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Resumen

El género Tecoma es un grupo de arboles y arbustos pequefios nativos de América
tropical y subtropical, que ha sido objeto de investigacion fitoquimica por su potencial como
fuente de compuestos bioactivos. Estos incluyen alcaloides, flavonoides y glicésidos, que son
conocidos por sus propiedades antibacterianas y antioxidantes. La presente tesis examino la
capacidad bioldgica del extracto organico de Tecoma castanifolia para combatir el hongo
Candida albicans. El objetivo principal fue realizar una evaluacién de la actividad bioldgica del
extracto organico de Tecoma castanifolia obtenido utilizando cromatografia liquida al vacio
(VLC). Los objetivos especificos incluyeron la obtencion del extracto, la caracterizacion
fitoquimica del mismo y la identificacidn de su actividad antifungica mediante micro dilucion
en placas multipocillos. La recoleccion y preparacion del material vegetal, la extraccion asistida
por ultrasonido y la concentracion del extracto mediante rotavapor fueron los pasos de la técnica.
Se utiliz6 VLC para dividir el extracto organico en siete partes y se analizd su composicion
fitoquimica para descubrir la presencia de alcaloides y cumarinas. Finalmente, se realizé la
prueba de micro dilucién para determinar si Candida albicans estaba inhibida. Los hallazgos
indicaron que, a pesar de la obtencion de 106,38 gramos de extracto organico, no se logré
detener el crecimiento de Candida albicans. Una posible causa de la falta de inhibicion fue
identificada como una baja concentracion de extracto. En conclusion, aungue la cromatografia
liquida al vacio fue un método efectivo para obtener y fraccionar el extracto, la cantidad y la
concentracion obtenidas no demostraron una actividad antifngica significativa. Para mejorar
su eficacia contra Candida albicans, las investigaciones futuras deberian enfocarse en optimizar
la concentracion del extracto o combinar varias técnicas de extraccion.

Palabras claves: Tecoma castanifolia; Extracto organico; Cromatografia liquida al vacio;
Candida albicans; Actividad antifangica.



Abstract

The Tecoma genus is a group of small trees and shrubs native to tropical and subtropical
America, which has been the subject of phytochemical research due to its potential as a source
of bioactive compounds. These include alkaloids, flavonoids, and glycosides, known for their
antibacterial and antioxidant properties. This thesis examined the biological capability of the
organic extract from Tecoma castanifolia to combat the fungus Candida albicans. The main
objective was to evaluate the biological activity of the organic extract of Tecoma castanifolia
obtained using vacuum liquid chromatography (VLC). The specific objectives included
obtaining the extract, characterizing its phytochemical profile, and identifying its antifungal
activity through microdilution in multi-well plates. The technique involved the collection and
preparation of plant material, ultrasound-assisted extraction, and the concentration of the extract
using a rotary evaporator. VLC was used to divide the organic extract into seven parts, and its
phytochemical composition was analyzed to reveal the presence of alkaloids and coumarins.
Finally, the microdilution test was performed to determine if Candida albicans was inhibited.
The findings indicated that, despite obtaining 106.38 grams of organic extract, the growth of
Candida albicans was not inhibited. A possible cause for the lack of inhibition was identified
as a low concentration of the extract. In conclusion, although vacuum liquid chromatography
was an effective method for obtaining and fractionating the extract, the quantity and
concentration obtained did not demonstrate significant antifungal activity. To improve its
efficacy against Candida albicans, future research should focus on optimizing the extract's
concentration or combining multiple extraction techniques.

Key words: Tecoma castanifolia; Organic extract; Vacuum liquid chromatography; Candida
albicans; Antifungical activity.



indice de Contenido

(@ o1 1 111 [ 1 SO PSRRI 1
N ] (=100 To (<] 0 SRRSO 1
Ty oo [ oTox o] o ST 1
Planteamiento del problema ... 3

B LU T (o o USRS 4
(0] ] 1= 1)Y/ o LT OSSR PO RT TP PRPRPRPRRPRPN 6
ODJETIVO GENETAL ... 6
ODjetiVOS ESPECITICOS ....c.vveiieieieiiieie et ens 6

LOF- T 11 10| [0 1SS 7
= oo T =T oo USROS 7
BOSQUE SECO TTOPICAL......c.eiiieiiiitiii s 7
GENEIO TECOMA ..ttt skttt bbbttt b ettt et bt ne e e 8
Tecoma CaStANITOlIA ........cueiiiie e 8
DESCrIPCION DOANICA .....vveveeieeie ettt sre e e e nreas 9
Distribucion geografica y habitat ............ccccceeeiie i 11

