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RESUMEN

Thevetia peruviana es una planta perteneciente a la familia Apocynaceae,
que crece en San Juan de Lagunillas, Estado Mérida. Investigaciones previas
han revelado su bioactividad como antifingico, asociado con el contenido de
fitoquimicos. El objetivo de esta investigacion fue confirmar la composicion
quimicay la actividad antifungica de los extractos de Thevetia peruviana frente
a cepas de Candida albicans y Candida krusei. Los extractos de hexano y
etanol se obtuvieron por el método de maceracién. Una vez secos, se
identificaron mediante tamizate fitoquimico: alcaloides, triterpenos, esteroles,
compuestos fendlicos, flavonoides, lactonas sesquiterpenicas y glucésidos
cardiotonicos. La actividad antifungica fue evaluada por el método de difusién
en agar con disco (Kirby—Bauer), en donde los extractos resultaron resistentes
a las cepas evaluadas. Este es el primer reporte de la actividad antifangica de
las hojas y los tallos de Thevetia peruviana del estado Mérida-Venezuela.

Palabras claves: actividad antifingica, extractos vegetales, metabolitos
secundarios, Apocynaceae, Thevetia peruviana, tamizaje fitoquimico, Candida



INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido parte de la vida de la humanidad desde sus
inicios, pues fueron ellas la primera fuente de cura y remedio para las diversas
afecciones de la salud. Estas plantas tienen un alto potencial biolégico, pero también
pueden tener componentes toxicos que de no usarse con cuidado afecten a la
persona que las ingiera. Para evitar este tipo de problemas el hombre ha dedicado
una variedad de estudios cientificos destinados a comprender, separar y emplear
aguellos componentes medicinales de los no medicinales (Bruneton, 2001).

La principal contribucién la ha dado la fitoquimica, area del conocimiento que
permite el estudio de los diversos compuestos vegetales, tanto primarios como
secundarios. Esto lo logra mediante el aislamiento, analisis, purificacion, elucidacion
de la estructura y caracterizacion de la actividad bioldgica de las diversas sustancias
gue producen las plantas y su posible uso en el area de la salud (Bruneton, 2001).

A partir de esta separacidon selectiva se pueden obtener extractos que
concentren los elementos fitoquimicos de las plantas y con ellos disefiar sustancias
con multiples aplicaciones, entre ellas la actividad antifingica, lo que resulta de gran
aporte para la medicina, la farmacologia y la botanica; ciencias que mantienen una
bldsqueda constante de agentes antimicrobianos, debido a la capacidad que tienen
los microorganismos como bacterias y hongos para generar resistencia a los
antibioticos y a los antifangicos, respectivamente (Bruneton, 2001).

Los efectos quimioterapéuticos y farmacol6gicos obtenidos a partir de extractos
y aceites vegetales de la familia Apocynaceae, contribuyen al desarrollo de sintesis
de nuevas terapias (Goodman y Gilman, 2006), donde la especie Thevetia
peruviana resalta al ser utilizada en la medicina popular con fines diuréticos,
cardiotdnicos, purgantes, catarticos y febrifugo, teniendo cuidado con las dosis
administradas, ya que puede resultar toxica y venenosa (Jiménez, Rios., Mendoza,
Arias y Arias, 2022).



De acuerdo con esto, se detalla lo importante que resulta el aportar con el estudio
de los diversos fitoquimicos presentes en las plantas y la comprobacion de sus
efectos, por ello se valoré la necesidad de encontrar agentes antifingicos que
contribuyan con el combate de algunas cepas de Candida que afectan a la mayoria
de la poblacion (Pacheco, Taborda y De La Rosa, 2006).

El objetivo de esta investigacion fue confirmar la composicion quimica y la
actividad antifiingica de los extractos de las hojas y los tallos de Thevetia peruviana
frente a cepas de Candida albicans y Candida krusei, segun las normas APA.

Este trabajo de investigacion fue estructurado de la siguiente manera: El Capitulo
I, denominado El Problema, formado por los siguientes subtitulos: Planteamiento
del Problema, Justificacion de la Investigacion, Objetivos de la Investigacion,
Alcances y Limitaciones de la Investigacion. El Capitulo Il, llamado Marco Tedrico,
en el que se describen los Trabajos Previos, Antecedentes Histéricos, Bases
Tedricas, Definicion Operacional de Términos, Operacionalizacion de las Variables
e Hipdtesis. El Capitulo Ill, titulado Marco Metodologico, consta de los siguientes
subtitulos: Tipo de Investigacion, Disefio de la Investigacién, Poblacion y Muestra,
Seleccion del Tamafo de la Muestra, Instrumento de Recoleccién de Datos,
Procedimiento de la Investigacion y Disefio de analisis. En el Capitulo 1V, se
presentaran los Resultados y Discusiones, y finalmente, en el Capitulo V se
presentan las Conclusiones y Recomendaciones. Ademas del apartado de

Referencias Bibliohemerogréficas.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La resistencia de los hongos a los antifungicos representa un problema
de gran indole, dicha resistencia se debe principalmente al uso indebido y la
prescripcion descontrolada de los antimicoticos, asi como la mala aplicacion
de tratamientos por parte de los pacientes; a esto se suma la capacidad de los
hongos para adquirir mutaciones con facilidad, lo cual agrava el panorama
(Prieto, 2021). .

Segun los reportes de la Fundacion de Accion Global para las Infecciones
Fungicas (GAFFI, por sus siglas en inglés), alrededor de 30 especies de
hongos causan el 99 % de las enfermedades fungicas humanas y hay
aproximadamente mas de 1,6 millones de muertes cada afio. El descontrol en
el uso de antifingicos, sumado a la adaptabilidad rapida de los hongos a los
cambios, genera un serio problema de salud publica (Prieto, 2021).

En particular, Candida auris ha generado gran preocupacion en
entidades como los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(CDC) debido a su resistencia a multiples antifingicos. Esta especie fungica,
reportada por primera vez en Tokio en 2009, se ha propagado por diferentes
continentes y ha sido identificada errobneamente en algunos laboratorios sin
tecnologia especifica. Su resistencia a los antifUngicos cominmente utilizados
y su capacidad de causar brotes en entornos de atencion médica la hacen una

amenaza importante (Prieto, 2021).



Es por ello que actualmente se estan disefiando e investigando alternativas
como el estudio de los fitoconstituyentes en las plantas que ejerzan una
actividad antifingica para contrarrestar los perjuicios que causan los hongos
al atacar al organismo. En este sentido, cabe sefalar que las plantas
pertenecientes a la familia Apocynaceae, originarias de Sur América y que
proliferan en las regiones tropicales del mundo, han demostrado potente
actividad antimicrobiana; especialmente, la especie Thevetia peruviana
(Basille, Giordano y Castaldo, 1993; Pacheco y cols, 2006).

Es importante, conocer la accion antifingica de los fitoquimicos de esta
planta sobre una de las especies mas comunes de hongos como lo es
Candida, microorganismo que afecta comunmente a los hombres, pues como
sefala Vazquez y Sobel, 2011 “Practicamente, todos los hombres a lo largo
de su vida padeceran alguna vez una enfermedad causada por el hongo
Candida”. Ademas, este microorganismo produce “alrededor del 80 % de las
micosis sistémicas mayores y son los productores mas frecuentes de micosis
en pacientes inmunodeficientes”, a la vez que las enfermedades candidiasicas
se encuentran entre las infecciones intrahospitalarias mas frecuentes
(Vazquez y Sobel, 2011).

Atendiendo a estas consideraciones, es vital incluir el uso de los extractos
de plantas medicinales en el tratamiento de infecciones causadas por Candida,
una vez demostrada y comprobada su capacidad antifingica, puesto que al
optar por esta alternativa natural se disminuye la exposicion del paciente con
farmacos sintéticos y toxicos que comprometan su bienestar a largo plazo,
tanto en espacios domésticos como hospitalarios. Esta actividad antifingica
se basa tedricamente en la bioactividad de los fitoquimicos sobre los hongos,
atendiendo a los diferentes mecanismos de acciéon de los compuestos
extraidos, es decir, si actia sobre la membrana celular del hongo, sobre la

pared o sobre el nacleo (Tello, 2011).



Después de describir la situacion actual del problema las autoras de esta
investigacion presentan el siguiente enunciado holopraxico:
¢, Cual es larelacion que existe entre la actividad antifungica de los extractos

de las hojas y los tallos de Thevetia peruviana en dos cepas de Candida?

Justificacion e Importancia de la Investigacion

En la actualidad es necesario el disefio de compuestos quimicos que
tengan actividad antifngica para contrarrestar los dafios que causan los
hongos al organismo, ya que éstos tienden a modificarse y generar resistencia
frente a los farmacos; por lo que acceder a nuevos compuestos derivados de
extractos naturales resulta vital en este combate (Prieto, 2021)

Conocer y comprobar esta accion antifingica significaria un aporte para
diversas areas del conocimiento, tales como la medicina, la botanica y la
microbiologia. Comprobar la actividad antifungica de los extractos de las hojas
y los tallos de Thevetia peruviana en dos cepas de Candida, permitira a los
médicos disponer de un nuevo tratamiento para el control de las infecciones
causadas por las mismas, en cepas que hayan desarrollado resistencia a los
tratamientos convencionales empleados hasta ahora. De igual manera,
favorecera a los pacientes porque dispondran de una alternativa natural,
proveniente de una planta que abunda en Venezuela y la zona del Caribe, no
sera complicado conseguirla para su procesamiento en el laboratorio
(Domingo y Lépez, 2003).

Demostrar la propiedad antifingica de Thevetia peruviana, permite a los
botanicos conocer con mayor amplitud las caracteristicas y compuestos de
esta planta medicinal, asi como los agentes antimicrobianos y sus
mecanismos de accion contra los hongos. De la misma manera, es una
oportunidad para destacar la importancia de las evaluaciones de la

composicion quimica de diversos compuestos bioldgicos, ya que gracias a



dichas evaluaciones se generan aportes cientificos para la medicina,
farmacologia, botanica, entre otras areas del saber (Rivas, Oranday y Verde,
2016).

Por otra parte, las infecciones causadas por algunas especies de Candida,
representa unas de las mas comunes por su diversidad de cepas, por sus
caracteristicas biolégico-adaptativas, por la capacidad para generar
resistencia a los farmacos y la alta tasa de morbilidad entre los pacientes,
sobre todo aquellos inmunosuprimidos u hospitalizados. Esto plantea la
necesidad de encontrar un tratamiento no téxico que logre cumplir con
propiedades antifingicas, que no represente un riesgo extra para la salud del
paciente y a su vez sea capaz de evadir la resistencia de estos
microorganismos (Revankar y Sobel, 2011).

Como puede apreciarse, en las plantas medicinales, especificamente en
Thevetia peruviana se encuentra un valioso recurso para el tratamiento de
diversas infecciones fungicas gracias a los principios activos de sus
compuestos fitoquimicos con alto potencial farmacoldgico (Neira, 2018). Sin
embargo, es necesario comprobar cuales de sus compuestos tienen una

efectiva accion antifingica sobre las cepas de Candida.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la presencia de metabolitos secundarios mediante el tamizaje
fitoquimico de las hojas y los tallos de Thevetia peruviana y su actividad

antifingica frente a cepas de Candida albicans y Candida krusei.

Objetivos Especificos

e Obtener los extractos de hexano y etanol de las hojas y los tallos de
Thevetia peruviana, mediante el método de extraccién por maceracion.

¢ Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios de los extractos de
las hojas y los tallos de Thevetia peruviana, a través de pruebas quimicas
de coloracion y/o precipitacion.

e Evaluar la actividad antifingica de los extractos de las hojas y los tallos por
medio del método de difusion en agar con disco (Kirby-Bauer) frente a

Candida albicans y Candida krusei.

