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RESUMEN

Pouteria sapota, cominmente llamado sapote mamey, se considera como
una especie rica en propiedades curativas, por lo tanto, ha sido objeto de
estudio a lo largo de la historia. Esta investigacion tuvo como objetivo
general, Confirmar la relacién entre la composicién quimica y la actividad
antifingica de los extractos de las semillas de la especie Pouteria sapota.
Para ello se obtuvieron los extractos de hexano y metanol a través de la
técnica de extraccion continua por reflujo; se logré detectar los metabolitos
secundarios contentivos en los extractos de hexano y metanol, dando como
resultado la presencia de triterpenos/esteroles y quinonas; mientras que los
alcaloides, compuestos fendlicos, saponinas, taninos, flavonoides,
antraquinonas, cumarinas y lactonas fueron negativos. Asimismo, los
extractos con una concentracion de 10000 ppm fueron la base para evaluar
su actividad antifungica por el método de difusion en agar con disco frente a
hongos del género Candida, expresando resistencia con el extracto de
hexano para Candida albicans y sensibilidad con el extracto de metanol (7
mm), esto se determind a través de la medicion de los halos de inhibicion en
agar Mueller Hinton modificado; Candida krusei inhibié su crecimiento con
ambos extractos (hexano 10 mm; metanol 7 mm), por lo tanto, se considera
sensible. Primer reporte de actividad antifingica de las semillas de Pouteria
sapota.

Palabras Clave: Pouteria sapota, Fitoguimica, Metabolitos secundarios,
actividad antifungica.
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INTRODUCCION

La investigacién cientifica para extraer y separar sustancias de las
plantas, con actividad bioldgica o terapéutica ha demandado interés en las
tltimas décadas (Albornoz, 1980), puesto que este recurso natural se
emplea, desde hace muchos afios, como alternativa medicinal en el
tratamiento de muchas enfermedades. El hombre ha logrado satisfacer sus
necesidades fundamentales a través de las plantas, a mencionar,
alimentacion, abrigo, ornamento; ademdas, como herramienta para el
tratamiento de dolencias y enfermedades, por medio de formas
rudimentarias, basado en creencias y costumbres. Es entonces que la
composicién quimica de los recursos naturales ha sido tema de investigacion

las Ultimas décadas por uso farmacolégico (Ramirez y cols., 2012).

Los primeros escritos que se tienen del uso de las plantas con fines
medicinales refieren a Hipdcrates y Sécrates; incluso, Dioscorides (77 a.C.)
escribi6 Materia Médica, una obra considerada durante 15 siglos como la
cumbre de la botanica y farmacia, en ella registr6 todas las plantas y
medicinas conocidas por los griegos e incluyé desde la simple descripcion
hasta su utilizacion (Marcano y Hasegawa, 1991). Desde la prehistoria, se
conocen plantas cuyos extractos han sido usados en pécimas o en
curaciones, y aun las plantas sin tratamiento se han empleado para los

mismos fines (Ramirez y cols., 2012).

El nuevo mundo es particularmente rico en plantas, por ejemplo, hay 80-
100 especies con caracteristicas alucinogenas y probablemente mas que no
han sido descubiertas o de las que no se tiene registro (Marcano y
Hasegawa, 1991).



Ramirez y cols., (2012), plantea que existe una vasta informacién sobre la
flora americana y su uso, en Venezuela existen varias obras, pero la més
famosa es la de Henry Pittier (1926) que describe las plantas de acuerdo con

su clasificacion botanica y su uso.

Dominguez (1973), estipula que la etnobotanica trata de recopilar los
conocimientos sobre la composicion precisa de las plantas, cubriendo
aspectos referidos a la estructura de constituyentes quimicos, actividad
bioldgica, extraccion y purificacion, datos espectroscopicos, sintesis y
biosintesis, asi como también andlisis fitoquimicos con el fin de estudiar y
aislar los componentes principales de las plantas. Es asi que los métodos
guimicos para la determinacion de las estructuras se han ido desarrollando
en una serie de técnicas fisicas de separacién, purificacién e identificacion
tales como: resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia infrarroja
(IR), rayos ultravioleta (UV), Rayos X, técnicas cromatogréficas, solas o
combinadas con meétodos espectroscépicos tales como la cromatografia

liquida (High-Performance Liquid Chromatography - HPLC).

Tomando en consideracion los incisos anteriores, hoy en dia, las plantas
siguen siendo tema de investigacion por lo que se considera importante el
estudio del género Pouteria, puesto que se trata de una planta empleada
ampliamente en la industria alimentaria y farmacéutica, su interés dentro de
este Ultimo apartado es debido al uso que en medicina tradicional se ha
hecho de distintas especies del género Pouteria para el tratamiento de una
amplia gama de afecciones contando en muchos casos con la validacién
cientifica de dichos usos terapéuticos, en paises como México, El Salvador y

Guatemala (Bayuelo, 2006).

De la Pouteria y de otras muchas plantas medicinales se utilizan sus
aceites esenciales, sus extractos o sus partes (hojas, flores y raices) como

ingredientes de diversas preparaciones y productos comerciales para el



consumo humano. En la busqueda de una caracterizacion fitoquimica y
explicacion molecular de la actividad biolégica de la Pouteria se ha
demostrado que en sus metabolitos secundarios se encuentran varios
compuestos fendlicos solubles, polifenoles oxidasa y peroxidasa,
carotenoides y proantociadinas, que no han sido caracterizados en su
mayoria, y algunos de estos compuestos son sustratos de enzimas

relacionados con el pardeamiento de pulpa (Torres y cols., 2019).

Por esta razon, en este trabajo de investigacion, se pretende ahondar en
la evaluacién fitoquimica y actividad antifangica de las semillas de Pouteria
sapota, ya que es una planta medicinal utilizada desde la antigliedad en
paises de Centroamérica y Suramérica, y ha llegado a nuestros dias por
todas las virtudes que se le atribuyen; es importante mencionar que los
estudios, en su mayoria, se han basado en la caracterizacién de las hojas y
fruto de Pouteria sapota, por tal motivo, se considera importante el analisis y
caracterizacion de las semillas; aunado a esto, esta especie se encuentra en
distintas regiones de Venezuela, por lo tanto se ha usado principalmente en
areas gastronémicas, y en pequefia escala, en el tratamiento de distintas
enfermedades de manera popular, es decir, la poblacion ha hecho uso de la
planta (la fruta) sin poseer un conocimiento amplio sobre sus componentes,
por lo tanto, demanda gran importancia apoyar tal uso pero bajo un criterio
cientifico y ampliar el uso de las semillas de Pouteria sapota, que fue
comprobado a través de técnicas de laboratorio que arrojen informacion

veraz sobre la composicién quimica de la especie vegetal.

Es asi, que, partiendo de ciertos criterios como la historia, uso y
caracteristicas del género y especie, esta investigacion pretende ofrecer un
estudio preliminar comprobado por técnicas de extraccion, separacion y
tratamiento de la semilla del mamey, asimismo, evaluar las propiedades

como agente antimicrobiano que, permita un conocimiento objetivo sobre la



misma, a saber, composicion quimica de las semillas de Pouteria sapota y su

actividad antifangica.

Por esto, este trabajo de investigacion se encuentra estructurado de la
siguiente manera: Capitulo I, en el que se plantea el problema de estudio,
junto con los objetivos que se quieren alcanzar, la importancia del trabajo y
los alcance y limitaciones del mismo; el Capitulo Il muestra los antecedentes
referidos a investigaciones en el que se apoyara este trabajo, asimismo, las
teorias en las que se fundamentard este estudio; en el Capitulo Ill se
encuentra el tipo de investigacion y toda la metodologia a emplearse, y los
Capitulos IV y V basados en los resultados con su andlisis y las conclusiones
y recomendaciones respectivamente, asi como también las referencias

bibliohemerograficas que apoyan esta investigacion.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Las plantas medicinales se han usado desde la antigiedad para el
tratamiento de diversas enfermedades. Su uso terapéutico ha sido
sistematicamente estudiado desde hace dos siglos bajo un enfoque
cientifico. A pesar de que, con el descubrimiento de la penicilina, se pensaba
que la fitoterapia pasaba a un segundo plano, ya que el uso de los
antimicrobianos se volvio generalizado (Miguel y cols., 2011) hoy en dia, las
terapias naturales siguen siendo foco de investigacion. Actualmente, existe
un renovado interés por lo natural y lo organico y ha propiciado el
surgimiento de los extractos naturales generando nuevas lineas de

investigacion y nuevas alternativas terapéuticas (De Paula y Martinez, 2000).

Esto hizo que se indagara y se estudiara de manera profunda y constante,
el conocimiento de las composiciones quimicas de las especies vegetales,
que poseen propiedades farmacoldgicas y ampliar las diferentes funciones
de los productos que de ellas se extraen, a saber, sus propiedades
antimicrobianas, para el uso farmacolégico propiamente dicho (Albornoz,
1980).

En lo que respecta a la investigacion de productos naturales nuevos e
innovadores se ha generado un numero importante de publicaciones tanto
nacionales como internacionales; se han aislado y caracterizado miles de
sustancias quimicas pertenecientes a diferentes familias de plantas que

contienen metabolitos secundarios de importancia para la salud humana



tales como flavonoides, alcaloides y terpenoides, entre otras; compuestos
con propiedades antimicrobianas que pueden ser empleados en el combate
de diferentes enfermedades. Entre los metabolitos secundarios importantes
relacionados con los mecanismos de defensa, destacan los flavonoides,
fenoles, terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos
(Cowan, 1999).

En los Ultimos afios se han hecho importantes contribuciones en la
prospeccion de la actividad biolégica de un importante nimero de estas
sustancias. La mayoria se refieren a plantas terrestres incluidas las de uso
medicinal, sin embargo; también se han estudiado los productos naturales de
origen animal, que presentan propiedades terapéuticas (Sharapin, 2000).

El género Pouteria ha sido ampliamente estudiado en paises de
Centroamérica; son estudios limitados a la pulpa, las hojas y las semillas de
la fruta. Ademas del uso gastronémico de la Pouteria sapota, por ejemplo, la
pulpa es utilizada en jaleas, pastas y conservas; en México y Centro América
las semillas molidas se utilizan para dar al chocolate un sabor amargo y un
aroma caracteristico (Lobato, 1998). Las semillas se usan también para
combatir la sinusitis, bajar la fiebre y en alcohol combate la artritis (Quesada,
1996). El aceite extraido de la misma es empleado contra dolores
musculares y afecciones reuméticas (Lobato, 1998). También se utiliza para
la fabricacion de cremas y jabones para proteger la cara (Quesada, 1996), en
El Salvador y Guatemala se utiliza como un tonico para la piel y como
revitalizador para evitar la caida del pelo (Lobato, 1998). Ademas, la corteza
y las hojas en coccidn se usan contra la arteriosclerosis y pueden servir para
bajar la presion arterial; en paises como Venezuela y Colombia, la fruta se
usa principalmente con fines gastronémicos, sin embargo, en las creencias

populares ha sido empleada como remedio natural (Quesada, 1996).



Por lo tanto, Pouteria sapota. resulta ser la unidad de estudio en esta
investigacion, partiendo de los enunciados expuestos anteriormente; con
ésta, se persigue la evaluacion fitoquimica preliminar de las semillas de la
planta, para brindar informacion segura y verificada sobre la composicion
quimica de ésta y consecuentemente, indagar acerca de los elementos que
la componen; del mismo modo, explorar en las propiedades terapéuticas
realizando un estudio de la actividad antifingica de los extractos de las
semillas de Pouteria sapota. Por lo tanto, la presente investigacién pretende

profundizar en el tema a través de la siguiente interrogante:

¢, Cudl es la relacidon entre la composicion quimica de los extractos de
hexano y metanol de las semillas de Pouteria sapota y su actividad

antifangica?

Justificacion e Importancia de la Investigacién

La mayoria de las investigaciones fitoquimicas desarrolladas hasta hace
unas décadas estaban dirigidas a determinar estructuras novedosas. Hoy dia
esos estudios se orientan hacia el aislamiento e identificacion de compuestos
biolégicamente activos, especialmente encausados a atacar dolencias que
afectan a toda la humanidad (Marcano y Hasegawa, 1991).

Son muchos los estudios relacionados con la evaluacion de las
propiedades de las plantas con fines terapéuticos, esto se debe a la alta
demanda de farmacos en el mundo de hoy. Las enfermedades de cualquier
indole cada vez son mas frecuentes a nivel mundial, ya sea por factores
ambientales o inmunolégicos, sin embargo, existen, en la naturaleza, una
gran variedad de especies de origen vegetal que han venido a reemplazar

las terapias sistematizadas quimicamente, por ejemplo, antibi6ticos



comerciales, que son altamente costosos y ademas, generan en el afectado

complicaciones secundarias (Alonso, 2004).

Por este motivo, es importante el estudio de alternativas terapéuticas
naturales, que, aunque se han implementado desde tiempos remotos, éstos
han sido usados por la poblacion sin el conocimiento de la composicion

quimica de las mismas (Gonzéalez y cols., 2004).

El género Pouteria, especificamente la especie Pouteria sapota ha sido
empleada en la industria alimentaria, incluso en la industria cosmética, sin
embargo, los estudios sobre las propiedades de la fruta, las hojas y la semilla
han ido tomando relevancia en distintos paises; los metabolitos secundarios
encontrados en ellos han demostrado tener accion terapéutica para distintas
enfermedades (Lobato, 1998).

Asimismo, cabe mencionar que en Venezuela se encuentra la especie
Pouteria sapota, en regiones del occidente del pais, por lo tanto conviene
profundizar en estudios relacionados con las propiedades de productos de
origen natural, ya que constituye un aporte a la salud de la poblacién, por lo
que afirman los estudios previos, se trata de una alternativa farmacolégica de
facil adquisicion y con resultados cientificamente probados. Resulta
indispensable aportar en la salud de los venezolanos; hoy en dia, el control
de enfermedades micoticas utilizando farmacos, se ha convertido en un
problema de salud, por el escaso recurso terapéutico eficaz y por los
elevados costos de la mayoria de los antimicoticos existentes en el mercado
(Castillo, 2018).



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacion entre la composicion quimica y la actividad

antifingica de los extractos de las semillas de la especie Pouteria sapota.

Objetivos Especificos

e Obtener los extractos de hexano y metanol de las semillas de Pouteria
sapota por el método de reflujo.

e Determinar cualitativamente los principales metabolitos secundarios
presentes en los extractos de las semillas de la especie Pouteria
sapota.

e Evaluar la actividad antifungica de los extractos obtenidos de las
semillas de Pouteria sapota usando el método de difusion en agar con

disco (Kirby-Bauer)

Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

Los alcances de esta investigacion estan relacionados principalmente con
la importancia que han adquirido las plantas con propiedades medicinales en
los dltimos afios. La especie Pouteria sapota ha sido ampliamente
investigada en paises de Latinoamérica, por lo tanto, se considera como una
fuente de recursos terapéuticos para el tratamiento de enfermedades. Por tal
motivo, aportar nuevos datos sobre las caracteristicas fitoquimicas y

bioactividad de las semillas de la especie Pouteria sapota es parte de los



alcances contemplados en esta investigacion, asi ofrecer a la poblacion, una

alternativa asequible como opcion terapéutica.

Limitaciones de la Investigacion

Entre las limitaciones encontradas durante la investigacion, resaltan las

siguientes:

e Dificultad para la recoleccion del fruto, aunque es una especie que
puede localizarse en la zona de Los Andes, es un hecho que no es
una fruta coman en el mercado meridefio, por lo tanto, se trata de una
especie protegida, cultivada y de dificil alcance.

e Disponibilidad del laboratorio para llevar a cabo el estudio.

¢ Intervencion de variables externas como la falla de servicios publicos y

transporte, que alteren el curso de la investigacion.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Las siguientes investigaciones representan punto de referencia en este
estudio destinado a la actividad antifungica y tamizaje fitoquimico de los

extractos de las semillas de Pouteria sapota.