USO TradiCIONaL........ccuiiiiiieieie e 11
Candida AIDICANS..........cciiiiieieiee e 12
Caracteristicas bioldgicas y morfoldgicas de Candida albicans. ...........c.ccccceenen. 12
Mecanismos de patogeniCidad. ...........cocvevveiieieeie e 13
Enfermedades asociadas y su impacto en la salud publica...........c...ccccveeverinennnnn. 14
Tratamientos convencionales y problemas de resistencia antifungica.................. 15

FItoquimiCoS Y SU IMPOITANCIA.........ccveiieieeiie et 16



.......................................................................................................................................... 18
Tamizaje fItOQUIMICO.......c.ocii e 19
Principales métodos de extraccién de compuestos bioactivos .............c.cccecveeuennee, 19

Cromatografia lHQUITa...........cccoeiiiiiiccecce e 19
Actividad antifingica de extractos vegetales ..........ccccooveverieeriieie s 20
Principales métodos de evaluacion antifingica...........cccevvvieerieeieiieeie s, 20
Método de MICro AIUCION...........cooiiiiicieee s 21

(O T 11 101 [0 T SRS 22
MaterialeS Y MELOAOS .........coeieiiieiieeiee e 22
Obtencion de extracto organico por medio de VLC.......cococveieiievicic e 23
Seleccion, recoleccion del material vegetal.............ccooevveiiiieii i 23
Secado, molienda y almacenamiento............cccccveireiiiieneeie e 24
Preparacion de soluciones y extraccion por ultrasonido............cccccevvveveeveiieennnn, 25
Rota evaporado, recuperacion Y adiCiOn...........ccccvevveiieeveeriesiese e 25
EXtraccion Mediante VLC .........coocoiiiiiiiiiieesie e 25
Liofilizacion del eXIractO.........coovviiriiiiiiiee s 26
Obtencion del perfil fitoquimico y actividad biologica............cccevveveiieiicieienen, 27
Perfil fItOQUIMICO......iiiiciecie e e 27

Actividad bioldgica por prueba de micro dilucién en placa multipocillos............ 34



Almacenamiento y analisis de datos...........ccccvveveiieiecrie s 36

(0= 11 1] [0 12 SRS STPRRTRPR 37
RESUITAAOS Y DISCUSIONES ......ccuveiieeieciieiie ettt ettt et nreeneans 37
4.1. Obtencion del extracto organico por VLC de Tecoma castanifolia. ................. 37
4.2. Perfil fitoquimico del extracto de Tecoma castanifolia..............cc.ccocevvriniennnn, 38
4.3. ACtividad DIOIOQICA. ........ccveieiieir e 42
4.3.1. Prueba de micro diluCION ..........c.couevieiiiiii e 42
(0= 11 (1] [0 JX= PSSR R 44
Conclusiones y ReCOMENACIONES ..........ciiiirieieieiie ittt 44
5.1, CONCIUSIONES .....cvieiiiiieieie sttt sttt bbb 44
5.2. RECOMENUACIONES ......vovverieieiie ittt 45

Referencias BiblIOgrafiCas...........ccccviiiieiiie i 46



indice de Figuras

Figura 1. Ubicacion de los bosque secos de Ecuador...........ccccovieiereciencnincnieneeen, 7
Figura 2. Ejemplar de Tecoma castanifolia............cccoceveiiiiiininicie e 9
Figura 3. Ejemplar de Tecoma castanifolia en diferentes estadios ...........c.ccoccverenene 10
Figura 4. Morfologia de C. albiCans..........ccoceiiiriiiiiie e 12
Figura 5. Mecanismos de patogenicidad de C. albicans.............cccooeveiiniieninneiennn, 14

Figura 6. Ejemplos representativos de los antimicdticos disponibles actualmente para

tratar 1 CANGITIASIS ......eveeieeiiece et e st e et sreesteeseeereesreeneeaneenneas 15
Figura 7. Vias del metabolismo secundario de las plantas...........ccccoceoerereiiicnenenncnn 17
Figura 8. Clasificacion de compuestos DiOaCtiVos...........ccccereererernieni e 18
Figura 9. Métodos para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI)........ 21
Figura 10. Metodologia Parte l..........cccoeeieeie i 22

Figura 11. Delimitaciones de las tres zonas de caracterizacion botanica en el bosque

seco cerro blanco en el Pantedn Metropolitan0...........ccccveieeiiiiie i e 24

Figura 12. Metodologia parte 11, Perfil fitoquimico y Actividad biol6gica por el método