Alcances y Limitaciones de la investigacion

Alcances de la Investigacion

El alcance de esta investigacion fue conocer la actividad antifangica que
poseen los extractos de las hojas y los tallos de Thevetia peruviana en
comparacion a estudios previos de sus metabolitos, con la finalidad de
promover una alternativa natural antifingica en Venezuela y contribuir con la

comunidad cientifica en futuras investigaciones.



Limitaciones de la Investigacion

En cuanto a las limitaciones de la investigacion, toma en cuenta el
fundamento tedrico y experimental existente para respaldar la investigacion,
asi como los recursos, procedimientos y técnicas disponibles para alcanzar el
objetivo planteado (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010). Algunas de las
limitaciones que se presentaron en esta investigacion, y que pudieron influir
sobre los resultados, fueron las fallas constantes del suministro de energia
eléctrica, agua, dificultad con el transporte publico, limitaciones técnicas por la
escasez, altos costos de reactivos y del material para llevar a cabo la parte

experimental.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Ndung’u, Keriko, Kareru, Wanakai, Kisoi y Keddy (2024), en su
investigacion denominada “Analisis fitoquimico y CG-EM del extracto
metandlico del fruto de Thevetia peruviana como potencial antirodenticida
contra ratas balb C”, se tuvo como objetivo evaluar la actividad antirodenticida
del extracto metandlico del fruto de Thevetia peruviana. Para realizar el
estudio, se tomaron muestras del fruto de Thevetia peruviana, se secarony se
extrajeron utilizando metanol/agua en una proporcion 3:1 en volumen.

El cribado fitoquimico de los componentes quimicos del extracto del fruto
de T. peruviana revelo la presencia de compuestos activos: fenoles,
saponinas, taninos, flavonoides, y alcaloides, conocidos por sus actividades
medicinales y fisiol6gicas, al aportar potente actividad antimicrobiana y
antioxidante. Para la determinacion de contenido total de los compuestos
activos se requiri6 del uso de dos métodos: el espectrofotométrico
(flavonoides, fenoles y taninos) y el gravimétrico (alcaloides y saponinas),
arrojando como resultado la presencia de 125,13 + 1,04 mg/g en compuestos
fendlicos (acido galico), 87,70 mg/g de peso seco de flavonoides (rutina), 10,50
+ 0,01 mg/g de taninos (acido tanico), 16,50 + 0,21 mg/g de alcaloides, y 8,28

*+ 0,11 mg/g de saponinas.



Los autores concluyen que el extracto del fruto de T. peruviana contenia
polifenoles y flavonoides, ademas, cantidades significativas de alcaloides,
saponinas y taninos, asi como cantidades considerables de glucésidos unidos
gue proporcionan valor medicinal y efecto téxico, que pueden causar cambios
fisiologicos en el higado, bazo y corazén con necrosis asociada a infiltracién
de células inflamatorias. Por lo tanto, el extracto puede ser utilizado con fines
antirodenticidas en la produccion agricola antes y después de las cosechas.
La presencia de los fitoconstituyentes en los extractos de frutos de la especie
gue otorgan aportes al campo medicinal, probablemente se puedan obtener
mas extensas de la planta, como hojas y tallos, generando mayores beneficios.

Dash, Kumar, Mishra y Srivastava (2022), realizaron un estudio
denominado “Evaluacion fitoquimica y analisis fisicoquimico del extracto
metandlico de hojas de Thevetia peruviana para futuras aplicaciones en
terapia farmacoldgica”, el cual tuvo como objetivo analizar importantes
fitoconstituyentes presentes en el extracto metandlico de las hojas de Thevetia
peruviana, el cual fue obtenido por método de soxhlet. El analisis preliminar
fue llevado a cabo a través de un cribado estandar de pruebas cualitativas, el
cual confirmé la presencia de flavonoides, alcaloides, fenoles, saponinas,
antraquinonas, fitoesteroles, cumarinas, glucésidos cardiacos y antocianinas,
confirmado mediante el uso de cromatografia en capa fina (CCF).

El andlisis por cromatografia liquida-espectrofotometria de masas (CL-EM)
se demostré la presencia de amirina, acetato de amirina, calotropina, acido
ursolico y beta-sitosterol. En este mismo sentido, los autores concluyen que,
el analisis fitoquimico es esencial para la estimacién de los componentes
bioactivos importantes como recursos herbarios, donde el extracto metanolico
de las hojas de Thevetia peruviana demostrd ser rico en crisoeriol O-glucosido
fenarimol manolilado, eriocitrina y gamma-glutamilvalina, lo que le permitiria

poder desempeiar un rol importante en el descubrimiento de nuevos
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farmacos, que contribuyan como una alternativa biomedicinal en la prevencion
y tratamiento de enfermedades.

Al-Rajhi, Yahya, Abdelghany, Fareid, Mohamed, Amin y Masrahi (2022),
llevaron a cabo una investigacion que se tituld “Actividades anticancerigena,
anticoagulante, antioxidante y antimicrobiana del latex de Thevetia peruviana
con acoplamiento molecular de la actividades antimicrobiana vy
anticancerigena”. Tuvo como objetivo el estudio de la actividad
anticancerigena, anticoagulante, antioxidante y antimicrobiana del latex de
Thevetia peruviana. Para la obtencion del latex se cort6 el tallo de los frutos
de Thevetia peruviana en tubos que contenian agua destilada y esterilizada.
La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) revel6 que el contenido
principal del latex de la especie fueron flavonoides, como rutina (11,45 pg/mL),
quercetina (7,15 pg/mL), naringina (5,25 pg/mL), hesperidina (6,07 pg/mL);
ademas de evidenciarse compuesto fendlicos, como &cidos clorogénicos
(12,39 pg/mL), acido siringico (7,45 pg/mL), y acido ferulicos (5,07 pg/mL).

La actividad antimicrobiana fue evaluada bajo el método de difusién en
pozo, utilizando 100 pL del latex en pozos de 6mm de didmetro; mientras que
para la determinacion de concentracién minima inhibitoria se utilizé el método
de microdilucién, donde el inoculo se preparo a partir de suspension salina de
bacterias/levaduras (2x108UFC/mL), y donde se inoculo 100uL de la
suspensién en cada pocillo. Se registré que los microorganismos estudiados
con mayor sensibilidad al latex fueron Bacillus subtilis y Escherichia coli; con
halos de inhibicibn de 31 mm y 30 mm, con una concentracion minima
inhibitoria de 10,2 pg/mL y 12,51 pg/mL, respectivamente. Ademas, Candida
albicans fue sensible con un halo de inhibicion de 28 mm al latex, en
comparacién a Mucor circinelloides. Los autores concluyeron que el latex
obtenido de Thevetia peruvina es rico en flavonoides y compuestos fendlicos,
y se considera una fuente prometedora que contribuye a combatir el cancer y

los microorganismos patdégenos.
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Abdelghany, Yahya, Bakri, Ganash, Amin y Qanash (2021), realizaron un
estudio denominado “Efecto del extracto de semillas de Thevetia peruviana
para el control de microbios patdgenos y control de cancer”. El objetivo fue
evaluar la actividad farmacoldgica del extracto de Thevetia peruviana. Para la
obtencidn del extracto se pulveriz6 la muestra y se llevé a maceracién durante
10 horas. Los resultados indicaron que en la determinacion del contenido total
de fenoles y flavonoides, mediante el analisis fitoquimico por cromatografia de
gases y espectrometria de masas (CG-EM); mostro variacion y diferencias en
los perfiles quimicos de los extractos metandlicos del nicleo de la semilla (NS)
y pericardio de la semilla (PS) de T. peruviana. Entre los compuestos
bioldgicos activos encontrados, se demostro la presencia de sesquiterpernos
en el extracto metandlico del nacleo de la semilla, asi como esteroides, acidos,
ésteres, alcoholes, alcaloides y nitrocompuestos.

Mediante el método de difusion en disco, se evalué la actividad
antimicrobiana de los extractos in vitro (20 pg) contra algunos
microorganismos, entre ellos donde se evidencia mayor actividad en los
extractos de NS, en distintos grados de inhibicion segun la especie.
Cryptococcus neoformans no fue inhibido por los extractos, mientras que
Candida albicans demostré ser altamente sensible al extracto NS de T.
peruviana (30,4 mm) en comparacion al extracto PS (0 mm). En cuanto a la
actividad antimicrobiana con el extracto PS, Klebsiella pneumoniae, presenta
mayor sensibilidad (20,4 mm), seguido de Escherichia coli (15,6 mm) y Bacillus
subtilis (15,2 mm); sin embargo, el extracto PS solo mostro eficacia en K.
pneumoniae (14 mm).

Los autores concluyeron, que el hallazgo obtenido sugiere que los extractos
metanolicos de NS y PS son ricos en fitoconstituyentes y se consideran una
nueva fuente prometedora, particularmente de NS con actividades biol6gicas

gue contribuyen al tratamiento de enfermedades humanas, que debe ser
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utilizado con precaucién, debido a la presencia de compuestos tdéxicos como
los glucosidos cardiacos.

Antecedentes Historicos

A lo largo de la historia de la medicina y la farmacologia se han indagado
nuMerosos compuestos quimicos que permitan atacar a los hongos y disminuir
su afeccion sobre los pacientes. Asi se tiene que en los afios 50 se da la
aparicion de los primeros antibiéticos, antifUngicos y posteriormente,
sustancias sintéticas con muy buena actividad antifingica como talnoftato,
imidazoles (Econazol®, Miconazol®, Clotrimazol®, Ketoconazol®), poliénicos
(Nistatina®, Anfotericina B®, Natamicina®), entre otros (Prieto, 2021).

Evitar la proliferacion de enfermedades flungicas sigue siendo una ardua
tarea para el siglo XXI, es por ello que continta el desarrollo de nuevos
antifingicos cada vez mas potentes. En la sintesis de estos farmacos es muy
importante tener en cuenta la relacion de su estructura-funcion, pues sobre la
base de ellos se garantiza la muerte del hongo sin provocar graves dafios al
organismo hospedero (Prieto, 2021).

La busqueda no cesa, ya que los hongos desarrollan mecanismos de
resistencia que les permiten hacer frente a los diversos mecanismos que se
emplean para combatirlos. Es decir, pueden generar una respuesta de
resistencia a los antifungicos, la cual se da mediante diversos mecanismos, ya
sean intrinsecos (la especie no es sensible al farmaco o compuesto), poseer
resistencia primaria (una cepa presenta resistencia natural sin haber estado
en contacto con el compuesto) o resistencia secundaria (desarrollada por la
cepa previamente sensible, que adquiere resistencia al compuesto después
de que el hongo ha estado en contacto con él) (Tapia, 2004).

En vista de esto, la busqueda de nuevas formas para contrarrestar a los

hongos sigue vigente, pero cada vez se tiene mas presente que el tratamiento

13



disefiado para combatir a los hongos no debe tomarse por periodos
prolongados porque puede resultar téxico y perjudicial para el paciente,
resultando en un fracaso terapéutico. Es por ello que se han explorado
alternativas naturales, basadas en la medicina tradicional y que consisten en
tratar las infecciones microbianas con el extracto de sustancias antibiéticas y
antifingicas de plantas medicinales (Tapia, 2004).

Esta busqueda de extractos de sustancias en plantas no es algo nuevo,
Sino que es un proceso gque se inicié con el progreso de la fitoquimica en el
aflo 1800. Pero fue con la ayuda del farmacéutico francés Nicolas Lémery
(1645-1715) que se extendio el empleo de los procesos de extraccion y utilizo
alcohol como disolvente (Lizcano y Vergara, 2008); lograndose para 1803
aislar el primer alcaloide, la nicotina (1) y le siguieron muchos otros como
morfina (2), estricnina (3) y emetina (4) (ver Figura 1). Para ese entonces las
plantas con atributos medicinales fueron las primeras estudiadas y empleadas
para la cura de enfermedades, pero fue hasta el siglo XVIII que se empezaron
a emplear sustancias quimicas para el tratamiento de enfermedades
infecciosas. En este contexto el aporte de Paul Ehrlich fue muy valioso pues
fue quien formuld los principios de toxicidad selectiva, reconociendo las
reacciones quimicas especificas entre microorganismos y medicamento, la
aparicion de la resistencia a estos, y el papel de la terapéutica combinada para
combatirlos. Mas adelante, se descubrieron las sulfonamidas y aparecieron los
antibioticos, como la Penicilina®, Estreptomicina®, Tetraciclina®,

Cloranfenicol®, entre otras (Brenner y Stevens, 2023).
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Estricnina (3)

Emetina (4)

Figura 1. Primeros alcaloides aislados hasta el siglo XVII
Tomado y modificado de Manrique y Mosquera, 1997.

