ-13A F IV (13) E II inhi-
bió el crecimiento de B. brevis significativamente, 
respecto a la penicilina. En la fracción CRJ-13A F 
IV (13) E [II], se observó la presencia de dos picos 
(uno mayoritario, y otro, visiblemente menor) que 
componían el perfil cromatográfico, cuyos respec-
tivos espectros eran bien diferenciados. El pico 
mayoritario de la fracción CRJ-13A F IV (13) E [II] 
se purificó por medio de HPLC/DAD, utilizando el 
sistema cromatográfico mencionado y se obtuvieron 
3 subfracciones, CRJ-13A F IV (13) E [II] (1-3).De 
la subfracción CRJ-13A F IV (13) E [II] (2) se aisló 
el compuesto C.
	 En la fracción CRJ13-A F IV (13) E se determi-
nó la presencia del compuesto D por HPLC/DAD, 
correspondiente al pico minoritario de la fracción 
en análisis y por TLC, contra un testigo auténtico, 
identificándolo como genisteína. Los compuestos 
aislados fueron ensayados por el método DMS frente 
a B. brevis. Los compuestos B, C y D presentaron 
halos de inhibición del crecimiento bacteriano de: 
8,5, 17,0 y 20,0 mm, respectivamente. En la Figura 5, 
se observa el esquema de fraccionamiento bioguiado 
del extracto acetónico de E. crista-galli.
	 Para determinar la identidad de los compuestos 
se procedió a correr los espectros UV, IR, MS y 
1H-RMN. De acuerdo con el análisis de los datos 
espectroscópicos para los compuestos B, C y D con 
actividad antimicrobiana, se desprendió que estos 
compuestos presentan los máximos de absorción 
UV típicos de los compuestos flavonoides. Así se 
pudo identificar al compuesto B como la 7,4´-dihi-
droxiisoflavona o daidzeina (Figura 6). Los datos 

Figura 4.- Fraccionamiento por HPLC/DAD de la frac-
ción CRJ-13A F IV (13)

	 El seguimiento de la actividad antibacteriana de 
las 7 fracciones obtenidas se realizó según el método 
DMS frente a B. brevis. Las fracciones CRJ-13A 
F IV (13) D y E demostraron tener un claro efecto 
antimicrobiano, con halos de inhibición del creci-
miento bacteriano de 14 y 13 mm, respectivamente. 
Se continuó con la purificación de ambas fracciones, 
CRJ-13A F IV (13) D y E. Para la purificación de la 
fracción CRJ-13A F IV (13) D por HPLC se utilizó 
una columna SP C18 y una FM binaria (H2O: ACN) 
en gradiente a un flujo de 4 ml/min y se inyectaron 
100 µl de la muestra. Las longitudes de onda de 
trabajo fueron 210, 280 y 330 nm. Se recolectaron 
manualmente 4 eluatos, rotulados CRJ-13A F IV (13) 
D [I a IV].
	 Se evaluó la actividad antibacteriana frente a B. 
brevis por el método de DMS. La fracción CRJ-13A 
F IV (13) D II inhibió el crecimiento de B. brevis 
significativamente, respecto a la penicilina. En el 
análisis por HPLC de la fracción activa CRJ-13A F 
IV (13) D [II] se observó la presencia de dos picos, 
el de tr 17,8 min claramente mayoritario. Estos picos 
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espectroscópicos obtenidos coincidieron con la 
información aportada por la bibliografía (Chang y 
Nair, 1995; Nkengfack y col., 2000; Kanabuko y 
col., 2001).
	 De acuerdo con el análisis realizado de los datos 
espectroscópicos obtenidos por HPLC/MS/UV, los 
espectros UV y los espectros IR, 1H RMN y MS, se 
pudo identificar al compuesto C como 3, 9-dihidroxi-
6-benzofurano [3, 2-C] cromenona o coumestrol
(Figura 6). Los datos de los espectros UV, RMN y de
MS se corresponden exactamente con los publicados
por Bickoff y col. (1969), Durango y col. (2002) y
Hong y col. (2011).