8 MUCTO GHUCTON ..o e et e ettt e e e e e e e e et eeeeeeaaas 27

Figura 13. Estructura de la placa multipoCillos ...........cccoeviviiiiiii i 35



indice de Tablas

Tabla 1. Taxonomia de T. castanifolia .........cccoocevereieiiiieeeee s 11
Tabla 2. Taxonomia de Candida albicans...........cccccevviveieeiieiiciesee e 13
Tabla 3. Caracterizacion de 10S FIaVONOIdeS ...........ccccveviieeieiieieiese e 31
Tabla 4. Caracterizacion de 10 FIaVONOIdes ...........cccovvviieieiieieiese e 31
Tabla 5. Caracterizacion de 10s FIavon0oides ............ccoveviieiiiiieieiese e 32
Tabla 6. Interpretacion de resultados de tamizaje fitoquimico...........ccccoeeeviiriiennn, 39
Tabla 7. Resultados de pruebas y resultados en tamizaje fitoquimico ...........c.c.cc...... 39

indice de imagenes

Imagen 1. Peso del extracto organico obtenido.........cccocvvveieiie i 38



Capitulo 1

Antecedentes

Introduccion

El género Tecoma, es un género de arbustos con flores y arboles pequefios nativos de
las regiones tropicales y subtropicales de América. El cual ha sido objeto de interés en la
investigacion fitoquimica debido a su potencial como fuente de compuestos bioactivos
(Fernandes & Mankad, 2022). Diferentes especies de Tecoma poseen una variedad de
compuestos, incluyendo alcaloides, flavonoides y glicdsidos fenilethanoides en diferentes
especies de Tecoma. Estos compuestos han mostrado actividad antioxidante y antibacteriana,
asi como capacidad sinérgica con antibidticos comunes. La exploracion de la composicion
quimica y la actividad biolégica de las especies del género Tecoma ofrece una base sélida para
investigaciones adicionales sobre el muyuyo de montafia (Tecoma castanifolia) y su potencial
como fuente de agentes antioxidantes y antibacterianos de origen vegetal (Goncalves et al.,

2022).

Existen una variedad de compuestos en las especies de Tecoma, incluidos alcaloides,
iridoides, flavonoides y ésteres de acidos grasos (El Hawary et al., 2020). La tecomina, uno de
los alcaloides que se encuentran en esta planta, se aislé de Tecoma stans y demostré actividad
antimicrobiana (Al-Azzawi et al., 2012). En un estudio realizado por Bakr et al., (2019) se
analizo las propiedades antifungicas de la planta, a través del método de difusion en agar donde
se obtuvieron resultados que demostraron una eficacia comparable al antifungico “anfotericina

B”.

El desarrollo de resistencia a los farmacos antifungicos es un proceso complejo en el
que influyen varios factores, como la alteracion en los objetivos de los farmacos, sobreexpresion

de bombas de eflujo y cambios en la biosintesis de esteroles (Ghannoum & Rice,



1999). La aparicion de cepas resistentes a multiples farmacos plantea un desafio significativo
en el tratamiento de infecciones fungicas invasivas, particularmente en pacientes
inmunodeprimido (Perlin et al., 2015). Por otro lado, el uso de fungicidas en la agricultura
puede contribuir al desarrollo de resistencia en los hongos, que luego pueden transmitirse a los

humanos a través de los alimentos (CDC, 2022).

En Ecuador Candida albicans es la especie fungica que mas comunmente causa
infecciones, en un estudio realizado por Chila Santana et al., (2022), se encontr6 que el 80.76%
de las infecciones por Candida eran causadas por C. albicans, ubicando una alta tasa por encima
del 50% de infecciones detectadas en incidencia de pacientes hospitalizados observada en los
centros de salud evaluados en el estudio, lo que lleva a altas tasas de morbilidad y mortalidad.
Ademas, la falta de recursos y experiencia en los laboratorios, junto con la disponibilidad
limitada de ciertos medicamentos antimicéticos en Ecuador, plantea desafios para diagnosticar

y tratar eficazmente las infecciones por Candida (Acosta-Mosquera et al., 2024).



Planteamiento del problema

La creciente resistencia a los antifungicos convencionales en especies como Candida
albicans representa un desafio significativo para la salud publica haciendo que las infecciones
sean mas dificiles de tratar y sean mas recurrentes, propagando la resistencia de cepas de C.
albicans entre pacientes de un entorno de hospital, agravando los sistemas de hospitales y por
Gltimo, al limitar las opciones terapéuticas disponibles aumentara la morbimortalidad asociada
a infecciones fungicas (Pristov & Ghannoum, 2019). Es por esto que la busqueda de alternativas
es crucial para asegurar que los tratamientos sigan siendo efectivos en el futuro, mejorar los

resultados para los pacientes y reducir la carga global de las infecciones fungicas resistentes.



Justificacion

El género Tecoma ha sido identificado como una fuente potencial de compuestos
bioactivos con actividad antifungica, que sugiere su posible utilidad en el desarrollo de nuevos
agentes terapéuticos. Este proyecto de tesis se centra en evaluar la actividad biol6gica de un
extracto acuoso del Muyuyo de montafia a través del método de micro dilucion en placa e
identificar cual es el aporte del perfil fitoquimico que esta especie pueda tener. EI Muyuyo de
montafa se destaca por sus propiedades medicinales tradicionales y su contenido de metabolitos
secundarios con posibles efectos terapéuticos. Sin embargo, la actividad antifangica especifica
de un extracto acuoso de Muyuyo de montafa frente a Candida albicans no ha sido evaluada
exhaustivamente. La identificacion y caracterizacion de los compuestos fitoquimicos
responsables de esta actividad podrian contribuir significativamente al desarrollo de nuevos

agentes antifungicos.