La sintesis de los antifUngicos como parte de estos compuestos comenzo
en el siglo XX y desde entonces no ha cesado el disefio de nuevas moléculas
para combatir a las infecciones fangicas invasoras, las cuales han aumentado
sustancialmente en las Gltimas 2 décadas en relacion con la aparicion de la
epidemia del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), uso de
guimioterapia intensiva en pacientes oncohematoldgicos, uso de farmacos
antirrechazo en pacientes receptores de trasplante y la mayor utilizacion de
dispositivos intravasculares. En esta busqueda la fitoterapia ha obtenido un
gran reconocimiento por provenir de fuentes naturales, por lo que se justifica
Su uso tanto por razones econdmicas, como por la disminucién de efectos
toxicos cronicos muy frecuentes en sustancias quimicas puras (Marinoff,
2006).
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Bases Teodricas

Familia Apocynaceae

Descripcion Botanica

Son arboles, arbustos erectos o escandentes, hierbas o lianas; tallos
jovenes teretes, subteretes, aplanados o alados o acostillados; el tronco
inerme o armado con aguijones, con secrecion de latex al cortarse, algunas
veces casi no evidente, el color variando desde blanco o crema, hasta rojizo o
morado, en algunos géneros comestible (Couma, Lacmellea), coléteres inter e
intrapeciolares ausentes o0 presentes, algunas veces muy desarrolladas
(Mandevilla, Mesechites) y pareciendo pequefias garras o espinas en los tallos
viejos o estipulas en los tallos jovenes (Odontadenia) (ver Figura 2) (Grant,
Fosberg y Smith, 1974).

Sus hojas son simples, opuestas, verticiladas o alternas, algunas veces en
espiral, iguales, imbricados; corola hipocraterimorfa, infundibuliforme o
urceolada, constituidas por coronas anulares 0 una corona epiestaminal
conformada por cinco l6bulos coronales libres, estos algunas veces reducidos
a crestas callosas, limbo con cinco Iébulos o pétalos con 5 estambres incluidos
0 exertos, filamentos cortos e inconspicuos a evidentes y conspicuos, anteras
biloculares, introrsas, conniventes y aglutinadas a la cabeza estigmatica;
ovario superior, bilocular, con placentacion axilar o parietal, los carpelos libres
0 unidos, 6vulos 1 o varios por loculo. Frutos apocarpicos o sincarpicos,
foliculares, capsulares, abayados o drupaceo; semillas 1 a muchas, el
endospermo en forma usual presente, en frutos foliculares usualmente

comosas en el apice, aladas, ariladas o secas (Grant y cols,1974).
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Figura 2. Algunos representantes de la familia Apocynaceae

Tomado y maodificado de Alvarado, Lozada, Islas, Cortez, Maya y Chavez,
2020.

Distribucion Geografica

La familia Apocynaceae se encuentra distribuida en todo el mundo, pero
principalmente en las areas tropicales, subtropicales y templadas, donde cerca
de 355 géneros y 3700 especies son encontradas (Alvarado y Ochoterena,
2007).

Taxonomia

Taxonomicamente se divide segun lo indica la Tabla 1 (Herrera y Rivera,
2013).
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Tabla 1. Taxonomia de la Familia Apocynaceae

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Equisetopsida
Orden Gentianales
Familia Apocynaceae

Tomado y modificado de Herrera y Rivera, 2013.

Metabolitos secundarios

Las plantas que se encuentran dentro de la familia Apocynaceae son
reconocidas por sus usos etnomedicinales de amplio espectro, propiedades
gue son otorgadas por el alto contenido en metabolitos secundarios presentes
en su composicion. Entre los metabolitos aislados de diferentes partes de las
plantas Apocynaceae encontramos alcaloides indol, iboga y vinca, como la
vincristina (5), terpenos como el acido oleandlico (6) y la betulina (7), esteroles
como estigmasterol (8), flavonoides como la rutina (9) y quercentina (10),
glucosidos cardiacos como el kanerosido (11) y tevefolina (12), fenoles
simples como el acido vanilico (13), acido clorogénico (14) y acido ferulico (15),
lactonas e hidrocarburos (ver Figura 3) (Bhadane, Patil, Maheshwari y Patil,
2018).
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Acido oleandlico (6)

Vincristina (5)

Quercentina (10)
Rutina (9)

Figura 3. Metabolitos secundarios aislados de la familia Apocynaceae
Tomado y modificado de Bhadane y cols, 2018.
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Kanerosido (11)

Tevefolina (12)
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Acido vanilico (13) Acido clorogénico (14) Acido ferdlico (15)

Figura 3(continuacién). Metabolitos secundarios aislados de la familia

Apocynaceae. Tomado y modificado de Bhadane y cols, 2018.
Actividad Farmacoldgica y/o Bioldgica
Estudios han informado diversas actividades como antioxidante,
antiinflamatoria, antimicrobiana, citotoxicas y hepatoprotectora de extractos

crudos, asi como compuestos individuales aislados de varios miembros de la
familia (Bhadane y cols, 2018).
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Género Thevetia

Descripcién botanica

Arbustos o arboles, tallos con secrecion lechosa, glabros a puberulentos,
los peciolos con coléteres axilares pequefios e inconspicuos. Hojas alternas,
usualmente dispuestas en espiral, lamina eglandular, sin coléteres, glabras o
puberulentas en la superficie abaxial, membranaceas a firmemente
membranaceas, sin domacios, margenes no revolutos, sésiles, subsésiles a
pecioladas. Inflorescencias corimbosas, axilares a terminales o subterminales,
con pocas o muchas flores, glabrescentes o puberulentas, bracteas
inconspicuas; cdéliz con 5 sépalos, iguales, pequefios y mas o menos
triangulares a subfoliaceos, con numerosos coléteres en la base (Alvarado y
Ochotorena, 2007).

Distribucion Geografica

Distribuido desde México, Bolivia, Argentina, Venezuela, Colombia,
Ecuador, Perl, Brasil, Guatemala, Honduras, Panama, Cuba, Republica
Dominicana, Haiti, Paraguay y Nicaragua; asi como en las regiones tropicales
del mundo (Garcia, 1975; Alvarado y Ochotorena, 2007).

Taxonomia del Género Thevetia

Taxondémicamente se divide segun lo indica la Tabla 2 (Herrera y Rivera,
2013).
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Tabla 2. Taxonomia del Género Thevetia

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Equisetopsida
Orden Gentianales
Familia Apocynaceae
Género Thevetia
Especies T. peruviana, T. ahouai

Tomado y modificado de Herrera y Rivera, 2013.

Metabolitos Secundarios Aislados

Del género Thevetia se han realizado multiples estudios, donde se han
aislado diversos metabolitos secundarios, siendo los mas abundantes los
glucosidos cardiotdonicos como la digoxina (16), Thevetin A (17) y Thevetin B
(18). Ademas se evidencia en menores proporciones la presencia de esteroles,
flavonoides y algunos compuestos fendlicos simples (ver Figura 4) (Bhadane
y cols, 2018).

H OH
HO™ 5o éo SN oo
Digoxina (16)

Figura 4. Glucésidos cardiotonicos aislados del género Thevetia.

Tomado y modificado de Bhadane y cols, 2018
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Thevetin B (18)

Figura 4 (continuacion). Glucésidos cardiotonicos aislados del género

Thevetia. Tomado y modificado de Bhadane y cols, 2018
Actividad Farmacologica y/o Biologica
Investigaciones recientes han mencionado que el género Thevetia posee
actividad antibacteriana, antifingica, anticoagulante, antioxidante y una fuerte

citotoxicidad tumoral (Wen, Chen, Lu, Wang, y Jiang, 2016; Abdelghany y cols,
2021; Al-Rajhi y cols, 2022).
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Especie Thevetia peruviana

Descripcion Botanica

Es un &rbol o arbusto pequefio de dos a cinco metros de altura, con latex
blanco en todas las partes de la planta covalonga. Las hojas son simples y
persistentes. Las flores son solitarias y se originan en la parte terminal de las
ramas o en las axilas de las hojas. Las semillas son aplanadas, ciliadas, aladas
y cubiertas por un arilo o desnudas. Los frutos son transversalmente oblongos,
generalmente mas o menos triangulares, verdosos, amarillentos o purpureos.
En su interior se encuentra una nuez o almendra (ver Figura 5) (Herrera y
Rivera, 2013). En Venezuela sus nombres comunes son muy variados, entre
los que se destacan: Adelfa amarilla, manzanito, manzanita del diablo y codo
de fraile (Salinas, 2010).

Figura 5. Flor, hojas y tallos de Thevetia peruviana
Tomado y modificado de Herrera y Rivera, 2013.
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Distribucion Geogréafica

Es originaria de Sur América y prolifera en las regiones tropicales del
mundo; en Colombia se distribuye desde el nivel del mar hasta 1500 m s. n.
m., crece en asocio con vegetacion xerofitica en bosque muy seco tropical
Especificamente, se distribuye por México, Belice, Costa Rica, El Salvador,
Guatemala, Honduras, Panama, Cuba, Republica Dominicana, Haiti, Guayana
Francesa, Surinam, Venezuela, Bolivia, Colombia, Ecuador, Peru, Brasil,
Argentina, Paraguay y Nicaragua donde es ampliamente cultivada en todo el
pais en alturas desde 10 hasta 1.200 metros (Garcia, 1975).

Taxonomia

Taxonomicamente se divide segun lo indica la Tabla 3 (Herrera y Rivera,
2013).

Tabla 3. Taxonomia de la Especie Thevetia peruviana

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Equisetopsida
Orden Gentianales
Familia Apocynaceae
Geénero Thevetia
Especie Thevetia peruviana

Tomado y modificado de Herrera y Rivera, 2013.
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Metabolitos Secundarios Aislados

Varios estudios fitoquimicos realizados sobre la especie Thevetia
peruviana, revelaron alto contenido en glucésidos cardiotonicos como
Thevetin A, Thevetin B y Acetilthevetin A, donde ademas se evidencia la
presencia de compuestos cardendlidos, principalmente en el extracto de las
hojas y corteza de T. peruviana, como neriifolina (19), peruvosido (20),
tevefolina (21) y (20S)-18,20-epoxidigitoxigenina R-L- tevetdsido (22) (ver
Figura 6) (Dash y cols,2022, 2018, Abrego y Honles, 2012).

MeO

(20S)-18,20-epoxidigitoxigenina R-

Tevefolina (21) L- tevetdsido (22)

Figura 6. Glucésidos cardiotonicos aislados de Thevetia peruviana

Tomado y modificado de Abrego y Honles, 2012.
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La determinacion de presencia de flavonoides como rutina, quercetina,
naringina (23), hesperidina (24) y acido ferulico, especificamente aislados del

latex de Thevetia peruviana (ver Figura 7) (Al-Rajhi y cols, 2022).

HO., OH

Naringina (23)
OH

HO
H
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OH

OH O
Hesperidina (24)
Figura 7. Flavonoides aislados del latex de Thevetia peruviana

Tomado y modificado de Al-Rajhi y cols, 2022.
Algunos triterpenos importantes como a-amirina (25), B-amirina (26) y acido

ursolico (27), han sido extraidos de extractos metandlicos de las hojas de
Thevetia (ver Figura 8) (Dash y cols, 2022).
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a-amirina (25) B-amirina (26) Acido ursdlico (27)

Figura 8. Metabolitos extraidos de extractos metandlicos de las hojas de

Thevetia peruviana. Tomado y modificado de Dash y cols, 2022.