En el afio 2023, Rodriguez y Martinez, enfocaron su estudio en la
actividad antifingica de residuos de mamey contra Alternaria spp. El objetivo
de este estudio fue evaluar la actividad antifangica de extractos vegetales de
residuos de mamey (Pouteira sapota Jacq. HE Moore & Stearn) sobre el
hongo fitopatbgeno Alternaria spp. Siendo este uno de los géneros de
hongos que provocan las mayores pérdidas durante pre y poscosecha,
encontrandose también Botrytis, Penicillium, Colletotrichum y Rhizopus.
Especificamente la presencia del género Alternaria representa una amenaza
para la salud, ya que producen mas de 70 metabolitos secundarios toxicos,
algunos de ellos actian como micotoxinas para humanos y animales
mostrando efectos genotdxicos, mutagénicos, cancerigenos y citotdxicos por
lo que manejo y control es importante. Basandose en esto, se usaron frutos
de mamey (Pouteira sapota Jacq. HE Moore & Stearn) provenientes de la
region de Los Tuxtlas, Veracruz. Se seleccionaron piezas con una madurez
comercial (18-25° Brix), sin dafios fisicos, libres de plagas y sin

enfermedades evidentes. Los frutos se lavaron, mondaron y se separo la
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cascara de la semilla; estas se dividio en fracciones, la almendra y cascarilla
de almendra. El hongo se cultivd en medio Papa Dextrosa Agar (PDA)
durante 4-7 dias e incubdé a temperatura ambiente (25 £ 2 °C) para los
ensayos posteriores. Los resultados de este estudio mostraron que los
extractos de residuos de mamey pueden afectar crecimiento normal in vitro
de Alternaria spp., el crecimiento radial del hongo en medio PDA fue 36,06
mm de diametro en la caja de Petri después de 7 dias de incubacion. A
excepcion de la cascarilla de almendra, el resto de los tratamientos tuvieron
una reduccion en el crecimiento micelial que fue estadisticamente
significativa (*=p<0,05) con respecto al control en PDA, asi como un efecto
inhibitorio que varié entre 18 y 46 % para almendra desgrasada y pericarpio
respectivamente. Todos los extractos de residuos de frutos de P. sapota
inhibieron el crecimiento micelial de Alternaria spp. En pruebas in vitro, pero
la cascara y la fraccion obtenida de la almendra desgrasada que se
consideran especialmente un desecho, mostraron el mejor efecto antifingico
estadisticamente diferente, por lo que este estudio indica que los extractos
de residuos de mamey podrian ser una alternativa en el desarrollo de

fungicidas de origen natural.

El trabajo de Rodriguez y Martinez (2023) antecede a esta investigacion
por su relacién con las variables usadas, a saber, la actividad antifangica y
los extractos de los residuos de Pouteria sapota, entre ellos, de la semilla.
Aunque dirigieron su estudio hacia el tratamiento de hongos fitopatégenos,

se logro obtener la actividad antifungica presente en la misma.

Por su parte, Masullo, M., Cerulli, A., Pizza, C., y Piacente, S. (2021). En
su estudio titulado Pulpa y piel de Pouteria lucuma perfil quimico en
profundidad y evaluacion de la actividad antioxidante, desarrollaron una
investigacién donde tuvieron como objetivo principal determinar el contenido

fendlico total de los extractos de la misma y también hacer énfasis en la
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actividad antioxidante de la pulpa y piel de Pouteria Iicuma. Obtuvieron
informacion importante ya que encontraron un total de 36 compuestos en el
extracto de n-BuOH de la pulpa de Pouteria licuma, también se aislaron los
compuestos fendlicos y se identificaron sus estructuras mediante
experimentos de RMN (Resonancia Magnética Nuclear). Asi mismo algunos
de los compuestos aislados mostraron una actividad eliminadora de
radicales; con base en los resultados obtenidos, demostrando que la licuma
podria considerarse como una rica fuente de bioactivos con propiedades
polares, ademéas de compuestos fendlicos. Teniendo en cuenta las
actividades bioldgicas reportadas para las clases de lipidos y sus efectos en
la salud humana, estos datos refuerzan el uso de la licuma en la nutricion
humana como un alimento rico en diferentes clases de lipidos bioactivos y
saludables con efectos beneficiosos. Por otra parte el reciclaje y
aprovechamiento de los subproductos de lucuma es imprescindible ya que
preliminarmente se evalué en esta investigacion el contenido fendlico total
del extracto de la piel (560,69 mg GAE/g extracto) y con ello poder
correlacionar el contenido fendlico total del extracto con su composicion
quimica, para esto se realiz6 un analisis de cromatografia liquida con
espectrometria de masas en tandem (LC-ESI/LTQOrbitrap/MS/MS) en
extracto de piel de Pouteria licuma, y se dieron cuenta que la taxifolina
representa el compuesto predominante junto con el eriodictiol. Ademas, la
taxifolina mostré una fuerte actividad eliminadora de radicales con un valor
de TEAC de 3,53. Llegando a la conclusién que las pieles de lucuma, que
representan un residuo industrial del procesamiento de la licuma, podrian
ser Utiles para la preparacion de complementos alimenticios. La investigacion
mencionada guarda relacién con la que se desarrolld, puesto que se trata del
mismo género y , ademas , los resultados de tal estudio orientan esta

investigaciéon en el perfil fitoquimico estudiado ; ya que los metabolitos
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secundarios analizados podrian ser encontrados en los extractos de las

semillas de Pouteria sapota.

Asimismo, Maza y Paucar (2020) desarrollaron un estudio titulado Lucuma
(Pouteria lucuma): Composicién, componentes bioactivos, actividad
antioxidante, usos y propiedades beneficiosas para la salud, en el que
indican que la lucuma (Pouteria lucuma) también llamada "Lucuma obovata"
es un fruto originario de la zona andina de Ecuador, Chile y Peru, esta fruta
ha ido ganando mayor popularidad en los dltimos afios debido al
descubrimiento y difusion de sus componentes bioactivos como el acido
ascorbico, carotenos, polifenoles, vitaminas y minerales. El propésito de este
trabajo fue dar a conocer las propiedades funcionales de la liacuma, que
hacen de ella una fruta exquisita y nutritiva, ademas de atractiva desde el
punto de vista de su funcionabilidad. El objetivo de este trabajo consistié en
dar a conocer los componentes y propiedades beneficiosas de la Iicuma
desde el punto de vista de la salud. Los componentes bioactivos detectados
fueron esencialmente metabolitos secundarios que poseen propiedades
beneficiosas para la salud humana. Estos fueron compuestos fendlicos,
carotenoides y sus derivados. Uno de los aspectos mas resaltantes de la
licuma es sin duda su composicién en fenoles totales, pues diversos
estudios los han encontrado en sus distintos tipos como flavonoides,
polifenoles y &cidos fendlicos; ademas identificaron fitoesteroles como g-
sitosterol y cicloartenol. Determinaron, ademas, que la mayor parte de
carotenoides en la licuma corresponde a [B-carotenos de los tipos trans-g-
caroteno y 9-cis-B-caroteno, los cuales tienen una actividad de provitamina-A
elevada. Concluyeron que la licuma es una fruta con grandes beneficios
para la salud evidenciados en sus componentes bioactivos y caracteristicas
organolépticas. Esta fruta debe verse como un potencial alimento medicinal

aplicable que puede reemplazar los suplementos y medicinas.
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En este orden, la investigaciébn de Maza y Paucar (2020) es considerada
como antecedente del estudio en curso, porque ademas de caracterizar
fitoquimicamente a Pouteria lucuma; destacaron la presencia de metabolitos
secundarios con bioactividad. Sin embargo, aunque la especie estudiada es
distinta a Pouteria sapota, guarda relaciéon con el género, entonces, orienta

en la caracterizacion de Pouteria sapota.
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Antecedentes Historicos

Durante milenios las especies vegetales se han constituido como la
principal fuente de medicamentos para tratar distintas enfermedades y en la
actualidad son objeto de estudio en diferentes areas del conocimiento
cientifico, debido a sus aplicaciones y usos. En el siglo XX muchos farmacos
fueron desarrollados a partir de fuentes naturales, particularmente de las
plantas. Hoy, muchas enfermedades son tratadas gracias al descubrimiento
de compuestos a partir de las plantas, lo que evidencia que estas juegan un
papel significativo en el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos. Los
registros mas antiguos del uso de las plantas inician con la farmacia China
alrededor de 2100 a.C., con Shen Nung padre de la medicina y la agricultura,
el cual fue un emperador que buscd, probo e investigo el valor medicinal de
cientos de hierbas, cortezas y raices traidas de los campos, pantanos y
bosques de la China, escribiendo la primera “pluma T-Sao” a base de 365
hierbas (Mesa, 2017).

Por otra parte, existen registros egipcios en el “Papiro Ebers” que datan
del afio 1500 a.C, en donde se incluye una colecciéon de 800 recetas con
hierbas, mencionando aproximadamente 700 medicamentos. Alli, se iniciaron
simples dispensadores de hierbas que tuvieron auge entre los arabes,
civilizacion donde aparecieron también los primeros recetarios, listados de
medicinas o primitivas farmacopeas. En Europa, los griegos y romanos se
iniciaron con el estudio cientifico de las plantas medicinales, durante muchos
siglos los herbolarios transfirieron los conocimientos tedricos y experiencias
practicas sobre las plantas medicinales para las préximas generaciones, sin
embargo el descubrimiento de América abriéo un nuevo mundo a la medicina
natural con la llegada de la quina, la coca y el tabaco, lo que conllevo a la
aparicion de textos fundamentales de farmacologia sobre las virtudes de

dichas hierbas. El sueco farmacéutico Scheele preparé el camino para el
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aislamiento de los acidos organicos a partir de las plantas y demostro la
importancia de una nueva clase de sustancias organicas denominada
alcaloides. Con la morfina aislada por Sertirner y con unos doscientos
alcaloides identificados al promediar el siglo XIX, la farmacia empez6 a

diferenciarse de la medicina (Mesa, 2017).

El mamey (Pouteria sapota), es originario de las partes bajas de América
Central. Perteneciente a la familia de los Sapotaceae, es un fruto exotico de
clima tropical, que es considerado originario de las selvas del sur de México;
actualmente se le encuentra en México, Florida, Sur de América, Filipinas,
Vietnam y Bahamas. El mamey madura durante los meses de abril y mayo.
El fruto es de forma baciforme, conteniendo normalmente de una hasta tres
semillas, la pulpa es roja, de sabor dulce y de consistencia suave. Se
consume como fruta fresca, generalmente mezclado con otros ingredientes
para obtener batidos, helados, o bien para obtener jaleas, pastas y
conservas, aunque sus variantes alimenticias son muy vastas. La semilla es
elipsoidal de aproximadamente 10 cm en el eje mayor por 6 cm de ancho. El
embrién carece de endospermo, los dos cotiledones son desarrollados vy
oleaginosos. El fruto presenta pigmentos principales de carotenoides en la
cascara y la pulpa, mientras que en las semillas se han identificado
compuestos bencenoides. Por otra parte, se han identificado compuestos
con actividad que tienen también un papel importante en la proteccién contra
enfermedades en humanos como el cancer, enfermedades cardiovasculares
y en la actividad antinflamatoria; debido a ello el consumo de mamey
representa ventajas nutricionales y saludables al ser humano (Bayuelo,
2006).
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Esta especie se considera originaria de las selvas del sur de México y de
América central dada la densidad de los tipos criollos que ahi se localizan,
donde se le cultiva abundantemente en las tierras baja, después se diseminé
a toda la América tropical y a las Antillas, actualmente se le encuentra en
México, Centroamérica, las Antillas, Sudamérica, Filipinas, Cuba y Florida
(Veldzquez y Alvarado, 2015).

Pouteria sapota, pertenece a la familia de los Sapotaceae, conocido como
mamey-zapote que se origin6 de una confusion con el fruto del mamey
(Mammea americana L.) ya que la capa externa de ambos frutos se parece,
pero el color interno del mamey es amarillo y el del zapote es rojo, en varias
tonalidades. El nombre cientifico del mamey es Pouteria sapota (Morton,
2005, citado en Velazquez y Alvarado, 2015).

Aunque su nombre ha experimentado varios cambios desde que se
clasifico por primera vez en 1703 por Plumier, encontrando los siguientes
sinbnimos: Pouteria mammosa (L) Cronquist, Lucuma mammos Gaertn,
Achradelpha mammosa Cook, Calocarpum mammosum Pierre, Calocarpum
sapota Merriel, Calospernun mammosum Pierre, Sapota mammosa Jack. La
razon es que a diferentes especies de la familia Sapotaceae se les ha

ubicado en el mismo género (Morera, 1982).
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Bases Tedricas

Familia Sapotaceae

La familia Sapotaceae se caracteriza por ser arboles, arbustos, raramente
subarbustos, hermafroditas, monoicos, dioicos o poligamos, algunas veces
espinosos, el indumento con frecuencia de pelos malpighiaceos. La familia
Sapotaceae tiene importancia econémica por la produccion de madera, latex
y aceites con varias aplicaciones y frutos comestibles. La familia tiene
aproximadamente 800 especies de arboles perennes y arbustos. Es

reconocida por presentar 10 géneros y 90 especies (Ledn, 2006).

Segun Ledn (2006) la familia Sapotaceae se clasifica de la siguiente

manera:
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Ericales
Familia: Sapotaceae

Asimismo Leo6n (2006) afirma que los géneros mas importantes dentro de
esta familia son: Pouteria, Palaquium, Madhuca Manilkara, Sideroxylon

Chrysophyllum, y Mimusops.
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Distribucion geogréfica

Sapotaceae es una familia de distribucion pantropical, con 53 géneros y
méas de 1100 especies, de las que alrededor de 400 se encuentran en la
regién neotropical, unas 350 en Africa y otras tantas en Asia tropical.
Prosperan principalmente en bosques humedos, pero algunos géneros,
como Sideroxylon y Argania se extienden a regiones aridas y semiaridas
(Carranza, 2005).

Composicion quimica

En las determinaciones fisicoquimicas que se han hecho a distintas
especies de Sapotaceae, se destaca la presencia de compuestos de
naturaleza fendlica, saponinas, triterpenoides y sustancias reductoras,
ademas, un alto contenido de hidratos de carbono, asi como también
proteina, grasa, fibra, nutrimentos inorganicos, vitaminas, aminoacidos y
constituyentes volatiles como benzaldehido, hexanal y &cido hexadecanoico
(Pino y cols., 2006).

Usos etnobotanicos y actividad bioldgica

En la medicina popular, la familia Sapotaceae tiene muchos usos. Por
ejemplo, desde tiempos remotos, distintas plantas pertenecientes a esta
familia se han empleado como herramienta medicinal en afecciones
estomacales y de garganta. Segun el botanico Standley, el aceite de las
semillas de las frutas de esta familia, era empleado por los indigenas de
México para mejorar el cabello y para dar sabor al chocolate. Este mismo
aceite es muy reputado en Cuba para el tratamiento de la calvicie, colitis y
ciertas afecciones cardiacas. En Centro América, el mismo es utilizado en la

fabricacion de jabones, la elaboracion de turrones chocolatados y para dar
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brillo y alisar el cabello. La corteza se aplica para reducir los callos, y a la
savia se atribuyen propiedades vomitivas y antihelminticas (Hill, 1965).

Género Pouteria

Se caracteriza por ser arbustos o &rboles, rara vez subarbustos con hojas
arregladas en espiral, raramente opuestas, sin estipulas, venacion
eucamptodroma o broquidédroma, por lo general sin vena submarginal;
inflorescencia axilar o ramiflora, fasciculos solitarios, a veces dispuestos a lo
largo de tallos hojosos cortos; flores con frecuencia unisexuales. Pouteria es
un género de la familia Sapotaceae. Todos sus miembros son arboles.
Muchas especies producen frutas comestibles. Algunas incluso son
comercialmente recolectadas y vendidas en mercados locales o enlatadas

para su venta (Carranza, 2005).
La taxonomia del género Pouteria se clasifica de la siguiente manera:
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Ericales
Familia: Sapotaceae
Subfamilia: Chrysophylloideae

Género: Pouteria (Kukachka, 1982).
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Distribucion geogréfica

Género de distribucion pantropical, con alrededor de 188 especies en la
region del Neotropico, probablemente unas 150 en Asia tropical y en las islas

del Pacifico.
Composicion quimica

Los estudios evidencian que esta fruta posee un alto potencial
nutraceutico, porque es fuente en nutrientes y de diversos componentes

bioactivos (fenoles, carotenos y vitaminas) (Malpartida y cols., 2021).
Usos etnobotanicos y actividad bioldgica

Diversas frutas del género Pouteria se comercializan con fines
gastrondémicos, sin embargo, muchos estudios han determinado actividad
antioxidante en distintas especies de Pouteria, asi como también
antihiperglucémico, antiinflamatorio y antimicrobiana; ademas su consumo
coadyuva en tratamientos de enfermedades crdnicas no transmisibles; su

semilla también posee compuestos bioactivos (Malpartida y cols., 2021).