El pico minoritario de la fracción CRJ-13A F IV 
(13) E (II), denominado compuesto D, presentó por
HPLC/DAD un espectro UV con un pico máximo a
260 nm, que se correspondía con una isoflavona. Se
realizó la identificación del compuesto D como el 4´
5, 7-trihidroxiisoflavona o genisteína por HPLC/DAD
en 3 sistemas cromatográficos adecuadamente desa-
rrollados y seleccionados para ese fin (Figura 6).

	 Una vez identificados los compuestos B, C y D, 
como daidzeína, coumestrol y genisteína, respecti-
vamente, y habiéndose determinado que estos com-
puestos son activos frente a B. brevis, se procedió a 
evaluar su actividad antimicrobiana frente a B. brevis 
por el método de dilución seriada y con el objetivo de 
determinar las concentraciones inhibitorias mínimas 
(CIM) frente a este microorganismo.
	 Los resultados obtenidos de las CIM fueron de 
137,81, 16,33 y 64,81 μM, para los compuestos 
daidzeína, coumestrol y genisteína, respectivamente. 
Daidzeína (Juma y Majinda, 2006) y genisteína ya 
habían sido informadas como activas frente a otros 
microorganismos (Dastidar y col., 2004). Coumes-
trol fue el compuesto que presentó mayor actividad 
frente a B. brevis y es la primera vez que se informa 
su actividad antibacteriana.
	 Se aislaron otros compuestos del extracto CRJ-
13A de Erythrina crista-galli. De la fracción FI 
precipitó el compuesto A, en tanto de la fracción 
activa F IV se obtuvo el compuesto E. En ambos ca-
sos los compuestos aislados carecieron de actividad 
antimicrobiana. El compuesto A se identificó como 
el n-nonacosano (Figura 7) por espectrofotometría 

Figura 5.- Fraccionamiento guiado por bioensayo del 
extracto acetónico de Erythrina crista-galli

Figura 6.- Compuestos identificados en el extracto ace-
tónico de Erythrina crista-galli

A: Daidzeína (compuesto B), B: Coumestrol (compuesto 
C), C: Genistína (compuesto D).
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IR y GC/FID/MS, mientras que el compuesto E se 
identificó como luteína (Figura 7) por comparación 
en la base de datos del equipo (Agilent ChemStore 
C/S database).

	 En este caso se midió el IFN γ, que es una ci-
toquina pleiotrópica que regula muchas funciones 
celulares diferentes. En el segundo modelo de 
Reporter Gene Assay, se empleó la línea celular 
JURKAT, en la cual se determinó la producción 
de pro-TNF, citoquina pro-inflamatoria y sustrato 
a partir del cual se escinde el TNF α medido en las 
condiciones del ensayo. Las fracciones CRJ-15A F 
IV y VI disminuyeron la producción de TNF en el 
ensayo Reporter Gene; en tanto que, en la fracción 
CRJ-15A F V la actividad observada no fue dosis 
dependiente. Estas fracciones activas (F IV, F V y 
F VI) demostraron efectividad a 200 μg/ml sin verse 
afectada la viabilidad celular.
	 En la evaluación de la producción de IFN-γ, las 
fracciones CRJ-15A F IV, F V y F VI resultaron ac-
tivas a 200 y 100 μg/ml, con una citotoxicidad dosis 
dependiente (valores entre 75 % y 100 % de cito-
toxicidad). Se evaluó la actividad antiinflamatoria in 
vivo de las fracciones CRJ-15A F I - VI mediante el 
ensayo de edema en oreja de ratón inducido por TPA. 
De las fracciones ensayadas, las muestras que pre-
sentaron una disminución del edema auricular fueron 
CRJ-15A F IV y F V, con valores de inhibición de la 
inflamación de 80,8 % y 71,2 %, respectivamente.
	D el análisis cualitativo por HPLC/DAD de las 
fracciones que presentaron actividad antiinflama-
toria in vitro e in vitro, se desprendió que las frac-
ciones CRJ-15A F III, F IV y F V presentaban el 
mismo perfil cromatográfico. En la determinación 
de la actividad antiinflamatoria in vivo y en los dos 
modelos de evaluación in vitro, la fracción CRJ-15A 
FIV, fue la más activa. En el perfil cromatográfico de 
esta fracción se observó la presencia mayoritaria de 
compuestos polifenólicos, más precisamente del tipo 
isoflavonoide, por los colores violeta de las bandas 
observadas a la luz UV de 366 nm en la TLC y por 
la presencia de picos, con máximos de absorción al 
UV característicos para este tipo de compuestos en 
el espectro obtenido por HPLC/DAD. Genisteína, 
daidzeína y coumestrol pertenecen a un grupo de 
compuestos fenólicos conocido como “isoflavonas 
de la soja”, presentes en Glycine max y otras Le-
guminosas (Yu y col., 2003). También se decidió 
investigar en la fracción activa CRJ-15A FIV, la 
presencia otras isoflavonas, como la biochanina A 
y la formononetina, relacionadas biosintéticamente 
con las isoflavonas de la soja. Finalmente, en esta 
fracción, se identificaron por HPLC/DAD contra 
muestras auténticas los compuestos F, G y H como 