Actividad Farmacoldgica y/o Biologica de la Especie Thevetia peruviana

En México el latex se emplea contra las hemorroides, escabiosis, Ulceras y
llagas; el extracto de la planta entera se utiliza como antimélarico (Mendieta y
Del Amo, 1981). Estudios recientes han demostrado, que la especie Thevetia
peruviana posee actividad antibacteriana, antifingica, anticancerigena,
citotoxica, anticoagulante y antioxidante (Abdelghany y cols, 2021; Meena y
cols, 2021; Al-Rajhi y cols, 2022).

Productos Naturales

Las plantas emplean una cantidad significativa del carbono asimilado y de
energia a la sintesis de moléculas organicas que aparentemente no poseen
actividad directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de
nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o
lipidos, denominados metabolitos secundarios o productos naturales. Su
sintesis se ve restringida a determinadas familias o géneros de plantas, o

incluso algunas especies (Avalos y Pérez, 2009).
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Dentro de sus funciones ecolégicas podemos encontrarlos como atrayentes

de animales, al proporcionar pigmentos en flores y frutos, o repelentes de

animales, al aportar sabor amargo y generar indigestion o envenenamiento al

consumirlas. Poseen importante valor medicinal y econémico, al ser de gran

utilidad en la industria cosmética, alimentaria, y farmacéutica, ya sea en la

elaboracion de medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor,

aromas, colorantes, entre otros (Avalos y Pérez, 2009). Algunos metabolitos

secundarios se mencionan a continuacion:

Alcaloides: Constituyen un grupo heterogéneo de sustancias
organicas nitrogenadas, aunque estrictamente se considera que los
alcaloides deben tener al menos un atomo de nitrégeno heterociclico,
el nitrdgeno puede formar parte de una amina primaria (RNHz), de una
amina secundaria (R2NH), de una amina terciaria (RsN) o de una amina
cuaternaria. La nicotina, cafeina, codeina y vincristina son algunos de
los alcaloides con usos terapéuticos mas utilizados en la actualidad

(Martinez, Valencia y Jiménez, 2008).

Saponinas: Estructuralmente estan constituidas principalmente por
grupos hidroxilos y uniones de tipo éter y lacténicas; estan compuestas
por azucares y agliconas. La B-amirina y el acido oleandlico, son

algunos representantes de este grupo (Martinez y cols., 2008).

Esteroles: Son compuestos cuya estructura presenta el sistema anular
del ciclopentano perhidrofenantreno, metilos en los carbonos 10y 13y
un radical lineal en el carbono 17. Se clasifican en fitoesteroles (como

el estigmasterol) y fitoestanoles (formas reducidas de los fitoesteroles),
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presentan un estructura semejante al colesterol de origen vegetal,

considerados triterpenos insaturados (Martinez y cols., 2008).

e Terpenos: Dentro de los terpenos, existe una subclase en donde se
encuentran los carotenoides, fitoesteroles, capsaicina, saponinas. Se
encuentras distribuidos uniformemente en todas las partes de las
especies que los poseen. La betulina, el acido oleandlico y el acido
ursélico son algunos ejemplos de triterpenoides con amplio poder
medicinal (Aponte, Calderén, Delgado, Herrera, Jiménez, Ramirez,
Rojas y Toro, 2008; Bhadane y cols., 2018).

e Taninos: Quimicamente los taninos son polimeros de polifenoles, no
nitrogenados, formados por la condensacion de las catequinas,
sustancias de alto peso molecular, solubles en agua y no en solventes
organicos. Se encuentran principalmente en las maderas de plantas
lefiosas, siendo el acido galico (28) uno de los principales taninos en la

naturaleza (ver Figura 9) (Bruneton, 2001).
Os_OH

HO OH
OH

Figura 9. Estructura quimica del Acido galico (28)
Tomado y modificado de Bruneton, 2001.

Fenoles: Consisten en una estructura bencénica polisustituida; pirogalol,

timol, eugenol, apiol, anetol; son los compuestos mas simples y consisten

en un anillo fendlico sustituido. Compuestos como el acido vanilico y el
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acido clorogénico han sido aislado en diversas especies con gran actividad
biolégica (Kennedy, 2019).

Quinonas: Las quinonas son anillos aromaticos, poseen una alta
reactividad, formando complejos con los aminoacidos hidrofilicos de las
proteinas, la mayoria de las veces inactivando la proteina y anulando su
funcién; gracias a lo antes mencionado, el potencial antimicrobiano de este
grupo es amplio, siendo la O-quinona (29) el ejemplo méas simple del mismo
(ver Figura 10) (Domingo y Lopez, 2003).

Os_OH

HO OH
OH

Figura 10. Estructura quimica de O-quinona (29)

Tomado y modificado de Domingo y Lépez, 2003

Cumarinas: Las cumarinas son un grupo muy amplio de principios activos
fendlicos y tienen en comudn la estructura quimica de 1-benzopiran-2-ona.
Se caracterizan porgue presentan fluorescencia bajo la luz ultravioleta a
365 nm, la escopoletina (30) es un ejemplo de este grupo de

fitoconstituyentes (ver Figura 11) (Bruneton, 2001)

O\
o O OH

Figura 11. Estructura quimica de escopoletina (30)

Tomado y modificado de Bruneton, 2001.
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e Lactonas sesquiterpénicas: Derivan de los sesquiterpenos,
compuestos lactonicos que se clasifican con base en su esqueleto
carbociclico como germacrandlidos guaiandlidos, eudesmandlidos y
pseudo-guaiandlidos entre otros (el sufijo 6lido se refiere a la funcion
lactona); la artemisinina (31) y la helenalina (32), son algunos ejemplos

con gran importancia farmacolégica (ver figura 12) (Lock, 1988).

0 OH

Artemisinina (31) Helenalina (32)

Figura 12. Estructura quimica de lactonas sesquiterpénicas
Tomado y modificado de Lock, 1988.

e Glucoésidos cardioténicos: son compuestos organicos carbonilicos
(aldehidicos o cetodnicos) polihidroxilados, asi como sus derivados
oxidados o reducidos (acidos urénicos y polioles), ésteres, éteres y
derivados aminados (osaminas). El kanerosido, la neriifolina y tevefolina
son algunos glucosidos utilizados ampliamente en el tratamiento de

insuficiencia cardiaca (Bruneton, 2001).

Extractos Vegetales

Son compuestos producidos de la obtencién de sustancias biolégicamente
activas presentes en los tejidos de plantas, por el uso de un solvente (alcohol,
agua, mezcla de estos u otro solvente selectivo) y un proceso de extraccion

adecuado. De una misma planta, dependiendo de la parte de ella utilizada, del
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solvente y de la técnica de extraccion, podremos obtener diferentes sustancias
(Sharapin, 2000).

Métodos de obtencion de los extractos vegetales

Extraccion por Reflujo: es una técnica para extraer y preservar los
compuestos quimicos en las especies vegetales; estad formado por un
condensador que se usa para condensar los mismos. Durante el reflujo, la
evaporizacion de la mezcla que se hierve es seguida por la condensacion de
estos vapores sobre las paredes interiores de un condensador, éste se
refrigera con el agua que fluye por una camisa envolvente a su alrededor
(Sharapin, 2000).

Maceracion: es un procedimiento en el que se coloca el material vegetal,
desecado o no, en un recipiente adecuado con tapa. Se agrega suficiente
cantidad de disolvente o mezcla de disolventes, hasta tapar totalmente el
material vegetal. Se deja en reposo a temperatura ambiente o en un sitio tibio
durante un tiempo indicado (3 a 7 dias aproximadamente), hasta que el
material soluble se disuelva. Se agita con frecuencia durante el tiempo de
maceracion. Seguidamente se filtra para retirar el disolvente. Para completar
a volumen se hace pasar disolvente hasta alcanzar el volumen deseado

(Nadinic, Bandoni, Martino y Ferraro, 2016).

Percolacion: Se humedece 1 Kg del material vegetal con una cantidad
suficiente del disolvente indicado para embeberla bien. Se deja en maceracion
en un recipiente por un tiempo especifico, después se empaca un percolador
de tamano adecuado con el material vegetal. Se agrega suficiente disolvente
hasta obtener una columna en el percolador, se tapa el orificio inferior, se cubre

el percolador y se deja macerar durante 48 horas. Pasado este tiempo, se abre
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la canilla inferior y se comienza a obtener el percolado, reservando las
primeras fracciones. Se continda la percolacion agregando mas cantidad de

disolvente hasta el agotamiento del material vegetal (Nadinic y cols, 2016).

Decoccidn: Se obtiene por calentamiento a ebullicion (100 °C) del material
vegetal con el disolvente o con agua. Por lo general, se emplea para materiales
vegetales cuyas partes usadas sean duras como cortezas, tallos, raices y que

contenga principios solubles en el disolvente (Nadinic y cols, 2016).

Analisis Fitoquimico Preliminar

El tamizaje fitoquimico es una herramienta en la investigacion del potencial
bioldgico y farmacoldgico que poseen las plantas. Consiste en la obtencion de
extractos de plantas con solventes apropiados, tales como agua, acetona,
alcohol, cloroformo, éter, entre otros. El diclorometano, se usa
especificamente para la extraccion de terpenoides (Prashant, Bimlesh,
Mandeep, Gurpreet y Harleen; 2011). Posterior a la extraccion, se llevan a
cabo pruebas cualitativas o reacciones de coloracion, las cuales son
reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo. Algunas de estas, evallan
grupos de sustancias y otros la presencia de otros compuestos como acidos
grasos, azucares reductores, polisacaridos y mucilagos. Los resultados de las
reacciones son reportados como (+) o (-) para el metabolito de que se trate
(Sharapin, 2000). Descripcién de los fundamentos de las pruebas que se

realizaron en esta investigacion:

Pruebas para determinar alcaloides

v' Ensayo de Wagner, Mayer y Dragendorff: El reactivo de Dragendorff
es una mezcla de yoduro de potasio y nitrato de bismuto, detectandose
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el alcaloide al producirse un precipitado rojo-naranja; en la reaccion de
Mayer el yoduro de potasio y el bicloruro de mercurio junto con el
alcaloide dan un precipitado de color blanco (Marcano y Hasewaga,
2002). Para el reactivo Wagner, el yoduro de potasio se visualiza un

precipitado marron (Dominguez, 1973; Bruneton, 2001).

Prueba para determinar triterpenos/esteroles

v' Ensayo de Lieberman-Bouchard: Esta compuesta por una mezcla de
acido sulfurico y anhidrido acético, que producen sustancias cromoforas
con el ciclopentano perhidrofenantreno. La positividad de la prueba se
da al observar un color rojo, verde o azul (Dominguez, 1973; Bruneton,
2001).

Prueba para determinar compuestos fenolicos

v' Prueba de tricloruro férrico (FeCls): Las sustancias precipitan en
presencia de cloruro férrico, dicha respuesta se debe al efecto
producido por el ion cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo; provocando
una ruptura de enlace y la union del grupo fendxido al hierro
(Dominguez, 1973).

Prueba para determinar saponinas

v Prueba de la espuma: El extracto disuelto en agua, se agita
vigorosamente; la aparicion de espuma indica la presencia de

saponinas (Marcano y Hasegawa, 2002).
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Prueba para determinar taninos

v' Ensayo de la gelatina: Permite reconocer la presencia de taninos, la
positividad de este ensayo se observa con la aparicion de un precipitado
blanco (Bruneton, 2001).

Pruebas para determinar flavonoides

v Ensayo de Shinoda: El magnesio en polvo reacciona con &cido
clorhidrico concentrado. El hidrégeno generado produce por reduccion
el i6n flavilio, observandose un color rojo escarlata (varia desde un rosa
débilmente hasta el rojo escarlata) (Dominguez, 1973; Bruneton, 2001).

v" Prueba de NaOH al 10 %: La aparicion de amarillo a rojo (xantonas y/o
flavonas), café a purpura rojizo (chalconas) y azul (antocianinas)
(Dominguez, 1973; Bruneton, 2001).