Especie Pouteria sapota

P. sapota pertenece a la familia Sapotaceae (tabla 1), que es miembro del
Orden Ericales, compuesta de arboles y arbustos con 53 géneros y con mas
de 1250 especies. Se distribuyen en regiones tropicales y subtropicales

(Swenson y Anderberg, 2005).
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Tabla 1. Taxonomia de Pouteria sapota

Taxonomia
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Ericales
Familia: Sapotaceae
Subfamilia: Chrysophylloideae
Género: Pouteria
Especie: Pouteria sapota

Tomado y modificado de: Swenson y Anderberg (2005)

Descripcién botanica

Pouteria sapota, es una especie polimorfica y caducifolia. Por lo comun,
los arboles adultos alcanzan 30 m y tienen copa asimétrica (Quesada, 1996).
Las hojas son largas y delgadas, agrupadas cerca del apice, de 15-30 cm de

largo, glabras y lustrosas en el haz, de color blanquecino, con nervios
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laterales casi perpendiculares al centro; con peciolos de 3 a 5 cm de largo,
glabros o pubescentes (Azurdia, 2006).

Las inflorescencias se distribuyen en fasciculos de 3-6 flores, agrupadas
en las axilas de las hojas, con pedunculos de 2,5 a 3 mm de largo. Las flores
son actinomorficas con caliz verde parduzco y numerosos sépalos; los
inferiores poseen pubescencia en la superficie externa; tienen corona color
crema verdoso de 7 a 8 mm de largo; son anchas de forma tubular en la
parte inferior, con 4 a 5 I6bulos de 4 mm de largo; tienen 4-5 estambres de 4
mm de largo, insertos en la base de la corona y opuestos a los I6bulos de la
corona; es notable la presencia de 5 estaminodios alternos a los estambres;
también el ovario pubescente, el estigma pequefio y simple, usualmente por

encima de la corona, tanto en estado de yema como de flor (Azurdia, 2006).

Ledn y Poveda (2000) estipulan que el fruto en P. sapota varia de esférico
a elipsoidal; es ancho en la base, angosto al eje apical, con 8-22 cm de largo,
con la cascara delgada, color canela, rugoso y con escamas. La pulpa, rojo
fuego, uniforme y compacta, es muy dulce y ligeramente aromética. Las
semillas de los zapotes, generalmente una sola en P. sapota y a veces 2 en
Pouteria viridis, se llaman “zapoyolas” en América Central. Miden hasta 8 cm
de largo y tienen la superficie dura y brillante, de color pardo-oscuro, excepto

en una franja longitudinal, que es opaca, rugosa y mas clara.

Origen de cultivo

El mamey (Pouteria sapota) se considera originario de las selvas del sur
de México y de América central dada la densidad de los tipos criollos que ahi
se localizan, donde se le cultiva abundantemente en las tierras baja, después

se disemin6 a toda la América tropical y a las Antillas (Guerrero),
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actualmente se le encuentra en México, Centroamérica, las Antillas,

Sudamérica, Filipinas, Cuba y Florida (Bayuelo, 2006).

Pouteria sapota, pertenece a la familia de los Sapotaceae, conocido como
mamey-zapote que se originé de una confusion con el fruto del mamey
(Mammea americana L.) ya que la capa externa de ambos frutos se parece,
pero el color interno del mamey es amarillo y el del zapote es rojo, en varias
tonalidades. El nombre cientifico del mamey es Pouteria sapota (Jacq.) H. E.
Moore & Stern, aunque su nhombre ha experimentado varios cambios desde

que se clasifico por primera vez en 1703 por Plumier (Fouque, 1972).

Distribucion geogréfica:

El mamey (Pouteria sapota) es originario de las partes bajas de América
Central. Perteneciente a la familia de los sapotaceas, es un fruto exético de
clima tropical, que es considerado originario de las selvas del sur de México;
actualmente se le encuentra en México, Florida, Panama, Colombia,
Venezuela, Ecuador, Filipinas, Vietnam y Bahamas. El mamey madura

durante los meses de abril y mayo (Veldzquez y Alvarado, 2015).

Leén y Poveda, (2000), se le denomina comunmente con el nhombre de
“zapote”, palabra que viene de “tzapotl” de origen nahualt que significa “fruta
esférica, dulce y con semilla grande” Pouteria sapota recibe diversos
nombres comunes como: Grand sapotillier (Haiti), manzano mamey (Belice),
mamey colorado, mamey de tierra (Panama) mamey mata serrana
(Ecuador), mammee sapota (Jamaica), sapote (general), sapote colorado
(Honduras), sapote de montafia (Guatemala), zapote mamey (Colombia y

Venezuela).
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Contenido nutricional

El fruto de mamey por cada 100 g de porcion comestible se informa que
estd compuesto de la siguiente manera: 62,43 g de agua, energia 134 kcal
(561 kJ), 2,12 g de proteina, lipidos totales (grasa) 0,60 g, ceniza 1,10 g,
33,76 g de hidratos de carbono (azucares con poco o nada de almidon
presente, glucosa, fructuosa y sacarosa); fibra 2,6 g, minerales, vitaminas,

aminodacidos y constituyentes volatiles (USDA, 2012).

Usos del zapote (Pouteria sapota)

El fruto del zapote (Pouteria sapota) es dulce y aromatico y es utilizado
como alimento gracias al sabor agradable de su mesocarpio. Se come fresco
en batidos, helados y dulces. Cocido, puede utilizarse en mermeladas y
pasteles; también se emplea en la elaboracién de dulces tipicos que tienen
gran demanda en el mercado local. Al fruto se le atribuye propiedades

medicinales y es rico en vitamina A y C, calcio y fésforo (Radi, 1999).

La madera es de muy buena calidad, consistente y fuerte. Presenta las
siguientes caracteristicas: color rojizo moreno, ocraceo o rojizo brillante; es
compacta, pesada y durable. Es apta para muebleria de lujo, gabinetes,
decorados de interiores, columnas, vigas, artesanias, mangos de
herramientas, molduras, tornerias, marimbas y tableros aglomerados. No
soporta la humedad y se pudre facilmente. Es moderadamente resistente al
ataque de hongos e insectos. Sin embargo, es muy poco utilizada ya que
existen pocos arboles disponibles y ademas se prefiere mantener el arbol en
pie, para aprovechar la produccion de frutos. El jugo que exuda la corteza del
zapote, tiene cierta causticidad y se ha aplicado en medicina para destruir las

verrugas de la piel y otras excrecencias anormales (Ramos, 1999).
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Se les llama “sapuyules” o “sapuyulos” y se encuentra en los mercados,
secada al sol y atravesada por pitas o palos. Molidas y tostadas se emplean
para darle sabor al atole y otras mezclas de bebidas. Se utiliza también en la
elaboracion de una bebida refrescante denominada “suchiles”. La semilla se
come tostada. Se mezcla con cacao, sirve para preparar chocolate, dandole
un sabor amargo y un aroma caracteristico. Por ser oleaginosas, el aceite se
utiliza para la fabricacion de jabon. En algunas regiones se tiene la creencia
gue previene la caida del cabello y promueve su crecimiento. Hace unos
afos las semillas mas tersas y lisas eran usadas para suavizar la ropa
almidonada. También se cree que tiene propiedades calmantes vy

expectorantes (Ibarra, 2005).

El aceite de la semilla es usado en medicina popular contra los resfriados
y para estimular el crecimiento del cabello, asi como para conservarlo unido y
brillante. Tiene también diversas aplicaciones industriales, entre las que
destaca la elaboraciéon de jabones y otros productos para el cabello, y como
ingrediente adicionado al chocolate, ya que le da un color y aroma especial
(Ibarra, 2005).

Productos Naturales

Un producto natural es un compuesto quimico producido por un
organismo vivo en la naturaleza. En un sentido amplio, los productos
naturales incluyen cualquier sustancia producida por la vida. Por tanto, una
definicion amplia de producto natural es la de ser un compuesto organico,
aislado por la mano del hombre, que es producido por un proceso metabdlico
primario o secundario. Una mas restrictiva o especifica quedaria limitada a la
de ser un metabolito secundario. Los beneficios de los productos naturales y

ecologicos son factores importantes para la vida humana porque excluyen
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sustancias quimicas. Ademas, contribuyen a detener o minimizar los dafios al
medioambiente. Los productos naturales organicos son sustancias derivadas
del metabolismo primario de los organismos vivos, las cuales generalmente
participan directamente en los mecanismos de defensa y supervivencia. De

ahi que también se les denomine “metabolitos secundarios” (Delgado, 2005).

Clasificacion de los productos naturales

La clasificacion de los metabolitos secundarios puede hacerse de acuerdo
con su estructura, a su bioformacién o biosintesis y a la fuente de produccién
0 a su accién biolégica. Aunque ninguna de estas clasificaciones es
exclusiva ni excluyente, pues un metabolito puede ser ubicado dentro de
varios grupos. Aparentemente la forma méas acertada de clasificacion
corresponde a las vias quimicas, por las cuales un organismo los elabora
dentro de lo que se denomina ruta biogenética o biosintesis. En relacién con
el criterio biosintético, los metabolitos secundarios pueden ser clasificados de
forma general en alcaloides, terpenos y terpenoides, compuestos fendlicos,
aceites esenciales y compuestos nitrogenados, todos ellos, fabricados a
partir del diéxido de carbono como fuente de carbono (Guarnizo y Martinez,
2000).

Alcaloides

Son bases organicas que se aislan principalmente de las plantas
superiores. Son sustancias nitrogenadas, producidas por las plantas como
metabolitos secundarios y que presentan una accion fisioldgica importante
sobre los animales y los humanos aun en bajas dosis. De ahi, que muchas
plantas que contienen estas sustancias han sido utilizadas por centenares de

afios como venenos. No obstante, pese a su efecto tdoxico, muchos
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alcaloides presentan invaluables propiedades farmacéuticas. Sus estructuras
quimicas son variadas; Se considera que un alcaloide es, por definicion, un
compuesto quimico que posee un nitrogeno heterociclico procedente del

metabolismo de aminoacidos (Bruneton, 2001).

Los compuestos nitrogenados son principalmente los alcaloides vy
glucosidos cianogénicos. Los alcaloides son un diverso grupo de compuestos
con cerca de 4000 estructuras conocidas. Estos son fisiologicamente activos
en humanos (cocaina), (nicotina), (morfina (1)) (figura 1) y por supuesto de
gran interés en la industria farmacéutica. Por otra parte, los glucosidos
cianogénicos, se consideran posiblemente; los metabolitos secundarios con

mayor relacion en las funciones de defensa (Pérez y Jiménez, 2011).

Morfina (1)

Figura 1. Estructura quimica de la morfina.

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Terpenos

Los terpenos se forman por la polimerizacion de unidades de isoprenos y
esteroides (o 2-metilbuta-1,3-dieno). Los terpenos e isoprenoides son una
vasta y diversa clase de compuestos organicos derivados del isopreno, un

hidrocarburo de 5 atomos de carbono (Bruneton, 2001). Se dividen en seis

29



grupos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos
y esteroles, dentro de los cuales se encuentran los carotenos y los glicésidos

cardiotonicos.

Triterpenos y esteroides

Son compuestos de Cjp, procedentes de la ciclacion del escualeno, los
triterpenos poseen una estructura simple policiclica, normalmente tetra- o
pentaciclica. Casi siempre hidroxilados en 3 presentan, al contrario de los
demas terpenos, una unidad estructural bastante fuerte, siendo
excepcionales las modificaciones profundas del esqueleto basico
(cuasinoides) (Bruneton, 2001).

Ademas no existe una diferencia fundamental entre los triterpenos y
esteroides, considerdndose estos Ultimos triterpenos tetraciclicos que han
perdido, como minimo, tres metilos. El interés terapéutico e industrial de los
triterpenos y de los esteroides como grupo de metabolitos secundarios de
primera importancia es el siguiente:

- Interés de los glucésidos cardiotonicos, los cuales no se han podido

todavia sustituir por ningan producto sintético.

- Interés de las sapogeninas espirostanicas, beta-sitosterol,
estigmasterol, que son materias primas dificilmente reemplazadas
para cubrir las necesidades de la industria farmacéutica en hormonas
esteroideas.

- Interés terapéutico de numerosas drogas con saponésidos.

- Importancia econémica del regaliz, edulcorante no azucarado y
aromatizante

- Posible interés de los cuasinoides antitumorales.
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Glucosidos cardiotdnicos

La principal propiedad de los glucésidos cardiotdnicos es el incremento de
la fuerza y velocidad de las contracciones cardiacas, la denominada accion
inotropica positiva. Su efecto en el miocardio se produce tanto en los
pacientes enfermos como en los de corazdn sano (Casamitjana, 2002).

Los glucésidos cardiotonicos poseen una estructura esteroidal que se
caracterizan por llevar en el C-17 un anillo de lactona no saturado, los
cardendlidos tienen especificamente un anillo pentagonal con un doble

enlace conjugado con el grupo carbonilo (Bruneton, 2001).

Saponinas

Las saponinas (del latin sapo, "jabon"), son glucésidos de esteroidales o
de triterpenoidales, tienen una estructura triterpénica tetraciclica llamadas asi
por sus propiedades semejantes a las del jabdén: cada molécula esti
constituida por un elemento soluble en lipidos (el esteroide o el triterpenoide)
y un elemento soluble en agua (el azucar), forman una espuma cuando se
las agita en agua. Las saponinas son toxicas y se cree que su toxicidad
proviene de su habilidad para formar complejos con esteroles, por lo que
podrian interferir en la asimilacién de estos por el sistema digestivo, o romper
las membranas de las células tras ser absorbidas hacia la corriente
sanguinea. Existe una gran variedad de plantas que contienen saponinas en
distintas concentraciones, como por ejemplo la yuca, el ginseng, la quinua, el
Tribulus terrestris o el quillay, entre otros (Bruneton, 2001).

Sin embargo, estas sustancias presentan una serie de caracteristicas,
tales como no ser nutritivas, ademas de ofrecer proteccion frente a agentes
externos. Son nutrientes no esenciales, lo que significa que no son
requeridos por el cuerpo humano para mantener la vida. Es bien sabido que

las plantas producen estos productos quimicos para protegerse a si mismos,
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pero investigaciones recientes demuestran que también pueden proteger a
los humanos contra las enfermedades, efecto antimicrobiotico y propiedades
antibacterianas, e incluso estos principios activos son utilizados por la
industria farmacéutica (Bruneton, 2001).

Se conocen mas de 200 saponinas esteroidales (solasodina (2)) (figura
2), localizadas principalmente en las cotiledbneas como Liliaceas,
Amarilidaceas y Dioscoreaceas, con excepcion de las Escrofulariaceas.
Otras saponinas triterpenoidales se han aislado principalmente en

Dicotiledéneas (Marcano y Hasegawa, 1991).

glicdsido
Solasodina (2)

Figura 2. Estructura quimica de las saponinas esteroidales

Tomado y modificado de Martinez, 2020.

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo vegetal; son
compuestos organicos cuyas estructuras moleculares contienen al menos un
grupo fenol, un anillo aromatico unido a un grupo hidroxilo (Bruneton, 2001).
Los compuestos fendlicos representan uno de los principales metabolitos
secundarios de las plantas. Los fenoles son sintetizados por las plantas y son

regulados genéticamente, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, aunque
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a este nivel también existen factores ambientales. Ademas, actian como
fitoalexinas (las plantas heridas secretan fenoles para defenderse de
posibles ataques fungicos o bacterianos) y contribuyen a la pigmentacion de
muchas partes de la planta (por ejemplo, los antocianos son los
responsables del color rojo, naranja, azul, purpura o violeta que encontramos
en las pieles de las frutas y hortalizas). Por otro lado, cuando los fenoles son
oxidados, dan lugar a las quinonas que dan un color pardo que muchas
veces es indeseable (Gimeno, 2004).