	 Para el seguimiento del estudio de la actividad 
antiinflamatoria de los extractos de las ramas jóve-
nes de esta especie, se realizó un fraccionamiento 
bioguiado del extracto acetónico de E. crista-galli 
(CRJ-15A). El extracto activo fue purificado por CC, 
en condiciones similares a las empleadas en el frac-
cionamiento guiado por la actividad antimicrobiana. 
Se obtuvieron 6 fracciones (CRJ-15A F I a VI). 
Estas fracciones fueron evaluadas en su actividad 
antiinflamatoria in vitro e in vivo.
	 En este punto se incluyó, para el estudio de la 
actividad antiinflamatoria in vitro de las fraccio-
nes, además del ensayo de producción de TNF en 
macrófagos activados por lipopolisacáridos (LPS), 
el ensayo denominado Reporter Gene Assays, utili-
zando a su vez dos líneas celulares (Erkel, 2000).
	 En la evaluación de la actividad antiinflamatoria 
de las fracciones CRJ-15A F I a VI en el modelo in 
vitro en macrófagos activados por LPS, la fracción 
CRJ-15A F IV demostró una clara inhibición de la 
producción de TNF- α a 25 y 12.5 μg/ml, mientras 
que en las fracciones CRJ-15A F III, V y VI sola-
mente se observó una disminución de la producción 
de TNF a la concentración más baja ensayada (12,5 
μg/ml). Se define como “gen reportero”, a un gen 
que codifica para una proteína con un fenotipo, fá-
cilmente medible y distinguible. De modo que, en 
la determinación de la actividad antiinflamatoria in 
vitro de las fracciones de CRJ-15A se utilizaron dos 
modelos en el Reporter Gene Assay. Por un lado, un 
modelo con la línea celular HELA S3, para evaluar 
la producción del interferón γ (IFN) en la secuencia 
GAS (secuencia activada del IFN γ) / ISRE (elemen-
to de respuesta al IFN γ estimulado).

Figura 7.- Estructura de los compuestos A y E, aislados 
del extracto acetónico de Erytrhina crista-galli