Prueba para determinar cumarinas

v Prueba de Hidréxido de Amonio concentrado (NHsOH): Las
cumarinas al ser observadas bajo la luz ultravioleta, presentan una

fluorescencia azul-violeta en presencia de amoniaco (Bruneton, 2001).

Prueba para determinar antraquinonas

v' Ensayo de Borntrager: La naftoquinonas y antraquinonas libres, al ser
tratadas con la solucion de hidréxido aménico concentrado (NHsOH [ ])
forman complejos de color rojo cereza (Tamayo, Verdecia y Mojera,
2011).
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Prueba para determinar quinonas

v Prueba de Acido Sulfarico concentrado (H2SOa [ ]): Una pequefia
porcion de muestra se disuelve en acido sulfurico concentrado. La
prueba es positiva al aparecer una coloracion roja-purpura (Dominguez,
1973).

Prueba para determinar lactonas sesquiterpénicas

v' Ensayo de Baljet: Es util para reconocer la presencia de compuestos
con agrupamiento lacténico. La prueba es positiva, cuando se observa

una coloracién o precipitado de color rojo (Dominguez, 1973).

Prueba para determinar glucosidos cardioténicos

v Ensayo de Keller's: El desarrollo de una coloracion violacea,
persistente durante 1 a 2 horas, es indicativo de glucésidos

cardiotonicos (Bruneton, 2001).

Hongos

Los hongos son organismos unicelulares o pluricelulares, con estructura
celular eucaridtica y con una pared celular con quitina, polisacéarido constituido
por el disacarido quitobiosa, que estd compuesto por subunidades de N-acetil-
glucosamina B-1-4. Carecen de diferenciacion tisular, sin embargo, poseen
nutricion heterétrofa de carbono de tipo absortivo. Estos organismos son los
responsables de diversidad de enfermedades micéticas como las micosis
superficiales, micosis cutaneas, subcutaneas y sistémicas (Bonifaz, 2012).

En el caso de las micosis superficiales y cutaneas son las mas comunes y

estdn causadas en su mayoria por un grupo de hongos denominados

37



dermatofitos, entre estos Candida albicans se constituye como un hongo
oportunista y el mads comun agente infeccioso de hombres y animales (Bonifaz,
2012).

El término levadura etimoldégicamente significa “organismo unicelular que
se reproduce por brotacién”. Esta definicion no es totalmente correcta debido
a que algunas levaduras se reproducen por fision, otras producen micelio
verdadero bajo ciertas condiciones nutricionales (dimorfismo) y ciertos hongos
filamentosos pueden existir en forma unicelular o levaduriforme (dimorfismo).
Son heterétrofas, que viven a expensas de otros seres vivos (levaduras
parasitas) o sobre materia organica muerta (levaduras saprofitas) (Arenas,
2003; Ponton, Moragues, Gené, Guarro y Quindos; 2002).

Estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, se las encuentra en las
frutas, granos, miel y otros alimentos que contienen azlcar, en el suelo, aire,
mar, piel y mucosa de mamiferos. Muchas de ellas son utiles para el hombre,
como las que se emplean en la produccion de cerveza, vino y pan; otras son
perjudiciales ya que descomponen alimentos, deterioran fibras textiles o
causan enfermedades en las plantas, los animales y el hombre. Existen mas
de 600 especies conocidas de levaduras, distribuidas en 60 géneros
taxonodmicos, de las cuales solo unas pocas especies son capaces de producir
enfermedades en humanos y animales (Bonifaz, 2012, Arenas, 2003). Dentro
de ellas, las mas aisladas como agentes causales de infecciones en el hombre
son:

v' Candida albicans y otras especies del género (se han descrito mas de
190 especies): Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida
glabrata, Candida krusei, Candida dubliniensis; responsables de la
Candidiasis.

v Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii (criptococosis)

<\

Especies de Malassezia (pitiriasis, dermatitis, foliculitis, entre otras).

v Especies de Trichosporon (trichosporonosis)
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v' Especies de Geotrichum (geotricosis) (Arenas, 2003; Ponton, 2002).

Clasificacion taxondémica: Taxondmicamente se dividen segun lo indica
la Tabla 4 (Bonifaz, 2012).

Tabla 4. Taxonomia de las especies Candida albicans y Candida krusei

Dominio Eucarya
Reino Fungi
Divisién Eumycota
Subdivisién Deuteromycotina
Clase Blastomycetes
Familia Cryptoccocaceae
Género Candida
Especies Candida albicans y Candida krusei

Tomado y modificado de Bonifaz, 2012.

Candida albicans

Es unalevadura dimérfica, forma largas pseudohifas, hifas y blastoconidias,
redonda u ovoide con 3 um de diametro, con o sin gemacion, asimila y
fermenta azucares. El dimorfismo le permite evadir los mecanismos de
defensa relacionados con la inmunidad celular del huésped. Es la especie
patdgena mas frecuente en el hombre, vive como saprofito sobre la piel y las
mucosas del tracto respiratorio y digestivo. Puede producir infecciones
superficiales que afectan a piel, ufias y mucosas. La piel humeda y las
mucosas oral y vaginal son lugares donde la infeccion candidiasica es
frecuente. Macroscopicamente, en agar Sabouraud crece formando colonias

blancas, blandas, cremosas y lisas (ver Figura 13) (Arenas, 2003).
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Figura 13. Candida albicans
Tomado y modificado de Arenas, 2003.

Candida krusei

Es una levadura, sus células mayores son cilindricas, de hasta 25 mm de
largo. Las colonias separadas exceden con frecuencia los 5 mm de diametro
sobre el agar malta-glucosa a 25 °C. En el medio cromogénico: CHROMagar
Candida™ (CHROMagar, Paris, France), sus colonias son color rosa, secas y
rugosas (ver Figura 14). Esta especie es intrinsecamente resistente al
Fluconazol® (Arenas, 2003; Pontdn y cols, 2002).

Figura 14. Candida krusei ATCC 14243 en Agar Cromogénico.
Tomado y modificado de Liofilchem ®, 2015.
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Agentes Antifungicos

El concepto de agente antifingico o antimicético engloba cualquier
sustancia capaz de producir una alteracion tal de las estructuras de una célula
fungica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad
de supervivencia, bien directa o indirectamente, lo que facilita el

funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped (Gregori, 2005).
Clasificacion de los antifungicos

Los antimicoticos incluyen una amplia variedad de sustancias con
diferentes estructuras quimicas y mecanismos de accion. La clasificacion se
realiza segun criterios convencionales que atienden a su estructura en:

polienos, azoles, alilaminas, entre otros (ver Tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion de los Antifangicos por su Estructura

Polienos Nistatina ®, Natamicina ®, Anfotericina B®

Azoles Imidazol: Miconazol®, Clotrimazol®

Triazoles: Fluconazol®, Itraconazol®, Ketoconazol®

Triazoles de segunda generacion: Voriconazol®,

Ravuconazol®, Posaconazol®

Alilaminas Terbinafina®, Naftifina®

Lipopéptidos Papulacandinas

Triterpenos glicosilados

Equinocandinas:  Caspofungina®, Anidulofungina®,

Micafungina®

Pirimidinas fluoradas Flucitosina®

Tomado y modificado de Gregori, 2005.
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De acuerdo con su origen en sustancias producidas por organismos Vivos
o derivados de sintesis quimica; de acuerdo con su espectro de accion en:
amplio o restringido y de acuerdo con el sitio de accién (ver Tabla 6) (Gregori,
2005).

Tabla 6. Clasificacion de los Antifiingicos por su Sitio de Accién en el Hongo

Antifungicos interactuando en pared celular Lipopéptidos
Antifingicos interactuando en membrana celular Polienos, azoles, alilaminas
Antifingicos interactuando en ndcleo Pirimidinas fluoradas

Tomado y modificado de Gregori, 2005.

Actividad Antifungica

Es aquella capaz de producir una alteracion de las estructuras de una célula
fungica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad
de supervivencia, bien directa o indirectamente, lo que facilita el
funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped, dicha actividad
antifangica se medira mediante la difusién en agar con disco (Kirby-Bauer),
gue permite valorar la sensibilidad y resistencia del microorganismo frente al

compuesto seleccionado (Pelczar, y Reid,1992; Clavell, 1992).

Técnicas para la determinacion de la actividad antifungica

Entre los métodos mas usados para evaluar la actividad antifingica, se

encuentran el método de difusion y el método de dilucion.

Método de Difusion en disco: el método Kirby-Bauer (Método de difusién en

agar) es empleado para determinar la sensibilidad de un agente microbiano

42



frente a un antibiético o quimioterapico. Este método comprende lo que se
denomina un antibiograma o prueba de susceptibilidad bacteriana o fangica
frente a drogas especificas (Ramirez, Garcia, Longa, Sanchez, Nieves,
Velasco, Araque y Mosqueda, 2010; Lizcano y Vergara, 2008).

En este método, el microorganismo es inoculado en la superficie de una
placa de agar, sobre el cual se colocan discos impregnados con una
concentracion conocida del antibiético o antifingico. Las placas se incuban por
16-18 horas a 35-37 °C. Durante la incubacion, el antibiético o antifungico
difunde radialmente desde el disco a través del agar, por lo que su
concentracion va disminuyendo a medida que se aleja del disco. En un punto
determinado, la concentracion del antibiético o antifungico en el medio es
incapaz de inhibir al germen en estudio. El diametro del area de inhibicién
alrededor del disco puede ser convertido a las categorias de sensible,
intermedio o resistente (S, I, 0 R) de acuerdo a tablas publicadas por los
organismos encargados del control de tales métodos, por ejemplo, el Instituto
de Normas de Laboratorios Clinicos (conocido por sus siglas en inglés como
CLSI, 2020) (Ramirez y cols, 2010; Lizcano y Vergara, 2008).

Método de Difusion en pozo: se deposita el indculo y se siembra sobre agar
selectivo estipulado; seguido de ello se hacen los pozos sobre la superficie del
agar (6 mm de didametro) y en cada uno de ellos se deposita 25 pL de los
extractos a evaluar, estandares (control positivo y negativo), se deja reposar
por espacio de 30 min (para evaporar el liquido), se incuba con la caja invertida
a 35 °C por 24 h para bacterias y a 29 °C por 48 h en caso de levaduras y
posteriormente se miden los halos de inhibicion (Sanchez, Castillo y Garcia,
2016).

Métodos de Dilucion: el método de dilucién en agar o en caldo como test de

susceptibilidad microbiana es utilizado para determinar la concentracion
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bactericida minima (CBM), y la concentracion inhibitoria minima (CIM) (Aberg,
Goldman, Gray y Long, 2001; McDermott, Bodeis, Fritsche, Jones y Walker,
2005), la cual es definida como la concentracion mas baja de sustancia que
puede inhibir el crecimiento visible de un microorganismo después de incubar
por 24 horas, y la CBM como la concentracion mas baja que puede prevenir el
crecimiento de un organismo después de subcultivar en un medio libre del
compuesto evaluado, estas variables son una herramienta para investigar
nuevos antimicrobianos (Andrews, 2001).

En la técnica de dilucién en caldo, son utilizados tubos o microplacas
(microdilucion) que contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal.
El organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o pozos de las
microplacas y la CIM es determinada después de la incubacion (Wilkinson,
2007). En el método de dilucién en agar, las cajas se siembran por profundidad
con una determinada concentracion de extracto vegetal, luego se inoculan con
el microorganismo en estudio y se incuban por 24 horas, después de ésta, se
examina si el microorganismo crece o no en cada una de las cajas (Langfield,

Scarano, Heitzman, Kondo, Hammond y Neto, 2004).

Definicion Operacional de Términos

Candidiasis

Infeccion causada por la alteracion de la presencia de hongos de Candida

en diversos tejidos, generando erupciones, descamacion, prurito e hinchazon

en la zona afectada (Vazquez y Sobel, 2011).
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Cromogénico

Un sustrato cromogénico puede ser definido como un compuesto o

sustancia que contiene un grupo formador de color (Ponton y cols., 2002).