Existen diversas formas de clasificacion de estos compuestos. Una de las
formas mas comunmente utilizadas se basa en el nUmero de carbonos que
los conforman. Los compuestos fendlicos también pueden ser clasificados en
funcién del nimero de grupos fenoles que poseen. En este sentido, se les
denomina fenoles simples o monofenoles (si poseen solamente un grupo
fenol (3)) (figura 3), o di- (bi), tri- y oligofenoles si poseen dos, tres 0 mas
grupos fenoles, respectivamente. Sin embargo, es posible clasificar estos
compuestos desde otra perspectiva, que los divide en dos grandes grupos:
No flavonoides y Flavonoides (Gimeno, 2004).

. No flavonoides: Acidos fenodlicos (serie benzoica y serie
cinamica), Estilbenos y Taninos hidrolizables.

. Flavonoides: Flavonoles, Flavanoles, Antocianinas, Flavonas,
Isoflavonas y Flavanonas.

Los compuestos fendlicos mas estudiados son los flavonoides. Entre
estos compuestos destacan flavonoles, flavonas, flavan-3-oles, flavanonas,
antocianidinas e isoflavonoides. Durante los dltimos afios, se han realizado
numerosos estudios sobre las propiedades beneficiosas de estos
compuestos sobre la salud, especialmente de los compuestos flavan-3-oles
(también llamados catequinas) (Harborne, 1980).

Entre los compuestos fendlicos se incluyen los acidos fendlicos,

cumarinas, flavonoides y taninos. Las aplicaciones farmacéuticas de estos
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compuestos son considerables, se refieren sus efectos como analgésicos,
antibacterianos, antihepatotoxicos, antioxidantes, antitumorales,

inmunoestimulantes, entre otros (Pérez y Jiménez, 2011).

Fenol (3)
Figura 3. Estructura quimica del Fenol.

Tomado y modificado de Pefiarrieta y cols., 2014.

Flavonoides

Los flavonoides constituyen un grupo de compuestos naturales que tiene
como estructura basica coman dos anillos bencénicos unidos a través de un
anillo heterociclico pirano y pirona. Son sintetizados a partir de una molécula
de fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través de lo que se conoce como "via
biosintética de los flavonoides", cuyo producto, la estructura base, se cicla
gracias a una enzima isomerasa (Bruneton, 2001). Los flavonoides se
encuentran de manera general en todas las familias de la plantas, sin
embargo, hay ciertas estructuras de flavonoides que puede encontrarse de
manera frecuente en una determinada familia y no en otra, de ahi que en
ciertos casos han sido importantes para un criterio taxondémico aceptable

(Abdala, 2000). Estos compuestos han sido aislados de diferentes partes de
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la planta pero principalmente del pigmento de las flores donde cubren ciertos
roles importantes (Harborne, 1989).

Los flavonoides estan divididos en diferentes categorias tales como:
flavonas, flavonoles, flavanonas, isoflavonas, chalconas, y auronas. Muchos
flavonoides han mostrado diversas actividades biolégicas tanto in vivo como
in vitro (Abdala, 2000).

Cumarinas

Las cumarinas toman su denominaciéon de “coumarou” nombre vernaculo
del “haba tonca”, de la cual se aisld, en 1820, la cumarina. Las cumarinas
son 1,2 benzopirona o0, sin prejuzgar mecanismos biosintéticos, las lactonas
de los &cidos orto hidroxi (Z)-cinamicos, sus estructuras son muy variables:
se conocen mas de 800 en los vegetales superiores. De ellas, las méas
sencillas, se encuentran ampliamente distribuidas en todo el reino vegetal, si
bien, determinadas familias contienen gran variedad de cumarinas:
leguminosas, Compuestas y sobre todo en Umbeliferas y Ruticeas en las
cuales se encuentran las estructuras mas complejas (Bruneton, 2001).

La estructura quimica de las cumarinas se basa en que ellas se
encuentran sustituidas en 7 por un hidroxilo. Esta sustitucion en el anillo
bencénico por hidroxilos, puede ser doble (6 y 7) o incluso triple. (6,7 y 8).
Las cumarinas simples corresponden a estos compuestos hidroxilados y a
sus ésteres; no es raro que uno de los hidroxilos fendilicos esté unido a un
enlace heterosidico. Las tres cumarinas mas repartidas son umbeliferona (4)
(figura 4), esculetol y escopoletol (Bruneton, 2001).

El interés terapéutico de las cumarinas es limitado: el esculdsido se
presenta como venotonico y protector vascular y generalmente como factor
vitaminico P, aunque este término, para algunos autores, no deba asociarse

mas que a los derivados del 2-fenil cromano. Los anticoagulantes
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cumarinicos utilizados en la actualidad, se han sintetizado sobre el modelo
del dicumarol, derivado cumarinico responsable de las hemorragias
observadas en el ganado que consume forraje a base de meliloto mal

conservado (Melilotus offcinalis L) (Bruneton, 2001).

OH 0O O

=

Umbeliferona (4)
Figura 4. Estructura quimica de umbeliferona

Tomado y modificado de Pefarrieta y cols., 2014,

Quinonas

Entre los productos naturales, las quinonas estdn ampliamente
representadas, bien sea como nucleo principal de una estructura o formando
parte de moléculas complejas aroméaticas o aromaticas-alifaticas, y, a veces
diméricas. Las quinonas constituyen un grupo importante de pigmentos
animales y vegetales. El ejemplo méas antiguo es la alizarina, una
antraquinona usada desde hace de 2000 afos, para tefir. Estos compuestos
tienen afinidad por las zonas calcareas y se fijan en ellas. Tomando en
cuenta su estructura se puede clasificar en benzoquinonas, naftoquinonas,
antraquinonas y quinonas extendidas (Bruneton, 2001). Los ejemplos mas
frecuentes se refieren a estructuras p-quinoideas altamente hidroxiladas en
cuyo caso pueden encontrarse en equilibrio varios tautbmeros. Hay ejemplos
de o-quinonas como lo es el hallocromo, un pigmento rojo que se aisla del

gusano utilizado para pescar. Lumbriconereis impatiens. Como criterio
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general, se acepta que las quinonas provenientes de los microorganismos se
forman a partir de 4cido acético y aquellas de los vegetales superiores los
son de acido shikimico. No hay métodos especiales para el aislamiento de
las quinonas. La extraccion alcalina es a veces utilizada en el caso de las
antraquinonas, que son las més abundantes en los vegetales superiores. Las
antraquinonas se pueden diferenciar de las venzo y naftoquinonas por
reduccion con ditionito de sodio alcalino que origina soluciones rojas para las
primeras mientras que para las segundas son incoloras o amarillo pardo. El
color de la quinona en solucion basica, y el maximo de absorcién VIS indican

el patron de oxigenacion (Marcano y Hasegawa, 1991).

Rutas Biosintéticas

Se define como una secuencia de reacciones quimicas catalizadas por
enzimas, estableciendo asi tres rutas biosintéticas mediante la formacién de
una variedad de compuestos. Las tres rutas metabodlicas son: ruta del

acetato, ruta del shikimato y ruta del mevalonato (Rojas, 2019).

Ruta del acetato: Es la via de formacién de una variedad de compuestos
como acidos grasos, poliacetilenos, prostaglandinas, macrolidos, antibiéticos
y compuestos aromaticos como xantonas, antraquinonas, entre otros. El poli-
B-ceto éster es la molécula intermediaria principal de esta ruta, este se forma
por la uniébn de dos moléculas de acetil-CoA a través de una reaccion de
condensacion de Claisen hasta obtener acetoacetil-CoA. Esta reaccion se
repite hasta generar el poli-B-ceto éster con el largo de cadena adecuado
segun el tipo de metabolito que se formara de acuerdo con los

requerimientos de planta (Rojas, 2019).
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Ruta del shikimato: Se considera como el intermediario principal para la
formacién de un gran numero de compuestos, tales como flavonoides,
cumarinas, lignanos, antraquinonas, xantonas, cromenos, entre otros (Rojas,
2019).

Ruta del mevalonato: De las vias metabdlicas mas importantes, se lleva a
cabo en el citoplasma de las células, esta involucrada en la produccion de
isoprenoides, una clase diversa de mas de 30.000 biomoléculas como el
colesterol, la vitamina K, la coenzima Q10 y hormonas esteroides
(Sepulveda, Porta y Rocha, 2003).

Extracto vegetales

Un extracto vegetal es una combinacion de varios componentes que
contiene porciones de compuestos quimicos, que se adquiere mediante
métodos fisicos, quimicos y microbiolégicos usando partes u 6rganos de
especies vegetales (Zapata, 2002).

Se puede obtener extractos vegetales con multiples principios activos y

variadas concentraciones de una misma planta (Caldas, 2012).

Técnicas utilizadas para la preparacion de extractos vegetales

Los extractos vegetales se obtienen por un tipo de extraccion llamada
“solido-liquido”. Este proceso consta de tres etapas:
1) Penetracién del disolvente en los tejidos de los vegetales e hinchazén.
2) Disolucion de las sustancias extraibles.
3) Difusion de las sustancias extraibles disueltas fuera de la célula vegetal

(Marcano y Hasewaga, 1991).
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En general, se denomina extraccion solido- liquido al procedimiento
consistente en poner en contacto un solido triturado (en el area de productos
naturales, el material vegetal) con un liquido (disolvente de extraccion) en el
cual son solubles algunas de las sustancias que componen al solido. Del
proceso se obtiene un sdlido, de empobrecida composicién, y una disolucion
o extracto formado por el disolvente y las sustancias disueltas en él. Los
factores mas importantes a tener en cuenta en una extraccion solido- liquido
son: la eleccion del disolvente de extraccion, el método de contacto y la
temperatura a la cual ocurre el proceso (Ortuiio, 2006).

Existen varios métodos de extraccién solido —liquido, el método a emplear
depende fundamentalmente de los objetivos del estudio de la planta. Si se
persigue el aislamiento de sustancias sensibles al calor, deberan emplearse
métodos de extraccion en frio; si por el contrario no se posee informacion
sobre la naturaleza quimica de las sustancias que se espera aislar, se debe
seleccionar la técnica dependiendo de las observaciones sobre la marcha

(Marcano y Hasewaga, 1991).

Métodos de extraccion discontinua
En este tipo de extraccion, una sola porcion del disolvente entra en
contacto con el material vegetal a extraer. La extraccion de los principios
activos procede hasta la saturacion del disolvente, de manera que el proceso
culmina en este punto. No se logra una extraccion cuantitativa de los

principios activos presentes en el material vegetal (Casado, 2012).

e |nfusidn

Una infusion es una solucion diluida de los componentes facilmente
solubles de una o varias partes vegetales. Se realiza sumergiendo las partes

vegetales, preferiblemente troceadas o molidas, en una cantidad
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determinada de agua a temperatura de ebullicibn; se deja reposar
normalmente alrededor de 15 minutos, removiendo de vez en cuando, y a
continuacion se filtra. Las dosis generales son de aproximadamente un
gramo de planta por cada diez gramos de agua. Por lo general, los extractos
obtenidos mediante este método presentan muy bajas concentraciones de
principios activos (Botella, 2003).

e Decoccion

En este método, las partes vegetales se mantienen en el disolvente
(generalmente agua) en ebullicion durante 15-30 minutos. Posteriormente se
filtra y se recoge el liquido resultante (extracto). Dado que la solubilidad de
los principios activos generalmente aumenta con la temperatura, se logra
extraer una mayor cantidad de los mismos en comparacion con los métodos
que se llevan a cabo a temperatura ambiente; sin embargo, presenta la
desventaja de afectar sustancias termolabiles (Casado, 2012).

e Maceracion

Consiste en dejar las partes vegetales sumergidas en un disolvente, a
temperatura ambiente, durante un tiempo relativamente largo. Contrario al
caso de la decoccion, en este método las sustancias termolabiles no se ven
afectadas; sin embargo, la solubilidad de los principios es menor a
temperaturas mas bajas y, asi, se extrae una menor cantidad de principios
activos en comparacion a la que pudiera extraerse a una temperatura
superior (Casado, 2012).

e Digestion o Extraccion por reflujo
Se trata de una extraccidén a temperaturas superiores a la ambiental, entre 35
y 40°, e inferiores a los 50°C. Se introducen las partes vegetales a extraer en
un recipiente que contiene el liquido previamente calentado a la temperatura
deseada; se mantiene durante un periodo que puede oscilar entre media

hora y veinticuatro horas, agitando regularmente el envase. Se separa
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finalmente el liquido (extracto). Un moderado aumento de la temperatura,
eleva un poco la solubilidad de los principios activos sin recurrir a
calentamientos extremos (Casado, 2012).

Por otro lado, la técnica consiste en colocar las partes vegetales a extraer
en un baldn de destilacion junto con el disolvente; la boca del balon se ajusta
un refrigerante y se inicia entonces el calentamiento hasta que el disolvente
alcanza su temperatura de ebullicion (figura 5). Los vapores generados en el
matraz condensan en el refrigerante y caen de nuevo en forma liquida en el
matraz. Se mantiene el sistema a reflujo durante algunas (pocas) horas, se
deja enfriar el sistema y se separa el liquido resultante (Sanz, 2002).

El reflujo evita la pérdida de disolvente en forma de vapor, de manera que
el mismo no llega a agotarse y puede mantenerse el calentamiento durante
mas tiempo; sin embargo, las sustancias termolabiles resultan

considerablemente afectadas (Sanz, 2002).

Figura 5.Equipo de reflujo

Tomado y modificado de Sanz, 2002.
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Métodos de extraccidn continua

En este tipo de extraccion, el disolvente se renueva una vez que se ha
saturado. En ese momento, el disolvente se cambia afadiendo disolvente
puro, el cual extraerd mas principios activos hasta saturarse. El proceso se
repite hasta conseguir extraer la méxima cantidad de principios activos
contenidos en el tejido vegetal. En este tipo de métodos, por tanto, se extrae
una mayor cantidad de principios activos que la lograda a partir de métodos
discontinuos (Casado, 2012).

e Percolacion

En este método las partes vegetales, finamente picadas o pulverizadas,
se colocan en un recipiente en forma de columna (percolador, ver figura 6)
donde también se afiade el disolvente (Casado, 2012).

El disolvente recorre, por gravedad, la columna en sentido descendente,
entrando en contacto con el tejido vegetal y arrastrando los principios activos
que contiene. El percolador presenta en su parte inferior una apertura
controlada por una llave, por donde sale el disolvente con los principios
activos disueltos. Por la parte superior se afiade disolvente puro, que
compensara las salidas inferiores y continuara extrayendo principios activos
(Casado, 2012).

Dado que el procedimiento se lleva a cabo a temperatura ambiente,
sustancias termolédbiles no se ven afectadas; sin embargo, la renovacion
continua del disolvente constituye una desventaja, ya que el volumen final
recolectado es generalmente grande, para lo cual, ademas, se gastan

elevadas cantidades del solvente puro (Casado, 2012).
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Figura 6. Percolador
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Tomado y modificado de Casado, 2012.
e Extraccion con Soxhlet

Consiste en colocar el material a extraer, previamente molido o troceado
en una camara de extraccion, la cual se conecta por una parte a un balén de
destilacion y por otra a un refrigerante (figura 7). El disolvente contenido en
el balén se calienta a ebullicién, el vapor asciende por el tubo lateral y se
condensa en el refrigerante, cayendo sobre el material vegetal. Cuando
alcanza el nivel conveniente, sifonea por el tubo regresando al balon. El
proceso se repite hasta conseguir el agotamiento deseado del material, a
pesar que el calentamiento se lleva a cabo en la parte baja del balén de
destilacién, el proceso de extraccién ocurre a una temperatura superior a la
ambiental, con lo cual aumenta la solubilidad de los principios activos; sin
embargo, las sustancias termolabiles se ven considerablemente afectadas
durante el proceso. La mayor ventaja de este método, la constituye el hecho
de poder efectuar la extraccién continua sin afiadir nuevas cantidades del
solvente puro, de manera que el volumen final del extracto obtenido, sera
igual a la cantidad inicial de solvente colocado en el sistema (Lamarque,
2008).
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Figura 7. Equipo Soxhlet
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Tomado y modificado de Lamarque, 2008

Andlisis Fitoquimico Preliminar

El tamizaje fitoquimico son ensayos in vitro que permiten evaluar el
potencial terapéutico de las plantas y brindan la posibilidad de descubrir e
identificar moléculas nuevas de interés farmacolégico. Asimismo, contribuye
a fomentar la conservacién y la proteccién de los ecosistemas, en especial
en habitats poco perturbados y estudiados, como los afloramientos rocosos
(Arones y cols., 2022).