A: n-nonactosano. B: Luteína
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daidzeína, genisteína y coumestrol, y además, los 
compuestos I y J como las isoflavonas biochanina 
A y formononetina, respectivamente.
	 Se ensayaron los efectos de la genisteína, 
coumestrol, daidzeína y biochanina A en el ensayo 
de edema auricular en ratón inducido por TPA. Se 
realizó una curva dosis-respuesta para cada com-
puesto entre 0,03 y 1,0 μg/ml. De esta curva fue 
posible calcular la dosis efectiva 50 (DE50) de cada 
uno de los compuestos, que permitió comparar su 
actividad antiinflamatoria tópica .
	 La genisteína presentó una DE50 de 0,14 μg/ml, 
mientras que para el coumestrol la DE50 fue de 0,54 
μg/ml y para la biochanina A de 0,75 μg/ml. La 
daidzeína no disminuyó la inflamación inducida por 
TPA a las concentraciones ensayadas.
	 En vista de la elevada citotoxicidad observada 
para las fracciones CRJ-15A F I a VI en el ensayo 
de la producción de TNF en macrófagos activos por 
LPS, y la estrecha relación entre este marcador de 
la inflamación y la génesis del cáncer, se ensayó la 
citotoxicidad de las mismas fracciones sobre dos 
líneas celulares humanas: L1210 (leucemia linfocí-
tica) y Colo320 (carcinoma de colon).
	 De las fracciones ensayadas, CRJ-15A F IV 
presentó actividad frente a L1210 a todas las 
concentraciones estudiadas; se observó un 20 % 
de viabilidad celular para la concentración de 25 
μg/ml, y del 75 % a las concentraciones de 50 y 100 
μg/ml. Mientras que en la línea celular Colo320, 
la misma fracción, CRJ-15A F IV, solo presentó 
un 20 % de inhibición de crecimiento celular a 
la concentración más alta ensayada (100 μg/ml). 
En la fracción CRJ-15A F IV fueron identificados 
genisteína, daidzeína, coumestrol, biochanina A y 
formononetina. La presencia de estos compuestos 
podría justificar la actividad citotóxica sobre las 
líneas celulares L1210 y Colo320;se encuentra 
en la bibliografía abundante documentación de 
la citotoxicidad de estas isoflavonas en distintas 
líneas celulares (Dixon y Ferreira, 2002; Duan y 
col., 2003; Mense y col., 2008; Patisaul y Jefferson, 
2010; Boersma y col., 2001; Hwang y col., 2009; Li 
y col., 2005b; Banerjee y col, 2008; Guar y Bhatia, 
2009; Gupta y col,. 2011; Kole y col., 2011).
	 Para determinar si había metabolitos en común 
entre el hongo endofítico Phomopsis sp. y la especie 
E. crista-galli, se realizaron extractos AcOEt, ambos
obtenidos en las mismas condiciones experimenta-
les, tanto del hongo como de las ramas jóvenes y

viejas de E. crista-galli. Se realizó una comparación 
de la composición cualitativa de estos extractos, a 
partir del análisis de los perfiles cromatográficos por 
HPLC/DAD, comparando los tiempos de retención 
de los picos obtenidos (Tr) y sus respectivos espec-
tros ultravioletas (UV).
	 Se analizaron tres extractos obtenidos a partir del 
micelio del endofíto recogido de distintas muestras 
de E. crista-galli: E02011, E01094 y E01105. En el 
perfil cromatográfico por HPLC/DAD de los extrac-
tos obtenidos a partir de los micelios de Phomopsis 
sp., se pudieron identificar los siguientes metabo-
litos por comparación de sus tr y sus respectivos 
espectros UV, con los datos publicados por Weber 
y col. (2004; 2005): E02011: phomopiranol, tirosol 
y clavatol; E01094: tirosol, clavatol, phomopiranol, 
melleína; E01105: tirosol, clavatol, ácido 4 - (2, 3 
- dihidroxipropoxi) benzoico, 4-hidroximelleína,
phomol, nectriapirona, melleína, scytalona.

De la observación del perfil cromatográfico por 
HPLC/DAD de los extractos AcOEt de CRJ y CRV, 
se dedujo que ambos extractos tienen una composi-
ción química similar caracterizada por la presencia 
de compuestos de naturaleza flavonoide. Tanto en 
los extractos de CRJ como CRV fueron identificados: 
genisteína, daidzeína, coumestrol y biochanina A, 
por comparación con sustancias de referencia. En 
el extracto AcOEt de CRV se observó además, un 
pico que fue identificado como scytalona, metabolito 
presente en el extracto AcOEt del hongo.