La tolerancia a los antifingicos es una preocupacion creciente, ya que algunas especies
muestran resistencia intrinseca y otras desarrollan resistencia adquirida durante el
tratamiento (Sanguinetti et al., 2015). La importancia de buscar nuevos tratamientos
antifngicos observada en especies como Candida radica en la necesidad critica de contar con
opciones terapéuticas efectivas frente a la creciente resistencia a los antifungicos existentes. Lo
que limita las alternativas de tratamiento disponibles, para las infecciones fangicas y tiene un
impacto significativo en la salud publica al dificultar el control de estas infecciones y aumentar
la morbimortalidad asociada (Logan et al., 2022). La incidencia anual de infecciones por
Candida en Estados Unidos es de 6,0 por cada 100 000 habitantes, donde se ha vuelto resistente

a los antifangicos derivados de los azoles (Diekema et al., 2002).

El desarrollo de esta investigacidn representa un aporte para futuras investigaciones para

el desarrollo de antifungicos que permitan aplicarse en el hongo de la Candida. Esto tendria un



impacto en la introduccion de nuevos tratamientos para esta enfermedad, el cual podria
contribuir en una baja a la resistencia al no utilizar medicamentos convencionales a los cuales
las cepas de C. albicans se han vuelto resistentes. Por otro lado, la accesibilidad de este recurso
podria ser una ventaja debido a que las plantas de Tecoma podrian cultivarse en diversas

regiones tropicales y subtropicales.



Objetivos

Objetivo General

Evaluar la actividad bioldgica del extracto organico de la planta Tecoma castanifolia
mediante cromatografia liquida al vacio sobre el microorganismo de interés hongo Candida

albicans
Objetivos Especificos
Obtener el extracto organico concentrado mediante cromatografia liquida al vacio

(VLC) de la planta Tecoma castanifolia.

Caracterizar el perfil fitoquimico del extracto acuoso organico de la planta Tecoma

castanifolia.

Identificar la actividad bioldgica del extracto acuoso organico de la planta Tecoma
castanifolia mediante micro dilucion en placa multipocillos para determinar la inhibicion del

hongo Candida albicans.



Capitulo 2

Marco Tedrico

Bosque Seco Tropical

Los bosques seco tropical son un tipo de bosques en donde se presentan precipitaciones
menores a 1.600 mm anuales, poseen una temporada seca en donde las precipitaciones no llegan
a los 100 mm y pueden extenderse hasta los seis meses (Pennington et al., 2000). Los bosque
secos en Ecuador ubican principalmente en la regién Costa, (Figura 1) desde el suroccidente
de la provincia de Esmeraldas hasta la frontera sur con Perd, en un terreno que va desde los 0 a

los 2.000 msnm en algunas partes de la provincia de Loja (Aguirre et al., 2006).

Figura 1. Ubicacion de los bosque secos de Ecuador
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El bosque seco tropical, destaca por tener una gran variedad de flora y fauna, también
posee uno de los endemismos mas altos especificamente en especies de flora (Madsen et al.,
2001). La flora de los bosques seco tropical se caracteriza por su adaptacién a ambientes secos,
fisionomia Unica y de tener un componente de caducifolia. En los bosques secos existe un nivel
escaso de informacion y estudios a pesar de su endemismo, por otro lado sufre de alto riesgo de

amenazas de deforestacion y el cambio climatico (Escribano-Avila, 2016).

Género Tecoma

El género de las Tecoma, son arbustos perennes nativos de América del Sur y Central
que se ha naturalizado en numerosas regiones tropicales y subtropicales. Con una altura maxima
de 8 metros, hojas opuestas y flores amarillas brillantes que atraen polinizadores como colibries,
esta planta muestra una amplia adaptabilidad a suelos bien drenados y climas soleados. Su ciclo
de vida perenne, capacidad de propagacion vegetativa y dispersion de semillas por el viento
contribuyen a su distribucién global en al menos 86 paises e islas. Estos exhiben un crecimiento
rapido, resistencia a la sequia y plagas, y semillas que pueden almacenarse por largos periodos,

lo que la convierte en una especie exitosa y versatil en diversos entornos (Singh et al., 2024).

El género Tecoma esta conformado por 14 especies de arbustos. En las comunidades
locales de Ecuador y Per los han utilizado como forraje de ganado, tratamientos para el cancer
y como antimicrobiano (Chavez Fernandez et al., 2020). EI género Tecoma tiene la presencia
de varios compuestos bioactivos como: alcaloides, glicésidos, flavonoides, terpenos, taninos,

etc (Sundas et al., 2016).