Para determinar la composicidon quimica de las plantas medicinales y
conocer sus constituyentes biol6gicamente activos pueden seguirse
metodologias que van desde un andlisis fitoquimico preliminar hasta estudios
guimicos sistematicos bioguiados. El objetivo de un estudio fitoquimico es
determinar la presencia o ausencia de los principales grupos de metabolitos
en una especie vegetal, a saber: alcaloides, antraquinonas y naftoquinonas,

esteroides y triterpenos, flavonoides, taninos, saponinas, cumarinas, lactonas
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terpénicas y cardiotdénicos. Dado que cada uno de estos grupos de
compuestos estd relacionado con actividades biologicas especificas
(Carvajal y cols., 2009).

Ensayos de reconocimiento alcaloides

La deteccién de alcaloides se lleva a cabo con agentes reveladores que
se basan en la capacidad que tienen los alcaloides en estado de sal,
obtenidos a partir de extractos acidos, que al combinarse con el iodo y
metales pesados como bismuto, mercurio, tungstenos, forman precipitados
(figura 8) con coloraciones especificas. Los reactivos generales que se
utilizan para detectar alcaloides son los descritos por: Wagner, Mayer y
Dragendorffcomo prueba especifica para el grupo pirrol (Crews y Berthiller
2010).

R
N H+ac N
R salde R N R
Alcaloides metal complejos insoluble
pesado

Figura 8. Formacién de los complejos insolubles por reaccion de los
alcaloides con los metales pesados utilizados en los ensayos de
precipitacion.

Tomado y modificado de Martinez, 2020.
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Ensayos de reconocimiento para compuestos fendlicos

Debido a la gran cantidad y variedad estructural de las diferentes clases
de compuestos fendlicos naturales, se utilizan diferentes ensayos de
coloracién para su reconocimiento preliminar en muestras biolégicas. El
ensayo mas utilizado es el del cloruro férrico (figura 9). En este ensayo una
solucién acuosa o alcohdlica de una muestra vegetal, se hace reaccionar con
una solucion de cloruro férrico acuoso o alcohdlico, en concentracion del 1%.
Los compuestos fendlicos tienden a formar complejos de diferentes colores
con el catién Fe**, la formacion de color o precipitados oscuros es aceptada
como un resultado positivo sobre la presencia de compuestos fendlicos
(Martinez, 2020).

(D

~

OH
Fe*3 O
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O
compuesto
fenolico complejo fenol-Fe
coloreado

Figura 9. Reaccion de formacion de complejos coloreados de un

compuesto fendlico con una sal de hierro Il

Tomado y modificado de Martinez, 2020.
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Ensayo de reconocimiento de flavonoides

Dentro de la gran cantidad de compuestos fendlicos, los flavonoides
representan un grupo importante de sustancias con propiedades
antioxidantes. Los flavonoides que contienen en su estructura un sistema
anular vy-benzopirona (también denominado croman-4-ona) (figura 10)
reaccionan con iones Mg*? y acido, para formar complejos coloreados de
color rojo o violeta. Por tanto, la formacion de coloraciones rojo o violeta, es
considerada un resultado positivo que permite inferir la presencia de
flavonoides en la muestra analizada. A este ensayo se le conoce como

ensayo de Shinoda (Martinez, 2020).

Figura 10. Sistema benzopirona.

Tomado y modificado de Martinez, 2020.

Ensayo de reconocimiento para saponinas

La reaccion de identificacibn para estos metabolitos secundarios se
realiza mediante el ensayo de la espuma se fundamenta en el
reconocimiento de las saponinas tanto del tipo esteroidal como triterpénicas.
Saponinas o0 Saponosidos, del latin sapo = jabon, son sustancias que tienen
poder espumante en soluciones acuosas, y son tensoactivos naturales.
(Lépez, 2012).
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Ensayo de reconocimiento de cumarinas

Presentan un espectro ultravioleta caracteristico, influido fuertemente por
la naturaleza y posicion de los sustituyentes, que se modifica profundamente
en medio alcalino. A la luz ultravioleta, las cumarinas presentan fluorescencia
variable de azul a amarillo y a purpura, exaltada en presencia de amoniaco

(Herrera y cols., 2017).

Ensayo de reconocimiento de taninos:

Los taninos son compuestos fendlicos solubles en agua, con pesos
moleculares entre 500 y 3000, que ademas de dar las reacciones fendlicas
usuales, tienen propiedades especiales tales como la habilidad de precipitar

alcaloides, gelatina y otras proteinas (Isaza, 2007).
Ensayo de reconocimiento de quinonas y antraquinonas

La prueba de Borntrager tiene como fundamento la hidrolisis de los
enlaces glicésidos, donde se oxidan las antronas y los antranoles hasta
antraquinonas generando la formacion de un complejo que va desde el
rosado y termina en un rojo intenso (Carvajal y cols., 2009).
Ensayo de reconocimiento para lactonas Sesquiterpenos

Se fundamenta en la prueba de Baljet, donde se forma un complejo entre

el acido picrico y la lactona alfa, beta y gamma insaturada, dicho complejo

presenta coloracion rojo claro a oscuro (Bruneton, 2001).
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Hongos

Generalidades de los hongos

En la actualidad, los bidlogos usan el termino hongo (fungus=seta del Gr.
Sphongus= esponja) para designar a los organismos eucariotas, portadores
de esporas, aclorofilicos, que por lo general se reproducen sexual y
asexualmente y cuyas estructuras somaticas, ramificadas y filamentosas,
estan rodeadas por paredes celulares que contienen quitina o celulosa, o
ambas sustancias, junto con otras moléculas organicas complejas. En otras
palabras, esto significa que los hongos poseen nucleos verdaderos tipicos en
células, que se reproducen por medio de esporas y que no poseen clorofila.
La mayoria de los hongos poseen un mecanismo sexual. También existen
algunos organismos que los micélogos han estudiado por descuido, que
probablemente no son hongos, son los mohos mucilaginosos o mixomicetes,

celulares y plasmodiales (Herrera y Ulloa, 1998).

Candida

Los hongos del género Candida por lo comun crecen como levaduras
redondeadas, ovales o con forma de yema de 4 a 6 ym que se reproducen
por gemaciéon (blastoconidios). A excepcion de C. glabrata, el resto de las
especies asociadas a candidosis pueden formar pseudomicelios; C. albicans

y C. dubliniensis ademas son formadoras de hifas (Olivares ,2011).

Taxonomia del género Candida

Clase: Ascomycetes
Subclase: Hemyascomycetes

Orden: Saccharomycetales
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Familia: Saccharomycetes

Geénero: Candida

Candida es un hongo que estd presente en todos nosotros, se
encuentra en las membranas superficiales y en las mucosas. En cantidades
pequefias es indemne pero cuando su crecimiento aumenta drasticamente
puede estar devastando su salud. El hongo Candida suelta toxinas en el
torrente sanguineo que tiene un efecto devastador en el sistema nervioso y
el sistema inmune (UNPA, 2012).

Morfologia

El género Candida comprende méas de 200 especies, pero solo cerca de
50 tienen un interés médico, y, de estas, alrededor de ocho son las méas
frecuentes; sobresale Candida albicans, la que puede aislarse entre 40 hasta
85% de los casos. Candida spp., son levaduras que no producen pigmentos
melanicos, y su forma puede variar segun la especie: globosas, ovoides,
elipticas y cilindricas; su reproduccion asexuada o anamorfica es por
blastoconidias (holoblastica) (Bonifaz, 2012).

Los cultivos de Candida spp., son similares; se desarrollan en diversos
medios, como Sabouraud dextrosa, papa dextrosa y extracto de levadura
agar; su promedio de crecimiento es entre dos y tres dias a temperatura de
25-35°C; algunas especies son 7 termoresistentes, la mayoria forma colonias
cremosas, limitadas, planas, opacas, y en ocasiones rugosas o surcadas, de
color blanco o blanco-amarillento, con excepcion de C. guilliermondii, que es
rosa-palido. Todas las especies patdgenas oportunistas de Candida
presentan pseudohifas largas, ramificadas, con pequefios o grandes cumulos
de levaduras o blastoconidios (excepto C. glabrata). La formacion de
clamidoconidias se hace a partir del pseudomicelio y solo dos especies lo

generan; C. albicans con estructuras terminales o intercalares de 10 y 12 um
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de didmetro, y Candida dubliniensis, con estructuras multiples o en racimos

del mismo tamafio (Bonifaz, 2012).

Especies

Los agentes patdgenos son levaduras del género Candida pertenecientes
al Phylum Ascomycotina. Muchas especies se han aislado de vegetales,
suelo, agua, aire, alimentos y algunas de ellas forman parte de la biota
normal de la piel y membranas mucosas (boca, vagina, vias respiratorias
altas, tracto gastrointestinal) de mamiferos (Olivares, 2011).

Las especies de Candida més importantes son:

C. albicans,

C. glabrata,

C. tropicalis,

C. parapsilosis,

C. dubliniensis (Bonifaz, 2012).

Aungue se han reportado mas de 17 especies patégenas, el 90% de
las infecciones se atribuyen a: C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C.

parasilopsis, C. tropicalis (Olivares, 2011).
Patogenicidad

Frecuentemente la candidosis de las mucosas (oral, gastrointestinal y
vaginal), es el primer signo del deterioro de la funcién inmunoldgica; por lo
tanto, los episodios de candidosis en las superficies mucosas son muy
frecuentes y dificiles de tratar, el deterioro de la respuesta inmune y a los
factores de virulencia que posee Candida, como la propiedad de adherencia,
la habilidad de competir con otros microorganismos por nutrientes y la

capacidad de evadir las defensas del hospedero, interactian entre si,
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aumentando la frecuencia de la candidosis en el paciente inmunosuprimido
(Panizo, 2011).

Taxonomia de Candida albicans

Los microorganismos involucrados como agentes etioldgicos de la
Candidiasis, se encuentran actualmente clasificados taxonomicamente de la
siguiente forma:

Reino: Fungi

Division: Deuteromycota

Clase: Blastomycetes

Familia: Cryptococcaceae

Género: Candida

Especies: albicans (como la mas frecuente y virulenta) y otras
especies.

El género Candida comprende méas de 150 especies, cuya principal
caracteristica es la ausencia de forma sexual, con excepcion de algunas
especies micoticas. Son clasificadas como levaduras, las cuales
corresponden a hongos con un modo de desarrollo predominantemente
unicelular (Hay, 1986).

Solamente una docena de las especies pertenecientes al Género Candida
poseen la facultad de adaptarse a una temperatura de 37°C. y pueden ser
ocasionalmente patdégenas para el hombre, estas son entre otras: C.
albicans, C. tropicalis, C. kefyr (pseudotropicalis), C. krusei, C. guillermondi,
C. parakrusei, C. zeylanvides, C. stellatoidea y C. brumptii (Volk y cols.,
1989).

Estudios taxondmicos tratan de diferenciar las diversas especies del

Género Candida de acuerdo a sus propiedades. Candida paratropicalis no ha
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sido considerada distinta a Candida tropicalis. En el caso de Candida
claussenii y Candida stellatoidea la similitud de su morfologia y fisiologia
sobrepasan las diferencias que pueda haber entre estas especies. Diversos
estudios sobre C. albicans y C. stellatoidea no consideran estas dos
especies como distintas. Se ha demostrado por métodos electroforéticos que
C. albicans y C. stellatoidea difieren en el nUmero y patrén de cromosomas,
pero también se han observado diferencias entre cepas de C. albicans en
cuanto a este aspecto se refiere (Ginnis y Rinaldi, 1996).

A través de estudios de biologia molecular mediante la prueba de
Southern Blotting, utilizando enzimas de restriccion para fragmentar el ADN,
se demostro que C. albicans y C. stellatoidea son idénticas (Casas, 1989).

Taxonomia de Candida krusei

Reino:Fungi
Filo: Ascomycota
Subfilo: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida
Especie: C. krusei
(Castellani) Berkhout
Candida krusei es una levadura del género Candida. Las células mayores
son cilindricas, de hasta 25 mm de largo. Las colonias separadas exceden
con frecuencia los 5 mm de diametro sobre malta-glucosa a 25 °C (Hautala,
2007).
Es un patégeno nosocomial que principalmente afecta a los pacientes

inmunodeprimidos y aquellos con neoplasias hematolégicas. Tiene una
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resistencia natural a fluconazol, un agente antimicético estdndar. Se
encuentra con mayor frecuencia en pacientes que han tenido exposicion
previa al fluconazol, aunque hay pruebas contradictorias acerca de si el
fluconazol debe ser utilizado con fines profilacticos. La infeccion por C. krusei
es una fungemia rara. El germen fungico que mas predomina es C. albicans.
Otras especies de Candida que también encajan en este perfil son C.
parapsilosis, C. glabrata,C. tropicalis, C. guillermondii, ademas de la C.
rugosa (Pfaller, 2008).

Actividad antifungica

Segun Bidart (2004), un agente anfifingico o antomicético engloba
cualquier sustancia capaz de producir una alteracién 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.

La sintesis de estos farmacos comenz6 en el siglo XX y desde entonces
no ha cesado el disefio de nuevas moléculas para combatir a las infecciones
fungicas invasoras, las cuales han aumentado sustancialmente en las ultimas
2 décadas en relacién con la aparicion de la epidemia del SIDA, uso de
quimioterapia intensiva en pacientes oncohematoldgicos, uso de farmacos
antirrechazo en pacientes receptores de trasplante y la mayor utilizacion de

dispositivos intravasculares (Avendafo, 1993).

Mecanismo de accion de los antifungicos

La gran similitud entre las células mamiferas y flngicas resulta un

problema a la hora de disefiar la molécula antifingica, pues esta debe ser
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selectiva de la célula patdgena y no de la célula humana sana. Los agentes
antifangicos comunmente son utilizados ante infecciones de las mucosas de
las cuales unas de cuatro estan relacionadas con hongos patégenos
(Arenas, 2005).

El mecanismo de accién de los medicamentos que inhiben el crecimiento
de hongos, depende del lugar en el que actien, lo cual esta relacionado con

la estructura quimica del antifingico (Diomedi, 2004).

Accion del antifungico sobre la membrana celular del hongo

Arenas (2005) expresa que la membrana celular de la célula humana asi
como la de los hongos, desempefia una importante funcion en la divisién
celular y en el metabolismo. Las complejas particulas lipidicas llamadas
esterolatos, son aproximadamente el 25 % de la membrana celular. Sin
embargo, el contenido de esterol de la célula fungica y mamifera es
diferente. En las células de los mamiferos el colesterol es el esterol que
predomina y en las células fangicas el primario es el ergosterol. La diferencia
del contenido de esteroles ha sido explotada como blanco de accion en los
medicamentos antifingicos. Dentro de ellos, segun Arenas (2005), se tiene a

los polienos, azoles y alilaminas:

e Polieno. Los medicamentos que se encuentran en este grupo,
se unen al ergosterol presente en la membrana celular fingica,
donde se forman poros que alteran la permeabilidad de
la membrana lo que permite una pérdida de proteinas, glucidos
y cationes monovalentes y divalentes, causas de la muerte

celular.
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e Azoles. Estos inhiben a la citocromo P-450-3-A de la célula
fungica, a través de la inactivacion de la enzima C-14-a-
dimetilasa, con lo cual se interrumpe la sintesis del ergosterol en
la membrana celular. Debido a la falta de ergosterol se
comienzan a acumular esteroles toxicos intermedios, aumenta
la permeabilidad de la membrana y se interrumpe el crecimiento
del hongo.

e Alilaminas. Trabajan de forma similar a los azoles,
conceptualmente ellas inhiben la sintesis del ergosterol. Sin
embargo, este grupo actia en un paso temprano de la sintesis
del ergosterol.

Las alilaminas inhiben a la enzima escualeno epoxidasa, de esta forma
disminuye la concentracion de ergosterol, aumentan los niveles de
escualeno, aumenta la permeabilidad de la membrana celular, se interrumpe

la organizacion celular y disminuye el crecimiento del hongo (Gregori, 2005).