Si bien existe documentación de que genisteína 
y daidzeína han sido aisladas de una especie de 
un hongo endofítico, Rahnella aqualtilis (Hsieh 
y col., 2009), no se detectaron en los extractos de 
Phomopsis sp. ninguno de los compuestos identifi-
cados en las ramas jóvenes de E. crista-galli.

Con el fin de evaluar la influencia del hongo en-
dofítico Phomopsis sp. en el metabolismo secundario 
de E. crista-galli se decidió cultivar plantines de esta 
especie bajo diferentes condiciones, para obtener 
plantines infectados y no infectados con este hongo 
(Figura 8). Las semillas utilizadas en la germina-
ción para la obtención de los plantines, se tomaron 
a partir de los especímenes utilizados durante la 
primera etapa de este trabajo para el aislamiento de 
los compuestos bioactivos de E. crista-galli.
	 Para la obtención de los plantines de ceibo, se 
buscó imitar las condiciones de crecimiento vege-
tativo de los ejemplares silvestres. Se utilizó tierra 
de la zona de El Tigre, lugar donde existen extensos 
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endofíticos puede ocurrir por transmisión horizon-
tal (cuando la esporulación se ve enriquecida por 
el accionar del viento que facilita la dispersión de 
las esporas y la multiplicación de la especie) o por 
transmisión vertical (cuando la transferencia gené-
tica es intrínseca a la semilla y se transmite de la 
semilla al individuo que produce). Es decir que, en 
este caso, si bien las semillas fueron esterilizadas en 
su superficie, contenían material genético del hongo 
endofítico en sus tejidos internos que se propagaron 
durante su cultivo, y por ende, el endófito no pudo 
ser eliminado.
	 Se analizó el perfil cromatográfico por HPLC/
DAD de los extractos acetónicos de las ramas de 
cada grupo (C-CE y C-CC). Además, se incluyó en 
este análisis, un extracto acetónico de una muestra 
silvestre (C-S) de los mismos ejemplares a partir de 
los cuales se obtuvieron las semillas para el ensayo 
y se lo tomó como control. Las ramas jóvenes de 
los plantines cultivados no infectados e infectados 
–previamente desecadas y molidas– fueron macera-
das con acetona. Se obtuvieron los extractos C-CEA
y C-CCA.

Al extracto control se lo denominó C-SA. Los 
extractos acetónicos secos fueron tomados con 
MeOH en una concentración de 5 mg/ml y fueron 
analizados por HPLC/DAD y por TLC. Se realizó el 
estudio comparativo de los perfiles cromatográficos 
de los extractos acetónicos de los plantines de E. 
crista-galli. En el análisis cualitativo por TLC y por 
HPLC/DAD no se observaron diferencias significa-
tivas en los perfiles cromatográficos de los extractos 
de los plantines infectados o no infectados, ni en los 
silvestres.

Visto que la presencia del endófito se verificó 
en todos los plantines cultivados del lote C-CE y el 
C-CC, y que los perfiles cromatográficos por HPLC/
DAD de los extractos acetónicos de los mismos
plantines no presentaron diferencias significativas,
se sometió a un grupo de plantines (tomados del lote
C-CE) a un antifúngico comercial. Posteriormente a
la aplicación del antifúngico comercial, se dejaron
desarrollar vegetativamente los plantines tratados,
y al cabo de 6 meses se tomaron muestras de sus
ramas y se procedió a determinar la presencia del
hongo endofítico.