Dimorfismo

El término dimorfico, aplicado a los hongos, significa que determinadas
especies pueden presentarse bajo dos tipos o aspectos morfolégicos
diferentes. Se conocen, respectivamente, como fase miceliar y fase levadura
(Ponton y cols., 2002).

Metabolismo
Conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los seres vivos
para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples, o para
degradar las complejas y obtener las simples (Avalos y Pérez, 2009).

Micosis

Enfermedad infecciosa producida por hongos microscopicos que puede

afectar a cualquier parte del organismo (Pontén y cols., 2002).
Patdgeno
Agente infeccioso con capacidad de poder generar enfermedades y

malestar al organismo que invade, alterando la fisiologia del mismo (Ponton y
cols., 2002).
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Saprofito
Los saprofitos son organismos heterotrofos, lo que significa que no pueden

producir su propio alimento y dependen de fuentes externas para obtener

nutrientes (Pontén y cols., 2002).
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Operacionalizacion de las Variables

En las Tablas 7 y 8, se describen las variables que se asumieron en la

presente investigacion y los indicadores que las definen.

Tabla 7. Operacionalizacion de la variable dependiente: Actividad antifingica

de los extractos de las hojas y tallos de Thevetia peruviana

Actividad antifingica
de los extractos de las
hojas y tallos de
Thevetia peruviana

Dependiente
Cuantitativa

sustancia

Engloba cualquier
de
alteracion tal de las estructuras

capaz producir  una
de una célula fungica que
consiga inhibir su desarrollo,
alterando su viabilidad o
capacidad de supervivencia,
bien directa o indirectamente, lo
que facilita el funcionamiento de
los sistemas de defensa del

huésped (Gregori, 2005)

Método de difusion en
agar con disco

Cepas
v/ Candida albicans
CDC-B385
v/ Candida
ATCC 6258

krusei

Presencia o ausencia del halo

de inhibicion

Sensible

Resistente

Elaborado por: Mora, Errante y Cordero, 2024.
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Tabla 8. Operacionalizacion de la variable independiente: Composicion

qguimica de los extractos de las hojas y tallos de Thevetia peruviana

Composicién
guimica de los
extractos de
las hojas y
tallos de
Thevetia

peruviana

Independiente
Cualitativa

Los metabolitos secundarios son un
grupo de compuestos que defienden a
las plantas de los herbivoros y microbios
patégenos, estan implicados ademas en
la interaccion planta-animal, ayudan-do
a atraer a animales por medio de
sefales visuales y olfativas (Taiz y
Zeiger, 2006).

Pruebas
Preliminares 6
Tamizaje

fitoquimico

Ensayo de

Dragendorff

Alcaloides: precipitado anaranjado

Ensayo de Mayer

Alcaloides: precipitado color crema

Ensayo de Baljet

Compuestos lactonicos: color rojo

Ensayo de Borntrager

Quinonas y Antraquinonas: color rojo

Ensayo de

Lieberman-Buchard

Triterpenos: coloracion roja

Esteroles: coloracion verde-azulado

Ensayo de espuma

Saponinas: formacion de espuma

Ensayo de cloruro

férrico

Compuestos fendolicos y/o taninos: color

azul, verde o negro)

Prueba de NH,OH

Cumarinas: Presencia de fluorescencia

azul-violeta

Ensayo de Shinoda

Flavonoides: rojo escarlata

Elaborado por: Errante, Mora y Cordero, 2024.
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Hipotesis

Estudios recientes han demostrado que las especies del género Thevetia
son una fuente de compuestos activos con actividades bioldgicas, por ende es
posible que los extractos de las hojas y tallos de Thevetia peruviana presenten

metabolitos secundarios con posible actividad antifungica.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacién es confirmatoria definida como aquella cuyo
objetivo es comparar el comportamiento de uno o mas eventos en los grupos
observados. Requiere como logro anterior la descripcion del fenémeno vy la
clasificacion de los resultados (Hurtado, 2012). En este sentido, el objetivo de
este estudio fue confirmar la actividad antifingica de los extractos de las hojas
y tallos de Thevetia peruviana frente a cepas de Candida albicans y Candida
krusei. Se orient6 a destacar la forma diferencial en la que la actividad fangica

se manifiesta, sin establecer relaciones de causalidad.

Disefio de Investigacion

Segun Hurtado, 2010; el disefio de la investigacién se debe precisar por
medio de las estrategias que se implementan para recolectar la informacion en
una fuente determinada, en un tiempo determinado y en una cantidad o
amplitud asociada a lo que se quiere saber. La presente investigacion,
respecto al dénde, se llevé a cabo mediante un disefio experimental, puesto
gue las muestras se recolectaron en su habitat natural, se mantuvo un disefio
de campo y disefio de laboratorio, al trabajar con un grupo control y manipular
la variable independiente con el fin de lograr un efecto sobre la variable
dependiente.

Con respecto a su temporalidad, fue de tipo contemporanea vy

transeccional, al estudiar el evento en el presente en un unico momento en el
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tiempo. Ademés de esto, se contemplé una amplitud de tipo unieventual, al
estudiar una variable dependiente con una variable independiente.

Poblacién y Muestra

La poblacion se define como el conjunto de unidades de las que se desea
obtener informacion y sobre las que se van a generar conclusiones (Arias,
2006) En este caso, la poblacién estuvo representada por la planta Thevetia
peruviana, ubicada en el Jardin Botanico "Ing. Carlos Liscano" de la

Universidad de Los Andes, San Juan de Lagunillas estado Mérida.

Seleccion del Tamano de la Muestra

La muestra estuvo representada por 100,07 gramos de hojas y 102,21
gramos de tallos de la especie Thevetia peruviana perteneciente a la familia
Apocynaceae, que fueron analizados en el Laboratorio de Productos Naturales
del Instituto de Investigaciones "Dr. Alfredo Nicolas Usubillaga del Hierro” de
la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Sistema de variables

Un sistema de variables estd compuesto por una serie de caracteristicas a
estudiar, definidas de manera operacional, es decir, en funcion de sus
indicadores. Al mismo tiempo, se considera que una variable es una cualidad
susceptible de experimentar cambios y permiten verificar el fenomeno de
estudio en la unidad de investigacion (Arias, 2006). Conforme a esto, las
variables que se presentan en esta investigacion fueron:

Variable Dependiente: Actividad antifingica de los extractos de las hojas y

tallos de Thevetia peruviana.

51



Variable Independiente: Composicion quimica de los extractos de las hojas

y tallos de Thevetia peruviana.

Instrumento de Recoleccion de Datos

En este proyecto de investigacion se empled la observacion estructurada,
la cual es una técnica de recoleccion de datos que permite acumular y
sistematizar informacion sobre un hecho o fenémeno social que tiene relacién
con el problema que motiva la investigacion (Hurtado, 2012). Mediante esta
técnica, se registré la presencia o ausencia de los diferentes fitocompuestos
en los extractos de la planta, a través de reacciones quimicas cualitativas; de
igual manera, se registré la sensibilidad o resistencia en las dos cepas de
Candida, frente a la concentracion de los extractos obtenidos de Thevetia

peruviana, mediante la medicion de los halos de inhibicion.

Procedimiento de la Investigacion

Recoleccién de las muestras vegetales

La muestra vegetal se recolect6 en el Jardin Boténico "Ing. Carlos Liscano",
San Juan de Lagunillas de la Universidad de Los Andes. Posteriormente se
proceso e identifico taxondmicamente por el profesor Pablo Melendez en el
Herbario M.E.R.F. “Dr. Luis Enrique Ruiz Teran” de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis, Universidad de Los Andes, en el cual se depositd una muestra

para obtener el voucher y el nUmero de coleccion N°01.
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Obtencion de los extractos

La obtencion de los extractos fue realizada en el Laboratorio “A” de
Productos Naturales del Instituto de Investigaciones de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis bajo la asesoria de la Dra. Rosa Aparicio. Se
seleccionaron las hojas y tallos verdes, frescos y en buen estado de la especie
Thevetia peruviana, los cuales fueron colocados en estufa a 40 °C, y
posteriormente triturados con la ayuda de un molino. A continuacion se llevo a
cabo el proceso de maceracion para la extraccion de los componentes de la
planta, para el cual se pesaron 100 gramos del pulverizado de las hojas y de
los tallos respectivamente, durante 72 horas, y utilizando como disolventes
hexano y etanol.

Transcurrido el tiempo de la maceracion, se filtré el liquido con papel de
filtro para cada uno de los solventes empleados, los cuales se etiquetaron,
como extracto de hexano y de etanol, segun correspondié. Seguidamente,
cada uno de ellos se concentr6 en el rotavapor a presién reducida y
temperatura controlada no mayor de 45°C, eliminando los solventes.
Finalmente, los extractos se colocaron en frascos color ambar, y se llevaron a

secar en la estufa a 40°C.
Tamizaje fitoquimico de los extractos
Las pruebas que se realizaron para detectar los metabolitos secundarios,

presentes en los extractos (hexano y etanol) de las hojas y tallos de la especie

Thevetia peruviana seran las descritas a continuacion:
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Pruebas para determinar alcaloides

Wagner/Mayer/Dragendorff: Se tomo una porcion de cada uno de los
extractos de las hojas y tallos, en tubos de ensayo por separado y se
agregaron 6 mL de HCI a cada tubo, se mezcl6 y se llevd a bafio de
Maria, y posteriormente se filtré y se separd cada extracto en 3 tubos
de ensayo por separado, con la finalidad de agregar 2-3 gotas de sales
de metales pesados contenidos en los diferentes reactivos
(Dragendorff, Mayer y Wagner). Posteriormente se formo un precipitado
de color naranja, el cual permiti6 detectar la presencia de alcaloides

basicos (Dominguez, 1973).

Prueba para determinar triterpenos y esteroles

Lieberman-Bouchard: A una pequefia porcion de los extractos
concentrados (hexano y etanol) de las hojas y tallos, se le afiadié 1 mL
de anhidrido acético y luego se estratific6 con 2 gotas de H2SOa4
concentrado, se dejo en reposo durante 5 minutos. Se considero
positiva la prueba con la aparicibn de coloraciones rojas, verdes o

azuladas (Dominguez, 1973).

Prueba para determinar compuestos fenélicos

Prueba de tricloruro férrico (FeClzs): A los extractos de etanol (hojas
y tallos), se le adicionaron algunas gotas de tricloruro férrico al 1 %. La
formacion de una coloracion roja, azul, verde o purpura indica la

presencia de fenoles (Dominguez, 1973).

Prueba para determinar saponinas

Prueba de la Espuma: Se prepardé una solucion acuosa de los

extractos de etanol (hojas y tallos), posteriormente se afiadio 1 mL de
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cada uno en un tubo de ensayo y se agité vigorosamente durante 1
minuto. Se considera la prueba positiva si la espuma se mantiene por

30 minutos a una altura de 8 a 10 mm (Dominguez, 1973).

Prueba para determinar taninos

Ensayo de la Gelatina: Se disolvio 10 mg de los extractos de etanol
(hojas vy tallos) en 10 mL de una solucion de gelatina (1 %) y una
solucién de cloruro de sodio al 10 %. La aparicion de un precipitado

blanco indica la presencia de taninos (Dominguez, 1973).

Pruebas para determinar flavonoides

Ensayo de Shinoda: A 1 mL de los extractos (hexano y etanol de las
hojas y tallos) diluidos, se les afadio una pequefia cantidad de
magnesio metalico y 3 gotas de HCI concentrado. La positividad de la
prueba esta dada por la aparicion de una coloracion naranja o violeta
(Dominguez, 1973).

Prueba de NaOH al 10 %: Las soluciones de los extractos (hexano y
etanol de las hojas y tallos) acuosos se trataron con 1 mL de una
solucion de hidroxido de sodio al 10 %. La aparicion de coloraciones
amarillas, rojas, café, purpura y azul, se considera la prueba positiva
(Dominguez, 1973).