Antifungicos que actlan sobre la pared celular del hongo

Lipopéptidos. La pared celular del hongo es fundamental en su viabilidad
y patogenicidad. Esta sirve como cubierta protectora, le provee morfologia
celular, facilita intercambio de iones, la filtracién de proteinas y participa en
metabolismo y catabolismo de nutrientes complejos. La ausencia de pared
celular es otro de los blancos de accién en la terapia antifungica (Arenas,
2005).

Desde el punto de vista estructural, la pared celular de los hongos esta
compuesta de un complejo proteico y polisacaridico cuya composicién varia
en dependencia de la especie de hongo. La distribucion de estas proteinas y

carbohidratos en la matriz esta en relacion con la funcion de la pared celular
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y los procesos de osmosis Y lisis. Los antifungicos que actian sobre ella lo
hacen inhibiendo la sintesis de los glucanos a través de la inactivaciéon de la
enzima 1,3-beta-glucano sintetasa. La falta de glucanos en la pared celular la
vuelve débil e incapaz de soportar el estrés osmoético, por lo que muere
(Valdés, 2005).

Antifungicos que actuan sobre el nucleo de la célula fungica

e Antimetabolitos. Un clasico antimetabolito es la fluocitosina o 5-
fluorocitosina. Este farmaco es transportado por la citosina permeasa
en el citoplasma de la célula fangica, donde se convierte en 5-
fluorouracil (5-FU) por la citosina diaminasa. El 5-FU es fosforilado e
incorporado dentro del ARN convirtiéndose en el dexosinucleotido, el
cual inhibe a la timidilato sintetasa y de esta forma impide la sintesis
de proteinas de la célula. También inhibe la sintesis de la proteina
fungica, reemplazando el uracil con 5-FU en el ARN fangino.

Agentes misceladneos. En esta clase se encuentra el griseofulvin, el
cual inhibe la mitosis, al destruir el huso mitético, necesario para

efectuar la division celular (Valdés, 2005).

Clasificacion de los antifungicos

El antimicotico incluye 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 (Tabla 2); de acuerdo con su origen en
sustancias producidas por organismos vivos o derivados de sintesis quimica
(Tabla 3); de acuerdo con su espectro de accién en: amplio o restringido y de

acuerdo con el sitio de accion.
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Tabla 2. Clasificacion de los antifungicos

Polienos Nistatina, natamicina, amfotericina 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

Otros

Yoduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato,

griseofulvin

Tomado y modificado de Biasoli, 2008
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Tabla 3. Clasificacion de los antifungicos por su sitio de accién en el

hongo
Antifungicos interactuando en pared celular |Lipopéptidos
Antifangicos interactuando en membrana |Polienos, azoles,
celular alilaminas
Antifungicos interactuando en nucleo Pirimidinas fluoradas

Tomado y modificado de Biasoli, 2008.

Metodologias para evaluar la Actividad Antifungica

No existe una reglamentacion y/o estandarizacion de la metodologia para
la evaluacion de la capacidad inhibitoria de extractos de plantas, como se
establece para antibiéticos. La mayoria de los métodos estan basados en los
métodos utilizados para evaluar la resistencia y/o susceptibilidad a
antibiéticos. Los métodos utilizados para evaluar actividad de extractos de
plantas sobre bacterias y hongos suelen ser similares, variando la
preparacion del indéculo, medio de cultivo, temperatura y tiempo de
incubacion. Los métodos mas comunmente utilizados en laboratorio por su
sencillez y rapidez, son: la técnica de difusion por discos en agar, es utilizada
para generar datos cualitativos principalmente, y los métodos de dilucion en
medio liquido de cultivo y en agar, ambos métodos nos permiten conocer

datos cuantitativos (Shiva, 2007).

Técnica de difusidon por discos en agar

Segun Rivas y cols., (2016), la metodologia se enmarca en lo siguiente:
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Material vegetal: La planta colectada se debe secar en la
sombra a temperatura ambiente, posteriormente la planta seca
es triturada para llevar a cabo el proceso de extraccion.
Microorganismos: Es importante de establecer si estos
provienen de muestras clinicas de paciente o si son cepas de
referencia ATCC con la finalidad de conocer las condiciones
fisico-quimicas especificas de cada uno de los microorganismos
en estudio y que estos no sean factores que influyan de manera
negativa en el procedimiento.

Medio de cultivo: Cuando las cepas se encuentran liofilizadas
se cultivan en caldo para posteriormente preservarse en agar
inclinado en tubo. El tipo de agar para el tubo inclinado
dependera del tipo de microorganismo, aunque los medios mas
recomendados en el caso de los hongos y levaduras se
recomienda agar Saboureaud-Dextrosa; en el caso de bacterias
se recomiendan la infusién cerebro y corazon (ICC), agar soya

tripticasa (AST), agar Mueller Hinton (MH) o agar nutritivo.

En el caso de hongos y levaduras, temperaturas de
incubacion, varian dependiendo del microorganismo en
cuestion, siendo la temperatura de 35 + 2°C para la mayoria de
las bacterias mientras que para hongos y levaduras la
temperatura recomendada es de 29 + 2°C. El tiempo de
incubacion se recomienda de 5 a 7 dias al tratarse de hongos;
en el caso de bacterias puede variar de 24-48 h. Para las
pruebas de actividad antimicrobiana se deben incubar segun las
condiciones descritas anteriormente aplicando el método de

pozo o de disco (Rivas y cols., 2016).
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Preparacion del in6éculo: Una vez cultivadas las cepas en el
medio inclinado, se toman con el asa inoculos del -cultivo
colocandose en un tubo con solucién salina (0,85 %) se debe
ajustar el inéculo a 0,5 unidades (10° cel/mL) segin la escala de
McFarland y se verifica con la absorbancia a 580 nm cercana al 25
% (Rivas y cols., 2016).

Métodos en agar

e Método de difusion por discos (Kirby-Bauer)

Entre estos métodos el mas utilizados por su sencillez y rapidez en la
lectura de resultados es el método de difusién por discos, basados en la
metodologia utilizada por Bauer y col. El principio del método involucra la
aplicacion de una cantidad determinada de un antimicrobiano u otra
sustancia en un sustrato (usualmente discos de papel) en la superficie del
agar sobre el cual se ha distribuido un in6culo del microorganismo en
estudio; se formara asi, por difusiébn un gradiente de concentracion del
producto alrededor del disco y la sensibilidad del microorganismo estara
indicada por el tamafio de la zona de inhibicibn del crecimiento del
microorganismo (Ramirez y Castafio, 2009).

El didmetro obtenido dependerd no soOlo de la sensibilidad del
microorganismo Yy la carga del disco, sino también del espesor de la capa de
agar, del pH y de la composicion del medio de cultivo, de la capacidad de
difusién del producto en ese medio, de la temperatura y de la atmosfera de
incubacion, de la velocidad de duplicacion bacteriana, y del tamafio del
indculo y fase de crecimiento del microorganismo en estudio (Ramirez y
Castafio, 2009).
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e Meétodo modificado agar en pozo

Se deposita el inéculo y se siembra sobre las superficies del agar
selectivo estipulado para este método; seguido de ello se hacen los pozos
sobre la superficie del agar con el apoyo de un sacabocados estéril de 6 mm
de didmetro y en cada uno de ellos se deposita de 10 a 25 pL de los
extractos a evaluar, estandares (control positivo y negativo) y blanco por
triplicado, se deja reposar por espacio de 30 min (para evaporar el liquido),
finalmente se incuba con la caja invertida a 35 + 2°C por 24 h para bacterias
y a 29 £ 2°C por 48 h en caso de levaduras, posteriormente se miden los
halos de inhibicion (Riosy cols., 1988).

Métodos de dilucién

e Método de dilucién en agar

Otro método de evaluacion en agar es el de dilucion en agar, en éste
método se incorpora el producto a evaluar a un medio con agar. El producto
se aflade cuando el medio aun esta liquido. Para lograr el rango de dilucion
deseado se prepara una serie de placas, cada una con una determinada
concentracion de producto. Las placas se inoculan con un replicador una vez
gue se haya solidificado el medio de cultivo. Como medio de cultivo se suele
utilizar el Agar Mueller Hinton como en el método de difusién por discos,
aunque también se utilizan otros medios como AST, Agar nutritivo, Agar BH,
etc. Los resultados de las pruebas de dilucion en agar se expresan como

concentracion inhibitoria minima (CIM) (Shiva, 2007).
e Meétodos en medio de cultivo liguido

La cuantificacion de la actividad in vitro se realiza habitualmente,

mediante alguna de las variantes de los métodos de dilucion. Estos métodos
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se basan en la determinacion del crecimiento del microorganismo en
presencia de concentraciones crecientes de la muestra, que se encuentra
diluida en el medio de cultivo (caldo). Esta metodologia es muy engorrosa,
por la cantidad de material y de manipulaciones necesarias para su
realizacion. La utilizacion de micropipetas y de placas de microtitulacion
facilita la utilizacion del método de microdilucién en caldo (Shiva, 2007).

Este dltimo método se ha venido usando para la determinacion de la
concentracion inhibitoria minima (CIM) de extractos de plantas, en el afo
1995, describen la CIM como la menor concentracion que mantiene o reduce
la viabilidad del in6culo luego de 24 horas de contacto. En la mayoria de los
casos se preparan diluciones del producto a evaluar en progresion
geométrica en base 2 utilizando un medio de cultivo adecuado;
posteriormente se inocula dicho medio y tras la correspondiente incubacion
para permitir el crecimiento del microorganismo se realiza la lectura,
determinando qué concentracion causa la inhibicion del crecimiento del
microorganismo (Shiva, 2007).

Teniendo en cuenta que la mayoria de microplacas tienen 96 pocillos
(12x8) se puede aprovechar para ensayar hasta 11 diluciones de un
producto, ya que la ultima columna se suele utilizar para controles de
crecimiento microbiano y esterilidad del medio. El medio de cultivo estandar
utilizado para la evaluacion de antibidticos por el método de dilucion en caldo
es el Caldo Mueller Hinton aunque para la evaluacion de CIM de extractos
de plantas se utilizan caldo nutritivo, Caldo Triptona Soja y en ocasiones

afiadiendo suplementos como suero (Shiva, 2007).
e Método de Mitscher

Existe un método para la determinacion cuantitativa de la actividad
antimicrobiana conocida como el Método de Mitscher. La actividad

antimicrobiana se cuantifica in vitro para determinar la susceptibilidad o la
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resistencia de un microorganismo determinado a diferentes concentraciones
de un extracto. Esta técnica se fundamenta en cultivar las bacterias
directamente sobre agar nutritivo mezclado con extracto a diferentes
concentraciones y evaluar el grado de inhibicibn de estos extractos que
ocasionan en el desarrollo bacteriano, correlacionando el blanco que esta
constituido por un crecimiento bacteriano total y el blanco positivo que es el
agar nutritivo mezclado con el farmaco de referencia (Argueta y Vasquez,
2009).

El método consiste en colocar diferentes concentraciones del extracto en
capsula de Petri conteniendo agar tripticasa soya, en los cuales se procede a
marcar con una linea el sitio donde sera rallado cada uno de los
microorganismos de prueba y luego con un asa de Henle estéril se toma una
asada de la suspension de cada microorganismo en turno. El asa con el
microorganismo entonces es rayada en un patron radial de cada capsula de
Petri siguiendo una plantilla. Una vez inoculada se incuban y luego se
examina cada una de las placas y se determina si hubo o no actividad

antimicrobiana por la presencia o no de colonias (Argueta y Vasquez, 2009).

Bioensayos para el andlisis antimicrobiano

La potencia de una sustancia antimicrobiana se define como: “la habilidad
especifica o capacidad de un producto de lograr su efecto planeado” y se
basa en la medicién de algun atributo del producto, por ejemplo, su efecto
inhibitorio frente a un determinado microorganismo (halo de inhibicion) se
determina por el método analitico mas adecuado, normalmente métodos de
analisis microbiolégicos. La potencia debe ser una propiedad o atributo
definible y medible para un producto bioldégico o semisintético, y debe estar
presente en los estudios de estabilidad, con el animo de verificar la

conformidad del producto en lo que respecta su calidad (Martinez, 2005).
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La actividad o potencia de un antifungico, o antimicrobiano propiamente
dicho, puede ser demostrada mediante el efecto inhibitorio de la sustancia en
cuestion cuando es evaluado frente a un microorganismo. En los analisis de
potencia, se compara cuantitativamente el efecto de una muestra sobre un
sistema bioldgico con el efecto producido por una preparacion estandar en
las mismas condiciones y para la cual ya se ha determinado exactamente su
actividad, obteniendo asi un valor de potencia relativo al del estandar de
referencia. Si se prueban las muestras en diferentes concentraciones se
puede determinar una concentracion minima inhibitoria del antibiético hacia

ese microorganismo (Martinez, 2005).

Definicion Operacional de Términos

Aceites Esenciales
Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles,
principalmente terpenoides, que forman parte del metabolismo secundario de

las plantas (Usano, Pala y Diaz, 2014).

Extracto
Mezcla compleja, con multitud de compuestos quimicos, obtenibles por
procesos fisicos, quimicos y microbiol6gicos a partir de una fuente natural y

utilizable en cualquier campo de la tecnologia (Zapata, 2002).

Estrés oxidativo

Estado en el que la velocidad de generacion de moléculas conocidas
como radicales libres excede la capacidad de defendernos de las mismas
(Abarca, 2017).
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Antioxidante
Un antioxidante es una sustancia, que retrasa, previene o] anula
significativamente la oxidacibn de otra sustancia por la accion de los

radicales libres, aunque se presente en bajas concentraciones (Abarca, 2017).

Metabolismo

Es el 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).

Medios de cultivo

Los medios de cultivo son una mezcla equilibrada de nutrientes,
requeridos a concentraciones que permiten el crecimiento de los
microorganismos. Deben contener todos los nutrientes necesarios en
cantidades apropiadas a los requerimientos de los microorganismos, y en
condiciones de pH, presion osmotica, oxigeno disuelto, etc., adecuados para

el crecimiento (Pérez y Mota, 2006).

Fitoterapia

Se define a la Fitoterapia como la ciencia que estudia la utilizacion de los
productos de origen vegetal con una finalidad terapéutica, ya sea para
prevenir, atenuar o curar un estado patologico (Cafigueral, Dellacassa y
Bandoni, 2003).

Operacionalizacion de las variables

Consiste en un conjunto de técnicas y métodos que permiten medir la

variable en una investigacion, es un proceso de separacién y analisis de la
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misma en sus componentes que permitan medirla. Es un tecnicismo que se
emplea en investigacion cientifica para designar al proceso mediante el cual
se transforma la variable de conceptos abstractos a términos concretos,
observables y medibles, es decir, dimensiones e indicadores (Coronel, 2023).
Por consiguiente en este trabajo de investigacion quedo establecida la
Operacionalizacion de las variables de la siguiente manera observada en las

tablas 4 y 5 presentada a continuacion:

Tabla 4. Operacionalizacion de la variable dependiente. Actividad antifingica

de los extractos de hexano y metanol de las semillas de Pouteria sapota.

Variable Tipo de variable Definicion Conceptual

¢, Qué es?
Actividad Efecto  inhibitorio  de
antifangica de los | Dependiente ciertos componentes
extractos de frente a un determinado
hexano y metanol microorganismo
de las semillas de (Martinez,2005)

Pouteria sapota

Definicién Dimensiones Indicador
operacional

¢, Como se mide?

Método de | Candida albicans CDC- | Halos de inhibicion en
difusion en agar | 385 milimetros.
con disco. Candida krusei ATCC-

6258

Elaborado por: Lemus, Pereira y Lara (2024).
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Tabla 5. Operacionalizacion de la variable independiente. Composicion

quimica de los extractos de hexano y metanol de las semillas de Pouteria

sapota.

Variable

Tipo de variable

Definicién Conceptual

¢Qué es?

Composicion
quimica de los
extractos de
hexano y
metanol de las
semillas de
Poteria sapota

Independiente

Son compuestos
quimicos sintetizados
por las plantas, que son
productos del
metabolismo secundario
(Bruneton, 2001)

Definicion Dimensiones Indicador
operacional

¢Coémo se

mide?