Nuevamente se observó en los plantines culti-
vados y tratados con el antifúngico comercial, la 
presencia del endófito Phomopsis sp.; se dedujo que 
la aplicación del antifúngico no afectó el normal 

Figura 8.- Plantines de cultivo de Erythrina crista-galli 
en distintos estadíos de crecimiento vegetativo

ceibales. Una porción de tierra utilizada para obtener 
plantines de cultivo, no infectados con el hongo, 
fue esterilizada por radiación gamma. Las semillas 
fueron tratadas con una secuencia de lavados, para 
la eliminación del hongo endofítico de la superficie. 
A continuación, las semillas fueron sometidas a un 
procedimiento de ablandamiento del tegumento.
	 Una vez establecidas las condiciones de cultivo 
para cada grupo, los plantines infectados (C-CC) y 
no infectados (C-CE), se mantuvieron en inverna-
deros separados, en condiciones de temperatura y 
humedad controladas, por un período de 6 meses. 
Se detectó, por observación directa, la presencia 
de unos particulares puntos negros en las ramas, 
que fueron asociados a la presencia de los cuerpos 
de fructificación del hongo en la superficie de las 
ramas, tanto de los plantines infectados como no 
infectados.
	 Se procedió entonces, a verificar la presencia del 
hongo en ambos grupos de plantines. De acuerdo con 
Weber y col. (2004), un típico Phomopsis, observado 
con una lupa a 40X, contiene conidiomas oscuros. En 
el aislamiento de los endófitos de los plantines cul-
tivados de E. crista-galli se examinaron los cuerpos 
de fructificación, y la mayoría mostró ambos tipos 
de conidios, con predominio de los β. Se determinó 
que el hongo desarrollado sobre las ramas de ambos 
grupos de plantines pertenecía a Phomopsis sp.
	 La presencia del hongo Phomopsis sp. en ambas 
muestras determinó que la técnica de esterilización 
sobre las semillas no fue efectiva. Si bien pudo ha-
berse evitado la transmisión horizontal, no se logró 
impedir la transmisión vertical del endófito. Según 
Strobel (2003), la multiplicación de los hongos 
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crecimiento del hongo endofítico en las ramas de E. 
crista-galli. En vista de los resultados obtenidos se 
decidió sobreinfectar: aplicar una sobrecarga de es-
poras de Phomopsis sp a un grupo de plantines, para 
comprobar si la sobreinfección producía cambios en 
el metabolismo de las ramas de E. crista-galli. Así, 
se tomaron 9 plantines cultivados, con 12 meses de 
crecimiento vegetativo del grupo C-CE, se trataron 
durante 15 días con una suspensión de esporas de 
Phomopsis sp. y se dejaron desarrollar por un perío-
do de 6 meses más. Los plantines sobreinfectados 
se rotularon como grupo C-CSI. A los 18 meses de 
crecimiento vegetativo se tomaron muestras de los 
plantines cultivados de ceibo no infectados (C-CC) 
y de los plantines sobreinfectados (C-CSI). Se ob-
tuvieron los respectivos extractos acetónicos, C-CA 
y C-CSIA.
	 También se preparó un extracto acetónico de las 
ramas jóvenes de E. crista-galli silvestre (C-SA). Se 
analizó el perfil cromatográfico de los extractos así 
obtenidos por HPLC/DAD. De la observación de los 
perfiles cromatográficos de las muestras analizadas, 
se concluyó que existe una similitud en los perfiles 
cromatográficos de las muestras de los extractos 
C-CA, C-SA y C-CSIA, y se detectó en todos, de
acuerdo con la comparación con muestras auténticas,
la presencia de genisteína, daidzeína y coumestrol.
En el perfil cromatográfico de C-CSIA se observó
además, la presencia de un pico mayoritario con tr
de 15,7 min ausente en los otros dos extractos en
estudio.

Se determinó el contenido de genisteína, daid-
zeína y coumestrol en todas las muestras obtenidas, 
C-CEA, C-CCA y C-SA, entre las muestras tomadas a
los 6, a los 12 y a los 18 meses. En la última toma de
muestra se agregó el grupo C-CSIA. Los contenidos
de coumestrol y daidzeína en C-CSIA, no difieren
significativamente en comparación con el contenido
en el extracto acetónico de la muestra sin infectar con
Phomopsis sp (C-CCA). En este caso, el contenido
de isoflavonoides obtenido en las muestras de E.
crista-galli aquí analizadas, no sufrió variaciones
significativas, por lo que podemos concluir que la
daidzeína y el coumestrol serían constitutivas en las
ramas de esta especie, cumpliendo con las caracte-
rísticas propias de las fitoanticipinas.