Tecoma castanifolia

Tecoma castanifolia es una especie que pertenece a la familia Bignoniaceae, se

encuentra en el corredor del bosque seco tropical (Aguirre et al., 2006). Es un arbol con flores



tubulares de color amarillo y frutos en cépsulas indehiscentes, y se utiliza con fines
ornamentales (Bosque Protector La Prosperina, n.d.). T. castanifolia tiene hojas simples, a

diferencia de otras especies de Tecoma (Figura 2).

Figura 2. Ejemplar de Tecoma castanifolia

Nota Tomado de (Ruth Ripley, 2013)

Descripcion botanica

T. castanifolia es un arbusto que puede llegar a los 6 metro de altura y 15 cm de diametro.
Su corteza es de un color café y lenticelada, a un estadio mayor puede mostrar marcas de fisuras
longitudinales. Las hojas presentan margenes aserrados a dentados y son de lamina simple. Sus

ramas terminales poseen pseudoestipulas diminutas. La disposicion que tienen las flores sobre
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las ramas se presenta en forma de racimos o paniculas terminales. Su fruto son silicuas angostas
y se encuentran comprimidas en los laterales (Anchundia, 2017). Las semillas de T. castanifolia
se encuentran de tipo aladas, con una forma ovoide donde son mayormente alargadas, su
superficie es lisa (Mendoza, 2015). En un estudio realizado por Anchundia, (2017), se ilustrd
el crecimiento vegetativo de T. castanifolia en la ciudad de Guayaquil entre la estacion seca y

lluviosa como se observa en la (Figura 3.).

Figura 3. Ejemplar de Tecoma castanifolia en diferentes estadios

r

Nota: I) El arbusto en estado de dormancia en la época seca, Il) Produccion de hojas en las
primeras lluvias de la estacion lluviosa, I11) Pleno crecimiento vegetativo durante la época de

lluvias de la ciudad de Guayaquil. Tomado de (Anchundia, 2017)
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Taxonomia de T. castanifolia

Tabla 1. Taxonomia de T. castanifolia

Reino Plantae
Filo Estreptofita
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Bignoniaceae
Género Tecoma
Especie Tecoma castanifolia

Nota Datos tomados de (Gentry, 1999)

Distribucion geogréafica y habitat

Tecoma castanifolia es una especie de planta con flores originaria de Ecuador y Perd,
perteneciente al bosque seco tropical y se encuentra restringida en la zona del Deciduo del

Pacifico Ecuatorial (Anchundia, 2017).

Uso tradicional

T. castanifolia se ha caracterizado por tener madera dura, la cual se ha utilizado para la
fabricacion de herramientas y lefia, también ha servido como especie rompeviento en zonas
semidridas. En paises asiaticos y Estados Unidos esta especie es comercializada para su uso

ornamental (Cornejo, 2015).
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Candida albicans

Caracteristicas bioldgicas y morfolédgicas de Candida albicans.

Debido a su capacidad para causar infecciones, particularmente en personas
inmunodeprimidas, Candida albicans, es un patdgeno fangico prevalente en humanos, ha sido
ampliamente estudiado (Kabir et al., 2012). C. albicans es una levadura polimorfica diploide
de las mucosas que se encuentra en el tracto gastrointestinal, respiratorio y genitourinario

(Dadar et al., 2018).

La morfologia de Candida albicans incluye varias formas como levadura, pseudohifas
e hifas como se ilustra en (Figura 4.). Se sabe que C. albicans crece como levadura, pseudohifas
o hifas verdaderas dependiendo de las condiciones ambientales. Forma clamidosporas y
pseudomicelias, siendo las clamidosporas grandes formaciones en los extremos de las hifas.
Estas estructuras juegan un papel en la reproduccion y crecimiento del hongo (Kadosh &

Mundodi, 2020).

Figura 4. Morfologia de C. albicans

1. Levadura 2. Pseudohifa 3. Hifa

Nota Tomado de (Drummond, 2019)
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Taxonomia de Candida albicans

Tabla 2. Taxonomia de Candida albicans

Dominio Eucariota
Reino Fungi
Division Ascomicota
Clase Sacaromiceto
Orden Sacarmicetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Candida
Especie Candida albicans

Nota Datos tomados de (Schoch et al., 2020)

Mecanismos de patogenicidad.

Los factores de virulencia clave incluyen moléculas de adhesién conocidas como
adhesinas, que ayudan a la levadura a adherirse a la superficie del huésped, otro factor es la
secrecion de hidrolasa, transicion de levadura a hifa, formacion de biopeliculas y cambio
fenotipico como se observa en la (Figura 5), ademas se le atribuye una rapida adaptacion a las
fluctuaciones del pH del ambiente, flexibilidad metabolica, un potente sistema que le permite
adquirir nutrientes y mecanismo robusto a la respuesta de estrés (Mayer et al., 2013). Las
interacciones huésped-patdgeno involucran varios receptores y respuestas celulares, como TLR,

receptores de lectina de tipo C e inflamasomas (Pattnaik et al., 2021).