Alcaloides Presencia 0 ausencia

Tamiza Triterpenos/esteroles de los metabolitos
amizaje i i .
. ! J. Sapomnas,Tamnp_s secundarios
fitoquimico Compuestos,fendlicos

Flavonoides,Antraquinonas
Cumarinas, Quinonas
Glucoésidos, Lactonas

Elaborado por: Lemus, Pereira y Lara (2024).
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Hipotesis

Las especies de género Pouteria biosintetizan metabolitos secundarios
como diterpenos, compuestos fendlicos, flavonoides, entre otros, con
propiedades bioldgicas; entonces es de esperar que los extractos de hexano
y metanol de las semillas de Pouteria sapota, resulten ser una fuente de

compuestos con actividad antifangica.
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CAPITULO III

MARCO METODOLOGICO

A continuacién, se describe detalladamente los aspectos metodolégicos
gue se emplearon en el desarrollo de este estudio, referida a evaluar el perfil

fitoquimico de las semillas de Pouteria sapota y su actividad antifungica.

Tipo de Investigacion

Este estudio se rigi6 bajo la investigacidbn confirmatoria, establece
relaciones para confirmar la veracidad o falsedad de la hipotesis que se
maneja (Arias, 2012). Ademas, fue de tipo descriptivo, porque controla las
variables que intervienen en el proceso de extraccion, para asi describir los
resultados en la obtencion del producto deseado y asi posteriormente

caracterizarlo.

Disefio de la Investigacion

La presente investigacion se basé en un estudio experimental, ya que la
especie vegetal fue sometida a determinadas condiciones, estimulos o
tratamiento, para observar reacciones y por consiguiente confirmar la
hipotesis planteada. Asimismo, se analizé cualitativamente los resultados de
cada ensayo fitoquimico y el analisis antifungico fue cuantitativo, puesto que
se utilizé la técnica de medicién de halos de inhibicion en mm por el método

de difusion en agar con disco Kirby-Bauer.

70



Poblacién y Muestra

Unidad de investigacién

En este trabajo, la poblacién estuvo representada por la especie vegetal
Pouteria sapota. Estas fueron recolectadas en la parroquia Santa Elena de

Arenales, Municipio Obispo Ramos de Lora, del estado Mérida, Venezuela.

Seleccion del tamafio de la muestra

La muestra que fue sometida a andlisis la constituyen las semillas de la
especie Pouteria sapota. Estas fueron recolectadas en la parroquia Santa
Elena de Arenales, Municipio Obispo Ramos de Lora, del estado Mérida,

Venezuela.

Sistema de Variables

Las variables planteadas en este trabajo contribuyeron a la evaluacion
fitoquimica preliminar y analisis de las semillas de Pouteria sapota. Por

consiguiente, quedaron establecidas de la siguiente manera:

Variable dependiente: Actividad antifungica de los extractos de hexano y

metanol de las semillas de Pouteria sapota.

Variable independiente: Composicion quimica de los extractos de hexano y
metanol de las semillas de Poteria sapota, Esta se presenta como variable
independiente puesto que son los componentes de la especie los que

otorgan la bioactividad a Pouteria sapota.
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Instrumento de Recoleccion de Datos

Los datos que se obtuvieron del analisis de las semillas de la especie
estudiada (Pouteria sapota) y su actividad antifingica, se organizaron en

tablas en las cuales se depositaron los resultados obtenidos en cada ensayo.

Materiales y Equipos

Los materiales que se usaron en este estudio comprenden aquellos
necesarios para la extraccion y analisis de los metabolitos secundarios, asi
como también, los necesarios para la evaluaciéon de la actividad antifungica
de la planta. Tales se encuentran en el laboratorio en el que se desarrollo la

investigacion.

Procedimientos de la Investigacion

Recoleccién e identificacion de las muestras

La recoleccion del material vegetal se llevé a cabo en la poblacién de
Santa Elena de Arenales Mérida, Venezuela. La muestra fue identificada
taxondmicamente por el Dr. Pablo Meléndez Gonzalez con el numero
Voucher Specimen 01, en el Herbario MERF “Dr. Luis Ruiz Teran” de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes (figura
11).
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Figura 11. Vaucher de la muestra de Pouteria sapota.

Preparacion del material vegetal

Obtencion de las semillas.

Identificacion botanica.

Pesado de las semillas en fresco (830,91 g).
Secado de las semillas en estufa a 40 °C.
Molienda.

Secado del material molido en estufa a 40 °C.

Pesado del material seco y molido (Peso Neto: 492,41 g).

Obtencion de los Extractos de las Semillas de Pouteria sapota

La obtenciéon de los extractos fue realizada en el laboratorio “A”
Productos Naturales del Instituto de Investigaciones “Dr. Alfredo
Nicolds Usubillaga del Hierro” bajo la asesoria de la Dra. Rosa
Aparicio y el TSU Emilio Salazar.

Se manipulo el material vegetal seco (492,41 g) para ser usado con
hexano y metanol. Cabe mencionar que el procedimiento es el mismo,

solo varia el solvente extractor.
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Se coloco el material vegetal en el balén de destilacion.

Se agreg6 700 mL de cada solvente extractor (hexano y metanol)
cada uno por separado (figura 12), se introdujo cinco perlas de
ebullicion para mantener estable el nivel de hervor.

Se pone a funcionar el equipo con una temperatura de 60 °C hasta
ebullicion.

Al observarse el goteo por las paredes del balén, se llevo la
temperatura a 40 °C durante una hora.

Pasada esa hora, se dejo enfriar y se filtr6 en un matraz con ayuda de
papel filtro (figura 13).

Separacién de los extractos del solvente

Se utilizé el rotavapor (figura 14) a presion reducida a 50 °C de
temperatura para el hexano, y 65 °C para el metanol.

El extracto obtenido en ambos casos, fue depositado en un vaso de
vidrio previamente pesado (frasco con hexano: 42,53 g) (figura 15);
frasco con metanol: 17,48 g) (figura 16).

Se guardé el material resultante en una estufa, donde permanecié por

una semana a 40 °C de temperatura para el secado del extracto.
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Figura 12. Extraccion por reflujo Figura 13. Proceso de filtrado

Figura 14. Rotavapor Figura 15. Extracto de hexano
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Figura 16. Extracto de metanol

Preparacion del material vegetal.

\’

Obtencion de los extractos por la técnica de reflujo

Separacion de los extractos del solvente

y

Envasado y almacenamiento de los extractos

Vv

Secado de los extractos obtenidos en estufa a 40
°C por una semana

Esquema 1. Proceso para la obtencion de extractos.
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Tamizaje fitoquimico. Pruebas quimicas cualitativas para determinar los

metabolitos secundarios de los extractos de las semillas de Pouteria

sapota

Alcaloides: Se colocaron en dos tubos una porcion del extracto de las
semillas de hexano, y en el otro, una porcion del extracto de semilla
de metanol; se llevd a bafio de Maria aproximadamente durante 4
horas, Transcurrido ese tiempo, el residuo se disolvié en 1 mL de HCI
al 10 % en agua. Se filtr6 y se separ6 en partes iguales en 6 tubos (3
tubos para el filtrado con hexano y 3 para el filtrado con metanol).
Luego a cada uno de los tubos se le agregé 0,5 mL de reactivo de
Dragendorff, Mayer y Wagner.

La lectura se hace algunos dias después, se vigila hasta poder
observar el cambio de coloracién para Dragendorff y Wagner, (color
naranja/rojizo) indica ser positivo, y precipitado blanco para Mayer
(Dominguez, 2016).

Triterpenos/esteroles (Ensayo de Lieberman/Burchard): Se
identificaron dos tubos de ensayo; en un tubo se colocé una porcion
del extracto de hexano y se agregé diclorometano y en el otro tubo se
colocd extracto de metanol y se le afiadi6 metanol. Se mezclé en
Vortex. En campana de extraccién se afiadi6 0,5 mL de anhidrido
acético y unas gotas de H,SO,. La positividad la da una coloracion
verde (Bermejo, Pereira y Cabrera, 2014).

Saponinas (Prueba de altura y estabilidad de espuma): En dos tubos
identificados se colocé en cada uno, una porcion de extracto de
hexano y de metanol. Se les agregd agua destilada y se agitd

vigurosamente y se llevaron al Vortex para terminar de agitar, hasta
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observar la presencia de espuma, lo que expresa que la prueba es
positiva (Bermejo, Pereira y Cabrera, 2014).

Taninos (Ensayo de gelatina): Se coloc6 una porcion de extracto de
hexano y de metanol en dos tubos de ensayo cada una por separado
y se disolvieron con agua destilada, luego se le agrego a ambos una
solucion de gelatina al 1 %. La presencia de taninos e incluso de
pseudotaninos se considera positiva con la formacibn de un

precipitado blanco (Garcia y cols., 2019).

Compuestos fendlicos (Ensayo de FeCl3): Se utilizaron los mismos
tubos de la prueba anterior, que contiene disueltos los extractos en
agua destilada; se llevaron a campana de extraccion para agregar
FeCls. La formacion de una coloracion roja, azul, verde, o purpura

indica la presencia de fenoles (Guerrero, 2013).

Flavonoides (Ensayo de Shinoda): En dos tubos se colocaron los
extractos de hexano y metanol respectivamente. El tubo con extracto
de hexano se disolvié con 1 mL de diclorometano, el tubo con extracto
de metanol se disolvid con 1 mL de metanol. Se mezclaron en Vortex
y en la campana de extraccién se agregd unas virutas de magnesio,
de 3-5 gotas de HCI. El ensayo se considera positivo cuando el
alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo,

intensos en todos los casos (Guerrero, 2013).
Flavonoides (Ensayo con NaOH al 10 %): En dos tubos se colocaron

los extractos de hexano y metanol respectivamente. El tubo con

extracto de hexano se disolvié con 1 mL de diclorometano, el tubo con
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extracto de metanol se disolvié con 1 mL de metanol. Se mezclaron en
Vortex, y en la campana de extraccibn se agregé unas gotas de
NaOH al 10 %. Un cambio de color de amarillo a rojo (para saltonas
flavonas), café a naranja (para flavonoides), purpura a rojizo (para
charconas) y azul (para antocianinas) expresa que es positivo (Rivas,
Oranday y Verde, 2016).

Antraquinonas (Reaccion de NH4OH): Se sigue el mismo protocolo
que en la determinacion de flavonoides, pero en la campana de
extraccion se le agregé NH,OH. Si es positivo, se observa la aparicion
del color rojo en los tubos que contiene los extractos al entrar en

contacto con el NH;OH (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

Cumarinas (Ensayo de NH,OH concentrado): Se utilizaron los
mismos tubos que en el ensayo anterior, pero se llevaron a la lampara
UV para observar una fluorescencia, lo que indicaria que la prueba es

positiva (Dominguez, 2016).

Quinonas (Ensayo de reaccion con H,SO,): Se tomd la capsula de
porcelana y se rotulé en cada extremo con las letras H de hexano y se
coloco una porcion del extracto de hexano; y el otro extremo se rotuld
con la letra M de metanol, donde se agreg6 una porcion de extracto de
metanol. A cada porcion se le afiadid unas gotas de H,SO, es

positivo cuando aparece un color rojo intenso (Dominguez, 2016).
Lactonas sesquiterpenos (Prueba con NaOH al 10 %): Dos tubos

contentivos de una porcion del extracto de hexano y de metanol,

fueron llevados a la campana de extraccion para agregarle 1 mL de
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NaOH al 10 % y HCI concentrado, para asi observar que el color
amarillo naranja desaparece y reconocer la prueba con resultado

positivo (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

e Glucésidos cardiotonicos (Prueba de Keller-Kilani): Se tomaron dos

tubos; un tubo con una porcidn de extracto de hexano y otro con
extracto de metanol, y se disolvieron ambos con agua destilada; se
llevaron a la campana de extraccion.
Se tomaron dos tubos mas y se les afiadio 2 mL de H,SO4. A los
tubos con los extractos respectivos y el agua destilada, se le afiadio 2
MI de acido acético glacial y unas gotas de FeCls. Con ayuda de una
pipeta, se tomé de una porcion de los tubos con &cido acético y FeCls,
y se les agrego a los tubos que contienen H,SO,4. La formacion de un
anillo verdoso-azul (en la interfase) indica que el ensayo es positivo
(Veloza, Matulevich y Castrillon, 2014).

Determinacion de la actividad antifiungica de los extractos de las

semillas de Pouteria sapota por difusiéon en disco (Kirby-Bauer)

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Micologia “Dr. Corrado
Capretti”, de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, bajo la asesoria de los

Profesores, Clara Diaz y Alexander Moreno.

Preparacion de la muestra

Los extractos obtenidos de hexano y metanol, se llevaron a una
concentracion de 10 mg/mL o (10000 ppm). El solvente utilizado fue para el
extracto de hexano (hexano) y el extracto de metanol (Dimetilsulféxido,
DMSO).
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Preparacion de los discos

Los discos son papel de filtro de 6 mm de didmetro, se organizaron en
placas de Petri y se esterilizaron bajo luz ultravioleta (LUV) durante 90
minutos previos al ensayo. Luego, se impregnaron con 10 pL de los extractos

para el ensayo antifiingico.
Evaluacion de la Actividad antifungica del extracto de Pouteria sapota

La investigacion se realiz6 por el método de difusibn 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).
Merece importante mencién que estas cepas fueron donadas por el
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de
la Universidad de Los Andes.

Preparacion de los In6culos

Los indculos se prepararon con las cepas de referencia internacional a
partir de un cultivo fresco de 24 h, en un tubo con solucion salina y se
llevaron a una turbidez correspondiente al del patron de McFarland N° 0,5
(1,5 x 10°® UFC/mL, UFC: unidades formadoras de colonias).

Preparacién de las placas de Petri e inoculacién

Se agregaron 20 mL agar Mieller-Hinton modificado (HIMEDIA®)
suplementado con 2 % p/v de glucosa y azul de metileno (0,05 pg/mL), se
dej6 solidificar y se les impregno con un hisopo estéril el inoculo preparado
anteriormente de cada cepa fungica de referencia en forma uniforme por toda
la placa, luego se le colocaron en la superficie del agar los discos
impregnados con los extracto (10 pL) y los antifungicos como controles

positivos (Fluconazol® 25 ug para Candida albicans CDC385 y Voriconazol®
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25 ng para Candida krusei ATCC 6258) y hexano y DMSO como control

negativo.

Determinacion de la actividad antifungica

El agar Mueller-Hinton modificado se incubd en una estufa por 24 - 48
horas a 37 °C en presencia de oxigeno. Luego del periodo de incubacion, se
midieron los halos de inhibicion alrededor de los discos, expresando los
datos en mm, para determinar la sensibilidad o Resistencia, este ensayo se

realiz6 por duplicado.
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Disefio de Anédlisis

Se refiere a la estrategia que adopta el investigador para responder al
problema, dificultad o inconveniente planteado en el estudio (Palella y
Martins, 2010). Los resultados que se obtuvieron en esta investigacion son
de tipo cualitativo puesto que se realizaron diferentes pruebas que arrojaron
datos no numéricos ya que se basan en las descripciones y observaciones.
Por otra parte se hizo uso de los halos de inhibicion, los cuales se midieron

dando un enfoque cuantitativo.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En este capitulo se expresan los resultados del tamizaje fitoquimico y
andlisis de la actividad antifingica de los extractos de las semillas de
Pouteria sapota, ademas, describe las deducciones de la investigacion, su
debida interpretacion y posterior analisis.

Estos resultados se presentan en tablas para una mejor comprension; en
el caso de los extractos obtenidos y sus metabolitos, se expresan
cualitativamente, basado en la positividad o negatividad de la prueba, lo que
indica la presencia o ausencia del metabolito secundario. Con referencia a la
actividad antifungica, los resultados se enuncian tomando en cuenta la
sensibilidad o resistencia de las cepas de Candida albicans y Candida krusei,
dado por la medicion del halo de inhibicion; quedando establecidos de la

manera siguiente:

Tabla 6. Caracteristicas fisicas del extracto de hexano y de metanol de las

semillas de Pouteria sapota.