Visto que el extracto C-CSIA presentó un pico 
mayoritario de tr de 15,7 min, que no estaba pre-
sente en la muestra C-CCA ni en la muestra C-SA, 
se procedió a su aislamiento mediante sucesivas 

corridas por HPLC/DAD, hasta la obtención de un 
precipitado amarillo, con un rendimiento de 5,7 mg, 
que fue rotulado como compuesto K.
	 El compuesto K fue analizado por técnicas 
espectroscópicas, así como su comportamiento 
cromatográfico por TLC en distintos sistemas cro-
matográficos, ytambién por sus características de 
revelado, indicaron que se trataba de un compuesto 
de naturaleza flavonoide. Por análisis de los espec-
tros UV, MS, 1H-RMN, y 13C-RMN y por técnicas 
bidimensionales de correlación directa 1H-13C 
(HSQC), de correlación indirecta 1H-13C (HMBC) 
y de correlación homonuclear de hidrógeno (1H-1H 
COSY), se dedujo que el compuesto K podría tratarse 
de un flavonol con grupos OH en las posiciones 5, 7 
y 4´, con 4 grupos OH y 1 grupo OCH3 en el anillo 
B. No se pudo determinar ni el peso molecular ni el
número de azúcares unidos a la molécula del flavo-
noide en las condiciones experimentales utilizadas.
Este compuesto pudo ser parcialmente caracterizado
como un glicósido de isorhamnetina (Mabry, 1970)
con dos o tres azúcares unidos al carbono 3.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo marcan 
la importancia de la búsqueda de compuestos bio-
activos a partir de fuentes naturales, no solamente 
a partir de plantas medicinales de reconocido uso 
tradicional, sino también a partir de los hongos 
endofíticos que los habitan.
	 Se determinó la presencia de un hongo endofítico 
en las ramas jóvenes de Erythrina crista-galli. El 
hongo endofítico se identificó como perteneciente 
a la especie Phomopsis sp. Este microorganismo 
demostró ser selectivo para esta especie.
	 En las ramas jóvenes de Erythrina crista-galli 
se caracterizaron, por medio de una marcha fitoquí-
mica, los siguientes grupos: fenoles, flavonoides, 
esteroides, alcaloides y saponinas.
	 El extracto acetónico de las ramas jóvenes de 
Erythrina crista-galli presentó actividad antibac-
teriana contra Bacillus brevis y B. subtilis, como 
también presentó inhibición del edema de la oreja de 
ratón (modelo in vivo) y disminución de producción 
de TNF-α en macrófagos (modelo in vitro).
	 Se aislaron e identificaron por fraccionamien-
to bioguiado del extracto acetónico de las ramas 
jóvenes de Erythrina crista-galli con actividad 
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antibacteriana daidzeína y coumestrol. Se identificó 
además genisteína por métodos cromatográficos y en 
comparación con testigos. Los compuestos daidzeí-
na, coumestrol y genisteína demostraron actividad 
antibacteriana frente B. brevis con una concentración 
inhibitoria mínima de 137,81; 16,33 y 64,81 μM, 
respectivamente. Este es el primer estudio donde se 
determina la actividad antibacteriana de daidzeína, 
genisteína y coumestrol contra B. brevis. Se informa 
también de la presencia de estos compuestos en las 
ramas jóvenes de la especie Erythrina crista-galli, 
así como la presencia de coumestrol en el género 
Erythrina.
	 Se identificaron además, luteína y nonacosano 
en el extracto acetónico de Erythrina crista-galli.
	 Por fraccionamiento bioguiado del extracto 
acetónico de las ramas jóvenes de Erythrina crista-
galli, se obtuvieron varias fracciones con actividad 
antiinflamatoria. Una de las fracciones demostró 
inhibir la producción de TNF α a 25 y 12,5 µg/ml 
en el modelo de macrófagos activados por LPS. En 
los modelos del Reporter Gene Assay varias de las 
fracciones demostraron inhibir la producción de 
TNF α y la producción de IFN γ. En las fracciones 
con actividad antiinflamatoria, se identificaron los 
compuestos daidzeína, coumestrol, genisteína, for-
mononetina y biochanina A, por HPLC/DAD contra 
testigos. Genisteína, coumestrol y biochanina A pre-
sentaron actividad antiinflamatoria en el modelo de 
edema auricular de ratón con una DE50 0,14; 0,54 y 
0,75 μg/ml, respectivamente. Se informa la actividad 
antiinflamatoria in vivo del coumestrol, y se describe 
la actividad antiinflamatoria in vivo de la genisteína 
en el modelo de edema en oreja de ratón.
	 Algunas de las fracciones del extracto acetónico 
de las ramas jóvenes de Erythrina crista-galli, con 
actividad antiinflamatoria, demostraron también 
actividad en las líneas celulares tumorales L1210 
(Leucemia linfocítica) y Colo320 (carcinoma de 
colon).
	 Se compararon los perfiles cromatográficos de los 
extractos de los endófitos aislados de las ramas de 
E. crista-galli y de las ramas jóvenes y viejas de la
especie vegetal en estudio. Phomopiranol, melleína,
tirosol, clavatol, ácido 4-(2, 3-dihidroxipropoxi)
benzoico, 4-hidroximelleína, phomol, nectriapi-
rona, melleína y scytalona, fueron identificadas
por HPLC/DAD en el extracto AcOEt del hongo
endofítico Phomopsis sp. Genisteína, daidzeína,
coumestrol y biochanina A fueron identificados en