Prueba para determinar cumarinas

Prueba de Hidréxido de Amonio (NH4OH): Los tubos de ensayo que
contenian las soluciones de los extractos de etanol (hojas y tallos), se
cubrieron con un circulo de papel de filtro, previamente tratado con
solucion de hidroxido de amonio 1 N; luego se colocaron durante unos

minutos en agua hirviendo, posteriormente se retiré el papel filtro y se
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examinaran bajo la luz ultravioleta. Se considera positiva la prueba si
se presenta fluorescencia azul-violeta bajo la luz UV (Dominguez,
1973).

Prueba para determinar antraquinonas
e Ensayo de Borntrager: A 10 mg de los extractos de etanol (hojas y
tallos), se le agrego 1 gota de hidroxido de amonio concentrado
(NH4OH). La positividad de dicha prueba est4 dada por la presencia de

coloracién roja (Dominguez, 1973).

Prueba para determinar quinonas
e Prueba de H2SO4 concentrado: A 10 mg de cada extracto (hexano y
etanol) de las hojas y tallos, contenidos en una capsula de ceramica, se
les agrego 1 gota de acido sulfurico concentrado. La aparicion de una
coloracion roja indica la positividad de la prueba (Dominguez, 1973).

Prueba para determinar lactonas sesquiterpénicas
e Ensayo de Baljet: Se disolvio 10 mg de los extractos (hexano y etanol)
de las hojas, en 2 mL de HCI concentrado y se les adiciono 3 gotas del
reactivo de Baljet. La formacion de un color amarillo o naranja que se
desvanece al agregar el HCl indica la presencia de un anillo lacténico y
por ende la positividad de la prueba (Dominguez, 1973).

Prueba para determinar glucésidos cardioténicos
e Ensayo de Keller’s: Se disolvieron 10 mg de cada extracto (hexano y
etanol) de las hojas y tallos, en el reactivo de Keller’s, al mismo se le

agrego unas gotas de H2SO4 concentrado. La formacion de un anillo
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marron o verde en la interfase, evidenciara la presencia de glucosidos

cardioténicos (Dominguez, 1973).

Actividad antifungica de los extractos de etanol de hojas y tallos de la

especie Thevetia peruviana en dos cepas de Candida

La evaluacion de la actividad antifungica se realizé en el laboratorio de
Micologia “Dr. Corrado Capretti”’, de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de
la Universidad de Los Andes, bajo la asesoria de los Profesores Clara Diaz y
Alexander Moreno.

Preparacion de la muestra:

Los extractos obtenidos de etanol, de las hojas y los tallos de Thevetia
peruviana, se llevaron a una concentracion de 10 mg/mL. El solvente utilizado
fue dimetilsulfoxido (DMSO).

Evaluacion de la actividad antifungica:

La investigacion se realiz6 por el método de difusiébn en agar con discos
descrita por Martin, Péman y Rubio (2001), frente levaduras de referencia
internacional: Candida albicans (CDC-B385) y Candida krusei (ATCC 6258).

Preparacion de los Discos:

Los discos de papel de filtro de 2 mm de grosor por 6 mm de diametro se
organizaron en placas de Petri y se esterilizaron bajo luz ultravioleta (LUV),
durante 90 minutos previos al ensayo. Posteriormente se impregnaron con 20

pL del extracto minutos antes del ensayo.
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Preparacién de los In6culos

Los indculos se prepararon a partir de un cultivo fresco de 24h, en agar
Sabouraud dextrosa con Cloranfenicol, hasta que se logré6 una turbidez
correspondiente para las levaduras al patron de McFarland N° 1,5 (3 x 108

UFC/mL, UFC: unidades formadoras de colonias).

Preparacion de las placas de Petri e inoculacion

Se agregaron 20 mL de agar Mueller-Hinton (HIMEDIA®), suplementado
con 2 % p/v de glucosa y azul de metileno (0,05 pg/mL) (CLSI,
2020).Posteriormente se afadio el inoculo preparado anteriormente de cada
cepa fungica de referencia, se mezclé de forma envolvente y se dejo solidificar
durante 15 minutos a temperatura ambiente, se les colocaron los discos en la
superficie del agar previamente impregnados con el extracto (20 uL) y los
antifangicos como controles positivos (Fluconazol® para Candida albicans y
Voriconazol® para Candida krusei) y dimetilsulfoxido (DMSO) como control

negativo (Martin y cols, 2001).

Determinacion de la actividad antifiungica

El agar Mueller-Hinton modificado previamente inoculado se incubo en una
estufa por 24 a 48 horas a 37 °C en aerobiosis. Posteriormente, se llevo a cabo
a la medicién de los halos de inhibicién alrededor de los discos, expresando

los datos en mm. El ensayo se realizo por duplicado.

Disefio de Anéalisis

Los resultados de la investigacién, fueron analizados mediante un enfoque
cuali-cuantitativo (Palella y Martins, 2010). En la presente investigacion fue
requerida la aplicacion de un enfoque cualitativo segun las caracteristicas

observadas durante el desarrollo de las pruebas ejecutadas, al aplicar criterios
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de comparacion y discriminacion estructurada de acuerdo a los fundamentos
establecidos para cada uno de los ensayos realizados. Ademas, como en este
enfoque se pretende medir, los fendmenos estudiados deben poder
observarse. Es por ello que, el analisis de los resultados de esta investigacion,
se enfocO ademas en un modelo cuantitativo, al identificar metabolitos
secundarios mediante la continuacion de protocolos estandarizados y
observacion y medicion de halos de inhibicion por efecto de la actividad

antifingica de las hojas y tallos de Thevetia peruviana.
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Las hojas y los tallos de Thevetia peruviana fueron sometidos al proceso
de maceracién con dos solventes organicos, hexano y etanol, posteriormente
concentrados en rotavapor, obteniendo los extractos de hexano y de etanol de
las hojas y tallos, respectivamente. A partir de esta técnica se obtuvieron de
las hojas: 4,5 g de extracto de hexano y 2,5 g de extracto de etanol; mientras
qgue de los tallos se obtuvieron 1,47 g de extracto de hexano y 3,40 g de
extracto de etanol (ver Tabla 9). Todos los extractos presentaron un color
verde intenso, olor caracteristico y aspecto condensado.

Tabla 9. Pesos de los extractos y sus rendimientos.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Tamizaje fitoquimico

CAPITULO IV

Resultados

Hojas molidas 100,07 g | Hexano: 1,23 g 1,23 %
Etanol: 3,93 g 3,93 %
Tallos molidos 102,21 g | Hexano: 1,59 ¢ 1,55%
Etanol: 3,22 g 3,15 %

Fuente: Mora, Errante y Cordero, 2024.

Los extractos fueron sometidos al analisis fitoquimico, con el fin de conocer
el grupo de metabolitos secundarios contenidos en cada una de las muestras.

Siendo de forma cualitativa la aparicion de cada uno de los componentes por
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fendbmenos quimicos de reaccion como: viraje de color, aparicion de
precipitados, turbidez del medio, produccién de espuma por agitacion y
fluorescencia por exposicion a la luz ultravioleta. Estos fendmenos fueron
indicativos primordiales para la caracterizacion fitoquimica de las estructuras
vegetales, sefialados en las tablas 10 y 11:

Tabla 10. Reporte de resultados de la caracterizacion fitoquimica de los
extractos de Thevetia peruviana

Alcaloides
Reactivo de Draggendorff ND + ND -
Reactivo de Mayer ND + ND -
Reactivo de Wagner ND + ND +
Triterpernos y Esteroles
Liebermann-Bourchard + + + +
Compuestos fendlicos
Prueba de FeCl; ND + ND +
Saponinas
Prueba de la Espuma ND - ND -
Taninos
Prueba de la Gelatina ND - ND -

Flavonoides
Ensayo de Shinoda - - - -
Prueba de NaOH ND ND - +
Cumarinas NH;OH [ ]
Fluorescencia UV - - - -
Antraquinonas
Prueba de NH4OH [ ] - - - -
Quinonas

Prueba de H2SOq4 [ ] - - - -
Lactonas sesquiterpenicas

Ensayo de Baljet ND + - +
Glucésidos cardiotdnicos
Ensayo de Keller's ND + ND +

Fuente: Mora, Errante y Cordero, 2024.

Leyenda: ND: No determinado, (-): Ausente, (+): Presente, EEH: Extracto de
etanol de hojas de Thevetia peruviana, EHH: Extracto de hexano de hojas de
Thevetia peruviana, EET: Extracto de etanol de tallos de Thevetia peruviana,

EHT: Extracto de hexano de tallos de Thevetia peruviana.
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacién fitoquimica de

los extractos de las hojas de Thevetia peruviana

Metabolitos a determinar: Alcaloides

Prueba: Reactivo de Dragendorff, de Mayer y de
Wagner.

Tubos: Extracto de etanol.

Reporte: Positivo

Formacion de precipitados color naranja.

Metabolitos a determinar: Esteroles y Triterpernos

Prueba: Liebermann-Burchard

Tubos: A: Extracto de hexano B: Extracto de etanol
Reporte: Positivo

Formacion de anillo verde y coloracion roja en ambos

tubos.

Metabolitos a determinar: Fenoles

Prueba: Compuestos fendlicos
Tubos: A: Control positivo B: Extracto de etanol.
Reporte: Positivo

Formacion de coloracion verde oscura o negra.

Metabolitos a determinar: Saponinas

Prueba: Prueba de espuma
Tubos: Extracto de etanol

Reporte: Negativo
No hay formacién de espuma

Fuente: Mora, Errante y Cordero, 2024.
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacién fitoquimica de

los extractos de las hojas de Thevetia peruviana (continuacion).

Metabolitos a determinar: Taninos

Prueba: Ensayo de la gelatina
Tubos: Extracto de etanol

Reporte: Negativo
No hay formacion de precipitado blanco

Metabolitos a determinar: Flavonoides

Prueba: Shinoda
Tubos: A: Extracto de hexano B: Extracto de etanol

Reporte: Negativo
No hay presencia de color rojo intenso.

Metabolitos a determinar: Cumarinas

Prueba: Fluorescencia UV
Tubos: A: Control positivo B: Extracto de etanol

Reporte: Negativo
No hay presencia de fluorescencia azul.

Metabolitos a determinar: Quinonas y antraquinonas
Prueba: NH4OH [ ]
Tubos: A:_Extracto de hexano B: Extracto de etanol

Reporte: Negativo
No hay presencia de color rojo.

Fuente: Mora, Errante y Cordero, 2024.

63



Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacién fitoquimica de

los extractos de las hojas de Thevetia peruviana (continuacion).

Metabolito a determinar: Lactonas sesquiterpenicas

Prueba: Reaccion de Baljet

Tubos: A:Extracto diluido en etanol B: Extracto puro

Reporte: Positivo

Presencia de color naranja-rojo.

Metabolitos a determinar: Glucdsidos cardiotonicos
W Prueba: Ensayo de Keller's

| Tubos: A: Extracto diluido en etanol B: Extracto puro
Reporte: Positivo
Presencia de color violaceo.

Fuente: Mora, Errante y Cordero, 2024.
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Tabla 12. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacién fitoquimica de

los extractos de los tallos de Thevetia peruviana.

Metabolitos a determinar: Alcaloides

Prueba: Reactivo de Dragendorff, Reactivo de
Mayer y Reactivo de Wagner.
Tubos: Extracto de etanol.

Reporte: Negativo
No hay formacion de precipitados color naranja.

Metabolitos a determinar: Esterolesy Triterpernos

Prueba: Liebermann-Burchard

Tubos: A: Control positivo B: Control negativo
C:Extracto de hexano D: Extracto de etanol
Reporte: Positivo

Formacioén de anillo verde. Coloracion roja.

Metabolitos a determinar: Fenoles

Prueba: Compuestos fendlicos
Tubos: A: Control positivo B: Extracto de etanol.