Figura 5. Mecanismos de patogenicidad de C. albicans
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Enfermedades asociadas y su impacto en la salud publica.
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C. albicans causa la enfermedad conocida como candidiasis, puede afectar varias partes

del cuerpo, incluida la cavidad bucal, partes intimas y otras areas (Warren & Body, 2023). Este

patdgeno también puede causar infecciones de las mucosas y atravesar las barreras celulares o

tisulares, invadiendo tejido méas profundos y causando infecciones a nivel sistematico. Los

individuos que tienen un sistema inmune débil o predisposiciones genéticas son los mas

afectados, en la actualidad existe una creciente alarma por la mortalidad que llega a un 75% en

personas con una infeccion sistematica (Zipfel et al., 2011).
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Tratamientos convencionales y problemas de resistencia antifungica.

La principal eleccién de tratamiento para la C. albicans es el fluconazol a dosis de > 6
mg/kg/dia 0 400 mg cada dia. Existen otros tratamientos como el anfotericina B desoxicolato
en dosis 0,7 mg/kg/dia, que pueden cambiarse por fluconazol cuando la cepa causante de la
enfermedad es identificada como sensible (Gavaldaa & Ruiza, 2003). En adultos, cuando el
personal médico detecta una candidiasis invasiva también existen opciones que pueden
administrarse por via intravenosa como la caspofungina, micafungina o anidulafungica (CDC,
2023). En la (Figura 6.) se ilustra los antimicGticos mas representativos que se encuentran
disponibles para el tratamiento de la candidiasis, las cuales estan agrupados por la clase de
farmaco (Salazar et al., 2020).

Figura 6. Ejemplos representativos de los antimicéticos disponibles actualmente para
tratar la candidiasis

Azoles Echinocandin
HaN—\
Imidazole Triazole \—NH  OH
N
¢
N-N
OH
¢
=0
N
F
Polyene
OH
_O A A A ('),H\\ OH
I [T ;
HOL_~., O OH OH OH OH O N,OH
: \,//\,//\%\//\,//\\%\//\If "o
H
O\, o
HO 4 |
(3
HN OH

Nota Tomado de (Salazar et al., 2020)

La resistencia a los antimicéticos cada vez va tomando mas terreno en el ambito clinico,

especialmente en los azoles (Figura 6.), todo esto es debido a que han aparecido nuevas
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levaduras con una mayor patogenicidad, a la prescripcion irracional de los antimicéticos como

la profilaxis y al aumento en dosis terapéuticas (Lopez-Avila et al., 2016).

Fitoguimicos y su importancia
Definicién

Los fitoquimicos son compuestos bioactivos no nutritivos sintetizados por las plantas a
través de vias metabdlicas primarias y secundarias (Alamgir, 2018). En las plantas, los
compuestos fitoquimicos pueden tener diferentes funciones para su reproduccion y proteccion,
aportando caracteristicas como el olor y el color. En los humanos, al consumir alimentos que
aporten con algun fitoquimico pueden tener actividad bioldgica, muchos de los fitoquimicos
que se encuentran en alimentos vegetales se relacionan con la reduccion de riesgo de
enfermedades crénicas no transmisibles, como la diabetes tipo 2 o enfermedades

cardiovasculares (Huang et al., 2016).

Los fitoquimicos juegan un rol importante como fuente de nuevos farmacos y desarrollo
de nuevos tratamientos, debido a su potencial las nuevas investigaciones en farmacos o terapias
alternativas estan orientados a los fitoquimicos (Obulesu, 2022). Los fitoquimicos extraidos
dependen de métodos usados para su extraccion, tipo de solvente usado y otros pardmetros
como el tiempo y temperatura, con esto se podria optimizar su rendimiento, pureza y estabilidad

estructural (Kumar et al., 2023).

Clasificacion

Los fitoquimicos se pueden clasificar como metabolitos primarios y metabolitos
secundarios, esto va a depender de la funcion en el metabolismo de una planta. Los metabolitos
primarios son de gran importancia para la vida de la planta en donde se pueden encontrar

carbohidratos, proteinas, lipidos, etc. Por otro lado, los metabolitos secundarios son producidos
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por las células de la planta a través de vias metabdlicas (Figura 7.) que derivan de las vias
metabolicas primarias (Rabizadeh et al., 2022). Los componentes de los metabolitos
secundarios producidos por las plantas se pueden catalogar segun su potencial como antivirales,
antifangicos y antibioticos, que son responsables de la proteccién de las plantas frente a
patdgenos. Ademas, son responsables de evitar dafio severo en sus hojas a causa de los rayos

UV (Bourgaud et al., 2001).