los extractos AcOEt de las ramas jóvenes, y de las 
viejas de Erythrina crista-galli, por HPLC/DAD 
contra testigos. En el extracto AcOEt de las ramas 
viejas se pudo identificar además, la scytalona, me-
tabolito del hongo.
	 Se obtuvieron plantines de cultivo de Erythrina 
crista-galli bajo distintas condiciones experimen-
tales. En todos los lotes de plantines cultivados se 
detectó la presencia del hongo endofítico Phomopsis 
sp., indicando que no se pudo evitar la transmisión 
vertical del hongo endofítico a su huésped, a pesar de 
los tratamientos aplicados. Se comprobó la presencia 
de coumestrol, genisteína y daidzeína, en el extracto 
acetónico de los plantines de cultivo obtenidos bajo 
distintas condiciones (plantines control y plantines 
sobreinfectados). Se cuantificó el contenido de 
coumestrol y daidzeína. El contenido de daidzeína 
(0,05 %) y de coumestrol (0,04 %) en los plantines 
sobreinfectados fue ligeramente mayor respecto al 
de las muestras control (0,01 % y 0,02 %, respectiva-
mente). El contenido de coumestrol de las muestras 
silvestres demostró ser superior (0,12 %) al de los 
plantines sobreinfectados con Phomopsis sp.
	 Se aisló e identificó además en los plantines 
sobreinfectados, un compuesto de naturaleza fla-
vonoide. Este compuesto fue identificado en forma 
parcial como un glicósido de isoramnetina.
	 Genisteína, daidzeína, coumestrol, biochanina 
A, formononetina y el glicósido de isoramnetina 
no inhibieron el crecimiento del hongo endofítico 
Phomopsis sp. in vitro. Por lo cual estos compues-
tos tendrían un rol constitutivo en las ramas de esta 
especie, cumpliendo con las características propias 
de las fitoanticipinas.
	 Los resultados presentados en esta tesis sobre 
la actividad farmacológica de los compuestos 
aislados e identificados en las ramas de Erythrina 
crista-galli, constituyen un aporte al conocimiento 
de nuestra flora medicinal y remarcan el importante 
papel que desempeñan los productos naturales en el 
proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevos 
fármacos para la cura de enfermedades infecciosas 
e inflamatorias.
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