Reporte: Negativo

No hay formacion de coloracion verde oscura o
negra.

Metabolitos a determinar: Saponinas

Prueba: Prueba de espuma
Tubos: A: Control positivo B: Extracto de etanol.

: Reporte: Negativo
No hay formacion de espuma

Fuente: Mora, Errante y Cordero, 2024.
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Tabla 12. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacion fitoquimica
de los extractos de los tallos de Thevetia peruviana (continuacion).

L

Metabolitos a determinar: Taninos

Prueba: Ensayo de la gelatina
Tubos: Extracto de etanol

Reporte: Negativo
No hay formacion de precipitado blanco

Metabolitos a determinar: Flavonoides

Prueba: Shinoda
Tubos: A: Control positivo B: Extracto de hexano
C: Extracto de etanol

Reporte: Negativo
No hay presencia de color rojo.

Metabolitos a determinar: Flavonoides
Prueba: NaOH al 10%
Tubos: A: Control positivo B: Extracto de hexano

C: Extracto de etanol

Reporte: Negativo
No hay presencia de color rojo intenso.

Metabolitos a determinar: Cumarinas

Prueba: Fluorescencia UV
Tubos: A: Control positivo B: Extracto de etanol

Reporte: Negativo
No hay presencia de fluorescencia azul.

Metabolitos a determinar: Quinonas
Prueba: NH4sOH [ ]
Tubos: A: Extracto de hexano B: Extracto de etanol

Reporte: Negativo
No hay presencia de color rojo.

Fuente: Mora, Errante y Cordero, 2024.

66




Tabla 12. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacion fitoquimica
de los extractos de los tallos de Thevetia peruviana (continuacion).

Metabolitos a determinar: Antraquinonas
Prueba: NH4OH []
Tubos: A: Control positivo B: Extracto de etanol

Reporte: Negativo
No hay presencia de color rojo

Metabolito a determinar: Lactonas

sesquiterpenicas

Prueba: Reaccion de Baljet

Tubos: A:Extracto diluido en etanol B: Extracto
puro

Reporte: Negativo
No hay presencia de color naranja-rojo.

Metabolitos a determinar: Glucosidos

cardiotonicos

Prueba: Ensayo de Keller's
Tubos: Extracto de etanol
Reporte: Positivo

Presencia de color violaceo.
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Evaluacion de la Actividad Antifangica

Se determind a través del método de difusidon en disco, en el extracto de

etanol, tanto de las hojas como de los tallos de Thevetia peruviana, con

concentraciones madres de 10.000 ppm de solucion,

las cuales no

presentaron actividad antibacteriana sobre las cepas CDC de Candida
albicans y ATCC de Candida krusei (ver Tablas 13y 14).

Tabla 13. Evaluacién de la actividad antifungica del extracto de etanol de

las hojas y los tallos de Thevetia peruviana.

Control Control Extracto de | Extracto de
Microorganismos positivo negativo etanol de etanol de
de ensayo las hojas los tallos
DMSO 10.000 ppm | 10.000 ppm
Candida albicans | Fluconazol
CDC-B385 25 ug 0 0 0
50
Candida krusei Voriconazol
ATCC 6258 25 ug 0 0 0
20

Fuente: Mora, Errante y Cordero, 2024.

Debido a la polaridad del extracto de hexano no compatible con soluciones
acuosas, no fue posible realizar la evaluacion antifingica de los extractos de
las hojas y los tallos de Thevetia peruviana.
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Tabla 14. Reporte de resultados ilustrado de la actividad antifungica de los

extractos de etanol de las hojas y los tallos de Thevetia peruviana.

Candida albicans Candida krusei
CDC-B385 ATCC 6258

Fuente: Mora, Errante y Cordero, 2024.

Leyenda: Disco #4: Extracto de etanol de tallos de Thevetia peruviana (EET),
Disco #40: Extracto de etanol de hojas de Thevetia peruviana (EEH), FL:
Fluconazol®, DMSO: Dimetilsulféxido, V: Voroconazol®.
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Discusiones

En la presente investigacion se obtuvieron por maceracion los extractos de
hexano y etanol de las hojas y los tallos de Thevetia peruviana, los cuales por
caracterizacion o tamizaje fitoquimico se evidenciaron componentes como
alcaloides, triterpenos, esteroles, fenoles, glucdsidos cardiotdénicos Yy
sesquiterpenlactonas. Al comparar el reporte de resultados de la
caracterizacion fitoquimica de los extractos de Thevetia peruviana (Tabla 10)
con los estudios anteriores, reflej6 ser similar con respecto a los glucésidos
cardiotonicos y otros compuestos de especies recolectadas en diferentes
paises.

Tal es el caso del estudio realizado por Dash y cols (2022), en el cual se
reportan a partir de extractos de metanol de las hojas, obtenidos bajo el
método de soxhlet, la presencia de flavonoides, fenoles, esteroles y
glucosidos, asi como alcaloides, saponinas, antraquinonas, cumarinas y
antrocianinas, siendo esos ultimos un diferimiento considerable con respecto
al tamizaje realizado en esta investigacion, los cuales arrojarén resultados
negativos a los extractos de las hojas de Thevetia peruviana, los cuales se
pueden atribuir a la polaridad de los solventes utilizados en ambos estudios.

Con respecto a la investigacion realizada por Ndung'u y cols (2024), han
de reportar la presencia de metabolitos importantes como fenoles, flavonoides,
alcaloides, saponinas y taninos, en extractos de metanol de los frutos de
Thevetia peruviana, a partir de la maceracién en metanol-agua. En donde a
través de Espectrofotometria y Gravimetria, se confirman gran cantidad de
acido galico, acido tanico y rutina, considerados fuentes naturales con
actividad biologica. Considerando la polaridad del solvente utilizado, el cual
posee la capacidad de arrastre de los metabolitos, al utilizar los extractos de
etanol y hexano de Thevetia peruviana no se presentaron los resultados

esperados de acuerdo a su actividad bioldgica.
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En otro sentido, Al-Rajhi y cols. (2022), coinciden en la presencia de gran
contenido de flavonoides y compuestos fendlicos en extractos obtenidos del
latex de los tallos de los frutos de Thevetia peruviana; los cuales al evaluarlos
mediante el método de difusion en pozo utilizando 100 uL de dicho extracto,
presentaron actividad antifungica frente a Candida albicans (28 mm), en donde
se tomd como control positivo ketoconazol (23 mm) y DMSO como control
negativo; en comparacion a nuestra investigacion que arroja un resultado
negativo ante la actividad antifingica frente a Candida albicans y Candida
krusei.

Por otro lado, Abdelghany y cols. (2021), realizarén el estudio de las
semillas de Thevetia peruviana, utilizando el método de maceracioén y como
solvente metanol, obteniendo gran contenido de fenoles y flavonoides, seguido
de sesquiterpenos, esteroles, acidos, alcaloides y nitrocianinas, lo cual los
lleva a realizar la evaluacion antimicrobiana con el método de difusion en disco
a partir de 20 pg de extracto, en donde Candida albicans presento 30,4 mm de
diametro de sensibilidad; en comparacion a nuestra evaluacién de extractos
etandlicos de hojas y tallos en la cual arrojo resultados resistentes a dicho
microorganismo.

En consecuencia, comparando los estudios anteriores con esta
investigacion, por lo menos los extractos de las hojas de Thevetia peruviana,
debieron haber tenido actividad frente a las cepas de Candida albicans y
Candida krusei. Por ello es necesario resaltar que debido a las condiciones
climaticas y geograficas donde fue recolectada la planta, esta influye
guimicamente en su composicion botanica y por ende los resultados obtenidos
al momento de realizar la actividad antifungica (Bruneton, 2001).

Debe sefialarse que, la planta recolectada en el jardin botanico Ing. Carlos
Lizcano ubicada en Lagunillas, Estado Mérida se encuentra a una altitud de
800 m.s.n.m. a una temperatura que oscila entre los 18 a 24°C

aproximadamente. Mientras que la especie de planta recolectada por Neira,
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(2018), en Cajamarca, Perl se encuentra ubicada a una altitud de 2.654
m.s.n.m. con una temperatura promedio anual de 19°C, y la especie vegetal
recolectada por Pacheco y cols. (2006) en Barranquilla, Colombia a una altitud
de 18 m.s.n.m. con una temperatura promedio anual de 27°C.

Es de considerar la técnica utilizada para la determinacién de la actividad
antibacteriana, ya que se aprecio poca difusion en el agar en todos los ensayos
realizados, posiblemente debido a la retencion de los metabolitos en el disco
de filtro, que no permiten difundir debido a la polaridad de dichos metabolitos,
al aplicar la técnica. Asi mismo se deben considerar los solventes utilizados
en el proceso de extraccion de los metabolitos y la concentracion de la solucién
madre empleada, lo que permiti6 una mayor superficie de contacto con el
medio agarizado, hecho que garantizé un buen desarrollo del estudio realizado
y asi constatar resultados verdaderos (Apontes y cols, 2008, Ramirez y cols,
2010).

Sin embargo, se puede afirmar que, por las condiciones geograficas
anteriormente descritas, los extractos obtenidos no tuvieron actividad alguna.
También los componentes que cualitativamente fueron identificados pueden
estar presentes en minimas concentraciones y no fueron eficaces en el ensayo
(Avalos y Pérez, 2009).

Cabe considerar por otra parte que, las investigaciones realizadas a la
especie en la actualidad representan una contribucién mayor con respecto a
las propiedades toxicas de la misma, asi como de sus beneficios antioxidantes.
Sin embargo, esta investigacion profundizo el estudio en relacién a la actividad
antifangica; ya que, al poseer metabolitos como alcaloides, flavonoides,
sesquiterpenos y fenoles; estos son potentes antimicrobianos y representan
un punto de vital importancia para generar asi aportes cientificos novedosos

para la sociedad.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En los extractos de hexano y etanol obtenido de las hojas y los tallos de
Thevetia peruviana se determiné de forma cualitativa la presencia de
alcaloides, triterpernos, esteroles, compuestos fendélicos, quinonas, glucosidos
cardiotdnicos y lactonas sesquiterpénicas.

Los extractos de hexano y etanol de las hojas y tallos de T. peruviana no
presentaron actividad antifingica frente a la cepa CDC de Candida albicans,
ni frente a la cepa ATCC de Candida krusei, reportando que dichas cepas son
resistentes a los extractos estudiados.

Los resultados alcanzados en este trabajo de investigacion representan un
aporte cientifico en cuanto al tamizaje fitoquimico y la actividad antifangica de
los extractos de las hojas y los tallos de T. peruviana.

Este trabajo de investigacion es el primer reporte de la actividad antifingica
en los extractos de las hojas y tallos de la especie en Venezuela

Se presume que la ubicacion geografica y las condiciones climaticas donde
fue recolectada la planta, influyeron en la concentracion en la que se
encuentran los metabolitos secundarios y por ende intervino de forma negativa

en la actividad antifingica de los extractos.
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Recomendaciones

Realizar investigaciones sobre los metabolitos involucrados en la actividad
antifingica, utilizando diferentes solventes polares como metanol y metanol-
agua, entre otros.

Cuantificar e identificar los metabolitos secundarios de los extractos de las
hojas y los tallos de Thevetia peruviana, empleando técnicas como
cromaografia, cromatografia de gases / espectrofotometria de masas
(CG/EM), entre otras.

Realizar la evaluacién de la actividad antifangica de los extractos utilizando
difusion en agar con pozo y concentracién inhibitoria minima.

Continuar con los estudios acerca de los metabolitos secundarios
presentes en otras partes de la planta como raices, frutos, semillas y flores.

Evaluar si los metabolitos secundarios de los extractos de las hojas y tallos
de T. peruviana presentan actividad antioxidante, antiinflamatoria, antifangica
y citotoxica.

Incentivar el uso de las plantas medicinales como T. peruviana, por sus
propiedades terapéuticas bajo estandares establecidos de seguridad y calidad

de las plantas.
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