Figura 7. Vias del metabolismo secundario de las plantas
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Los fitoquimicos también se pueden clasificar en funcion de sus constituyentes
elementales, origenes biosintéticos o estructuras quimicas (Alamgir, 2018). Como se observa

en la (Figura 8) las categorias principales incluyen alcaloides, terpenoides, fenoles, flavonoides
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y carotenoides. Estos compuestos cumplen diversas funciones en las plantas, como la

proteccidn contra patdgenos, plagas y estreses ambientales (Thacker, 2020).

Figura 8. Clasificacion de compuestos bioactivos
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Mecanismos de accion de los compuestos fitoquimicos con actividad antifungica

Los fitoquimicos de las plantas exhiben importantes propiedades antifungicas,
ofreciendo alternativas potenciales a los fungicidas sintéticos. Estos compuestos incluyen
terpenoides, fendlicos, alcaloides y aceites esenciales (Elgharbawy et al., 2020). Sus
mecanismos de accion varian, y los terpenoides alteran principalmente las membranas celulares
y causan disfuncion mitocondrial (Anna K Jager, 2014). Los polifenoles y tioles también
muestran una prometedora actividad antifingica, inhibiendo el crecimiento y la germinacion
micelial (Redondo-Blanco et al., 2020). Algunos fitocompuestos, como el honokiol, el
magnolol y la shikonina, demuestran una potente actividad contra las especies de Candida

resistentes a los farmacos, con concentraciones inhibitorias minimas <8 pg/mL (Lu et al., 2017).
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Tamizaje fitoquimico

La deteccion fitoquimica es un paso crucial en la identificacion de los constituyentes
quimicos de las plantas, lo que puede conducir al aislamiento de compuestos bioactivos (Uddin
et al., 2011). Este proceso implica el uso de diversas pruebas, como reacciones de color y
precipitaciones, para detectar la presencia de grupos quimicos especificos en extractos de
plantas (Mandal et al., 2015). Se pueden utilizar diferentes métodos de extraccién, incluidas
técnicas tanto tradicionales como novedosas, para obtener estos fitoquimicos a partir de
materiales vegetales (Silva et al., 2017). Estos métodos y pruebas son esenciales para la
extraccion y el cribado cualitativo de plantas medicinales, que son fuentes ricas en fitoquimicos

(Bandiol, 2018).

Principales métodos de extraccion de compuestos bioactivos

Los principales métodos convencionales son la maceracion y Soxhlet, también existen
métodos de extraccion avanzados incluyen extraccion asistida por ultrasonidos, extraccion
asistida por microondas, campo eléctrico pulsado, extraccion con fluidos supercriticos y caida
de presion controlada instantanea (Usman et al., 2022). Las técnicas de extraccion avanzada
ofrecen ventajas como mayores tasas de extraccion, menores impurezas, conservacion de

compuestos termosensibles y menor consumo de energia (Jha & Sit, 2022).

Cromatografia liquida

La cromatografia liquida es un método clave para extraer y analizar compuestos
bioactivos de las plantas. La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) se utiliza
comunmente para la separacion y cuantificacion de estos compuesto (Rohit Saxena, 2023). La
cromatografia liquida es un tipo de cromatografia en la que la separacidn de una mezcla se logra
haciendo pasar una muestra en una corriente de solvente liquido a través de alguna forma de

material que proporcione resistencia en virtud de las interacciones quimicas entre los
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componentes de la muestra y el material (Pungor, 2020). Esta técnica de separacion es
indispensable para la purificacion o analisis de uno o varios componentes de una mezcla que

puede contener una variedad de moléculas simples y complejas (Mallik et al., 2008).

Cromatografia liquida al vacio

La cromatografia liquida al vacio (VLC) es una técnica versatil para separar y aislar
compuestos bioactivos de extractos de plantas. La VLC normalmente emplea gel de silice como
adsorbente y utiliza la elucién en gradiente con varias combinaciones de disolventes. Las
fracciones obtenidas a menudo se analizan mediante cromatografia de capa fina (TLC) y otros
métodos analiticos para identificar y caracterizar los compuestos separados (Mroczek et al.,

2020).

Actividad antifingica de extractos vegetales

Principales métodos de evaluacion antifingica

Los métodos de evaluacion antifingica abarcan enfoques tanto in vitro como in vivo.
Las técnicas in vitro incluyen pruebas de susceptibilidad estandarizadas para determinar las
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) (Figura 9.) y la actividad fungicida (Scorzoni et
al., 2016). El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y el European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) han establecido métodos de referencia para
ciertos antiflngicos, los cuales son métodos in vitro son el método de dilucion en caldo, difusion

de disco, dilucion en agar, el de microdilucion, etc. (Arikan, 2007).
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Figura 9. Métodos para determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI)
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Método de micro dilucion

El método de micro dilucién, descrito por De-Souza-Silva et al., (2018), es una técnica
utilizada en el cribado de alto rendimiento y en experimentos quimicos y bioldgicos. Implica la

dilucion precisa y exacta de soluciones dentro de gotas, lo que permite la generacion de

gradientes de concentracion (Niu et al., 2011).