Caracteristicas Hexano Metanol
Aspecto Aceitoso Viscoso
Color Naranja Verde intenso
Olor Caracteristico Caracteristico

Fuente: Lemus, Pereiray Lara (2024).
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Se realiz6 la determinacion del % de rendimiento de los extractos (Tabla

7) aplicando la siguiente formula:

%R = Peso final del extracto obtenido x 100

Peso inicial de la muestra

Tabla 7. Resultados obtenidos del porcentaje de rendimiento (hexano y

metanol)

Extracto de hexano

Extracto de metanol

Material seco y molido | 492,41 g 492,41 g
Peso mas frasco 42,53 g 17,48
% de rendimiento 8,64 % 3,55 %

Resultados del analisis fitoquimico preliminar de los extractos de las

semillas de Pouteria sapota

En el resultado del tamizaje de las semillas de Pouteria sapota (tabla 8),
se puede observar que, de la variedad de metabolitos secundarios
analizados, solo se reporta la presencia de triterpenos/esteroles para ambos

extractos, y quinonas en cantidad abundante para el extracto de metanol.
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Tabla 8. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de las semillas

de Pouteria sapota

Metabolitos Pruebas Extracto Extracto
guimicas hexano metanol
Alcaloides Dragendorff - -
Wagner - -
Mayer - )
Triterpenos Libermann- - -
Esteroides Burchard + +
Compuestos fendlicos FeCls; - -
Saponinas Espuma - -
Taninos Gelatina al 1 % - -
Flavonoides Shinoda - -
NaOH 10 % - -
Cumarinas NH,OH - -
Antraquinonas NH,OH - -
Quinonas Cépsula con
H,SO,4 - +++
Lactonas NaOH al 10 % con - -
(sesquiterpernos) HCl
Glucésidos Keller-Kilan - -

cardiotonicos

Leyenda: Presente (+); moderado (++); abundante (+++); negativo (-)

Fuente: Lemus, Pereiray Lara, 2024.

Asimismo, para la identificacion de los metabolitos secundarios se

llevaron a cabo una serie de pruebas especificas para cada metabolito a

detectar.
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Se comenzo con la determinacion de alcaloides mediante el uso de los
reactivos de Dragendorff (tetrayodo bismuto de potasio), Wagner (yoduro de
potasio) y Mayer (mercurio tetrayoduro de potasio), estos ensayos son los
qgue permiten detectar alcaloides presentes en el material vegetal, al cabo de
algunos dias, se hizo la lectura obteniéndose que las semillas de Pouteria
sapota no contiene alcaloides (figura 17), ya que no hubo cambio de reaccion

en las pruebas realizadas.

Figura 17. Resultado de las pruebas Drangendorff, Wagner y Mayer para

la deteccidn de alcaloides.
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Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).

En el caso de los triterpenos/esteroles, se determiné por el ensayo de
Liebermann- Burchard que permite reconocer en un extracto la presencia de

triterpenos y/o esteroides,

El resultado, en este caso, fue positivo. Se observé una coloracién verde,
aunque sin intensidad, y esa coloracion fue vista en ambos extractos (hexano
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y metanol), lo que deja inferir que las semillas de Pouteria sapota, entre sus
metabolitos secundarios, contiene triterpenos y esteroles; quiza en poca
cantidad, ya que la positividad se expres6 con una cruz (+) indicativo de la

presencia de este metabolito en la especie vegetal analizada (figura 18).

Figura 18. Resultado del ensayo de Liebermann- Burchard para la

deteccion de triterpenos/esteroles

Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).

En ese orden de ideas, para detectar saponinas se empleé la prueba de
altura y estabilidad de espuma, esta permite reconocer la presencia de
saponinas. En el caso de los extractos de las semillas de Pouteria sapota no
hubo formacién de espuma en ninguno de los tubos (figura 19), por lo tanto,
el resultado es negativo. Puesto que la cantidad de espuma y altura no se
formé.
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Figura 19. Resultado de la prueba de altura y estabilidad de espuma
para la deteccion de saponinas

Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).

Con respecto a los taninos, se realizé el ensayo de gelatina al 1 %. En el
caso de los extractos de las semillas de Pouteria sapota no hubo formacién

de precipitado blanco (figura 20), dando negativo la prueba.

Figura 20. Resultado de la prueba de gelatina al 1 % para la deteccion

de taninos

Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).

En cuanto a los compuestos fendlicos, se hizo el ensayo de FeCls; la
prueba del cloruro férrico es utilizada para determinar la presencia o

ausencia de fenoles en una muestra. Para el caso de los extractos de las
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semillas de Pouteria sapota, no hubo cambio en la coloracion en los tubos

(figura 21), por lo que resulta negativo para este metabolito.

Figura 21. Resultado del ensayo de FeCl; para la deteccién de

compuestos fendlicos

Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).

Por otro lado, el ensayo de Shinoda, permite reconocer la presencia de
flavonoides en un extracto vegetal. El resultado para el caso de las semillas
de Pouteria sapota fue negativo (figura 22).

Se confirmé el resultado con el método de NaOH al 10 %; No hubo viraje
en el color de los tubos por lo que el resultado fue negativo para la presencia

de flavonoides en los extractos de semilla de Pouteria sapota.

Figura 22. Resultado del ensayo de Shinoda para la deteccion de

flavonoides

Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).
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Figura 23. Resultado de la prueba confirmatoria de NaOH al 10 % para la
deteccion de flavonoides

Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).

Para determinar la presencia de antraquinonas se empleé la reaccion de
hidréxido amaénico (NH4OH), En el caso de los extractos de las semillas de
Pouteria sapota el resultado fue negativo porque no hubo cambio de color
(figura 24).

Figura 24. Resultado de la prueba de reaccién de NH,OH para la

deteccién de antraquinonas

Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).
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En relacion con las cumarinas, el ensayo para su determinacion fue el
NH4OH concentrado, mismo para detectar antraquinonas. Se hizo la lectura
en presencia de luz UV, pero no se observo la fluorescencia, por lo tanto, el
resultado es negativo (figura 25). Los extractos de las semillas de Pouteria

sapota no presentan en su estructura metabdlica las cumarinas.

Figura 25. Resultado de la prueba de reaccion de NH,OH concentrado

parala deteccion de cumarinas

e

Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).

Asimismo, se realizd el ensayo de reaccion con H,SO,. El resultado para
el extracto de hexano de las semillas de Pouteria sapota fue negativo, pues
no hubo cambio en la coloracion; pero para el extracto de metanol se
observé la aparicion del color rojo intenso indicativo de una prueba positiva.

En este caso, se expreso altamente positivo (+++) (figura 26).
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Figura 26. Resultado de la prueba de reaccién de H,SO4 para la
deteccion de quinonas

Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).

Seguidamente, para detectar la presencia de lactonas sesquiterpenos se
hizo uso de la prueba de NaOH al 10 % con HCI. En el caso de los extractos
de las semillas de Pouteria sapota, se mantuvo el color amarillo naranja

(figura 27), por lo tanto, se deduce que la prueba es negativa.

Figura 27. Resultado de la prueba de reaccién de NaOH al 10 % con HCI

para la deteccién de lactonas sesquiterpenos

Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).
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Por dltimo, se llevd a cabo la prueba para glucdsidos cardiotonicos y asi
determinar la presencia de este metabolito. En el caso de los extractos de las
semillas de Pouteria sapota el resultado fue negativo (figura 28).

Figura 28. Resultado de la prueba Keller-Killiani para la deteccion de
glucésidos cardioténicos

Fuente: Lemus, Pereira y Lara (2024).

Resultados de la determinacion de la actividad antifungica de los
extractos obtenidos de las semillas de Pouteria sapota

Los compuestos antifungicos de plantas y partes de ellas pueden
encontrarse en tejidos vegetales externos, como corteza, cascara y cuticula;
otros estan ubicados en toda la planta, y son tan diversos como fenoles
simples, flavonoides, isoflavonoides, cumarinas, isocumarinas,
sesquiterpenoides, polienos, estilbenos, furanoterpenoides y han llamado la
atencion como una alternativa natural al uso de componentes de origen

sintético para el control de hongos (Kuc 1992 citado en Rodriguez y

94



Martinez, 2023); desde este apartado se interpreta el resultado de esta
investigacion.

A continuacion, se encuentran los resultados de esta fase de la
investigacion (tabla 9). Se especifican las cepas, los extractos a una

concentracion de 10000 ppm, los controles, y la susceptibilidad.

Tabla 9. Resultados de la actividad antifungica de los extractos de las

semillas de Pouteria sapota.

Microorganismos Zona de inhibicién (mm *)

(Hongos) []110 mg/ml Controles (+) Controles (-)

EHPS | EMPS FLU VOR EH DMSO

Candida albicans

CDC-B385 e 50*

Candida krusei

ATCC-6258 10* ™ 20*

Leyenda: [ ]: concentracién, EHPS: Extracto de hexano de Pouteria sapota,
EMPS: Extracto de metanol de Pouteria sapota, FLU: Fluconazol, VOR:

Voriconazol, EH: Extracto hexano, DMSQO: Dimetilsulfoxido.

Elaborado por: Lemus, Pereira y Lara, (2024)
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Cepas de la actividad antifungica

Candida albicans (CDC-B385) y Candida krusei (ATCC 6258).

Figura30. Ensayo del extracto de

hexano en Candida albicans

Figura 31. Ensayo del extracto
de hexano en Candida krusei

Figura 32. Ensayo del extracto de ~ Figura 33. Ensayo del extracto
metanol en Candida albicans de metanol en Candida krusei
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Discusiones

Se logré identificar en los extractos de hexano y de metanol de las
semillas de Pouteria sapota solo la presencia de quinonas Yy triterpenos, al
contrario de los estudios realizados utilizando la pulpa de la fruta, donde se
ha reportado la presencia en cantidades considerables de carotenoides y
compuestos fendlicos, estos metabolitos se han asociado con la disminucién

de enfermedades cardiovasculares y cancer (Alia y cols, 2005).

De igual modo, conviene citar a Torres y cols (2019), quienes extrajeron y
cuantificaron los compuestos fendlicos (proantocianidinas) en grandes
cantidades de la pulpa de Pouteria sapota. En su estudio, reportaron la
presencia de estos compuestos para luego analizar su actividad enzimatica,
lo que lleva a mencionar que los estudios sobre esta especie se ha limitado
al andlisis de la pulpa y residuos de la fruta como la cascara y las hojas,
como fue el caso de Rodriguez y Martinez (2023), quienes, sin caracterizar
los metabolitos encontrados, extrajeron los extractos y analizaron su
actividad antimicrobiana, resultando en la presencia de metabolitos en los
residuos utilizados, dada por la actividad encontrada. Cabe mencionar a
Maza y Paucar (2020), los cuales en su trabajo de investigacion dieron a
conocer las propiedades funcionales de Pouteria lucuma y sus componentes
bioactivos como fenoles, carotenoides y sus derivados, estos fueron
analizados del fruto. En su estudio, reportaron la presencia de estos
metabolitos secundarios para luego concluir que dichos compuestos poseen
propiedades benéficas como antioxidantes, anticancerigenos entre otros.
Cabe destacar que el estudio reportado por estos autores sirven de base
para esta investigacion ya que la especie de Pouteria sapota también

contiene diversos metabolitos secundarios en algunas partes de la planta
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Ademas, los reportes encontrados sobre los estudios de Pouteria sapota,
se basan en otras estructuras de esta especie, no en la semilla, a pesar de
ser una planta ampliamente usada en distintos paises de Latinoamérica, con
fines gastronémicos y farmacologicos de manera tradicional (Ibarra, 2005).
Por lo tanto, los resultados de esta investigacion podrian ser el punto de
partida para profundizar sobre la deteccion de otro tipo de compuestos que
se encuentren en la semilla de Pouteria sapota; aunque solo se tenga

resultados positivos para triterpenos y quinonas.

Por otro lado, basado en las investigaciones que preceden a esta, y en las
teorias consultadas, los efectos biolégicos correspondientes a este tipo de
compuestos como los triterpenos son muy diversos y pueden ser
resumidos como, anti-tumorales, anti-inflamatorios, anti-VIH, anti-
microbianos,  cardioprotectores, = analgésicos, ~ anti-micoticos,  anti-
guimiopreventivos, entre otros (Cano, 2013). Cabe destacar que en los
extractos de hexano y de metanol de las semillas de Pouteria sapota a una
concentracion de 10000 ppm tenian este metabolito; y los resultados de la
actividad antifangica de los mismos constataron que la cepa de C. krusei
presenta sensibilidad ante ambos extractos, y C.albicans es sensible solo en
presencia del extracto con metanol, pues resistente para el caso del hexano.
Por lo tanto los triterpenos hoy en dia estan siendo tendencia por las grandes

farmacéuticas que quieren obtener compuestos farmacolégicamente activos.

Tal sensibilidad y resistencia se obtuvo luego de la medicion de los halos
de inhibicidon por el método de difusion en agar con disco, que al ser igual o
mayor a (7 mm) se debe considerar sensible Araque y cols (2007). En este
caso, el extractos de hexano de las semillas de Pouteria sapota inhibido a
Candida krusei ya que al medir el halo de inhibicion dio una medida de (10

mm) de diametro, mientras que para Candida albicans dio resistencia a tal
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extracto. En cuanto al extracto de metanol al medir dichos halos arrojaron el
mismo resultado, (7 mm) para ambas cepas, lo que da a entender de que
esto pudo ser gracias al uso de papel filtro Whatman ya que se componen de
celulosa (uniones B-(1-4) de mondomeros de glucosa), los cuales tienen
muchos grupos hidroxilos libres presentes en cada glucosa, haciendo que la
superficie del disco sea hidrofilica, interviniendo directamente con algunos
compuestos polares de los productos naturales, absorbiéndolos en la
superficie del disco e impidiendo la difusion de estos en el agar, los
compuestos apolares pueden no ser influenciados por dichos grupos
hidroxilos y difundir facilmente en el agar y eso se puede constatar ya que el
extracto de hexano pudo difundir de manera mas facil y por ende inhibir a
Candida krusei puesto que al medir el halo este nos dio un valor de (10 mm).
Entonces, se debe mencionar que en la investigacion de Rodriguez y
Martinez (2023) todos los extractos de residuos de frutos de P. sapota
inhibieron el crecimiento micelial de Alternaria spp. En pruebas in vitro, pero
la cascara y la fraccidbn obtenida de la almendra desgrasada que se
consideran especialmente un desecho, mostraron el mejor efecto antifingico
estadisticamente diferente, apoyados en esto, se deduce entonces que los
extractos de la semilla de P. sapota podrian ser una alternativa en el
desarrollo de fungicidas de origen natural. Aunque se tratan de especies de
hongos distintas, esta el precedente de que la semilla de mamey presentd
actividad antifangica contra Alternaria spp, por lo tanto, también puede inhibir

el crecimiento de Candida albicans y Candida krusei.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones:

La actividad antifangica de los extractos de plantas han sido reconocidos

durante afios. En el presente estudio se investigo la actividad antifungica de

los extractos de hexano y de metanol de las semillas de Pouteria sapota,

dejando las siguientes conclusiones:

De la especie Pouteria sapota se logré6 obtener los extractos de
hexano y de metanol mediante el método de extraccién por reflujo
proveniente de la semilla de esta, donde los mismos mostraron un
rendimiento de 8,64 %y 3,55 % para hexano y metanol.

En el tamizaje fitoquimico de los extractos de las semillas de Pouteria
sapota, los metabolitos secundarios detectados en los extractos de
hexano y de metanol de Pouteria sapota fueron esteroles en escasa
cantidad (+), y quinonas en cantidad abundante (+++), asimismo se
estableci6 la ausencia de alcaloides, saponinas, compuestos
fendlicos, flavonoides, antraquinonas, cumarinas Yy glicosidos
cardioténicos.

El extracto de hexano de las semillas de Pouteria sapota a una
concentracion de 10000 ppm fue inactivo frente a la cepa Candida
albicans, por lo tanto, se considera resistente; mientras que con la
cepa de Candida krusei el mismo presento actividad antifungica (10
mm), y el extracto de metanol a la misma concentracion reporto
actividad antifungica (7 mm) frente a ambas cepas lo que demuestra

sensibilidad frente a este extracto.
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e Ademas con este estudio, se aportan nuevos datos sobre la

fitoquimica y actividad biolégica de la especie Pouteria sapota.
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Recomendaciones

Profundizar en el estudio de los componentes quimicos de los
extractos de Pouteria sapota.

Ampliar la investigacion en la busqueda de otros metabolitos
secundarios de la especie estudiada.

Emplear otro tipo de metodologias mas precisas y sensibles para la
determinacion de los metabolitos secundarios de Pouteria sapota.
Investigar la actividad antifingica de la especie Pouteria sapota con

cepas de otra especie de hongos.

Extraer el aceite esencial de Pouteria sapota e investigar su actividad

antimicrobiana y asi ampliar los estudios sobre la especie estudiada.
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