El método de micro dilucion es un sistema estandarizado y automatizado para

determinar las concentraciones minimas inhibidoras y fungicidas de farmacos antimicéticos

evitando el método clasico de dilucion en caldo, que requiere mucha mano de obra (Polonelli
& Morace, 2004).



22

Capitulo 3

Materiales y Métodos

En la metodologia propuesta (Figura 10.) se espera llevar a cabo un enfoque descriptivo
y experimental, con el fin de obtener un extracto acuoso que permita evaluar la actividad
biolégica frente al hongo de la Candida albicans., con esto poder identificar si existen
metabolitos presentes con potencial antifingico que puedan ser de gran interés Biotecnoldgico,
debido a que la planta Tecoma castanifolia (Muyuyo de montafia) no ha sido estudiado y se

desconoce su potencial.

Figura 10. Metodologia parte |
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Nota. Elaborado en Biorender por los Autores, 2024. Adaptado de (Coli & Bowden,
1986); (Maurya et al., 2018)
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Obtencidn de extracto organico por medio de VLC

Seleccion, recoleccion del material vegetal

Se realiza la recoleccién de la planta a estudiar (Tecoma castanifolia) en un total de 3
kilos de material vegetal fresco y posteriormente colocadas en fundas, recolectados en el mes
de mayo en la zona del bosque seco cerro blanco la ubicacion de la recoleccidn se extiende
desde el parqueadero de senderismo, localizado detras del panteén metropolitano hasta antenas

de cerro blanco y sendero n°2 de ciclismo.

Estas tres zonas se dividieron debido a los distintos tipos de habitats de los arboles, los

cuales son (Figura 11.):

e Zonal (rojo): Vadesde la zona del parqueadero hasta sendero 1 de ciclismo 2°10'57"'S

79°57'15"W.

e Zona 2 (amarillo): Va desde inicio del sendero 1 de ciclismo hasta final de sendero 1

2°10'55"'S 79°57'14""'W.

e Zona 3 (azul): Va desde inicio sendero 2 de ciclismo 2°11'05"'S 79°57'22""W.
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Figura 11. Delimitaciones de las tres zonas de caracterizacion botanica en el bosque
seco cerro blanco en el Pantedn Metropolitano

Bosque seco cerro blanco

’

Nota Tomado de Google Maps, 2024

Secado, molienda y almacenamiento

Una vez recolectado el material vegetal se separan las hojas del tallo y se llevan a secar
en un horno a temperatura maxima de 37°C y minima de 34°C, se trituran las hojas secas hasta
tener un polvo fino que luego pasa por tamizaje #20 para asegurar que el tamafio de la particula
sea uniforme. Después de terminada la molienda se conserva la especie aplicando un sellado al

vacio y rotulando para luego almacenar (Adolfo Soto Rodriguez, 2012).
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Preparacion de soluciones y extraccion por ultrasonido

Se prepara una solucién alcohdlica en proporciones 1:1, 500 ml de diclorometano y 500
ml de metanol la cual se colocara en 4 botellas de vidrio color &mbar de 1 litro teniendo un total
de 4 litros. Posteriormente se realiza la extraccion por ultrasonido, por 20 minutos sin
temperatura una vez terminada la extraccion se realiza un filtrado al vacio para obtener el

extracto crudo.

Rota evaporado, recuperacion y adicion

Realizamos la extraccion de la solucion diclorometano - metanol mediante rota
evaporacion de los 4 litros que se obtuvieron de la extraccion por ultrasonido, se recupera la
solucion y se almacena para ser utilizado en las fracciones. El material vegetal crudo rota
evaporado se recolecta y se almacena, luego se emplea una limpieza del baldén con
diclorometano y se vuelve a rota evaporar hasta sacar todo el material restante y adicionamos 2

gr de sustrato C18 para que se vuelva biomasa el material extraido.

Extraccion mediante VLC

Se emplea la extraccion por VLC (cromatografia liquida), la muestra en solucién es
inyectada en la fase movil, los componentes de la solucion emigran de acuerdo con las
interacciones no-covalentes de los compuestos en la columna. Estas interacciones quimicas
determinan la separacién de los compuestos de la muestra. Extrayendo la fraccion acuosa con

agua tipo 1.
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Rotaevaporacion de primera fraccion

Una vez realizada la extraccion mediante VLC se lleva a rota evaporar la fraccion

organica acuosa (agua tipo 1) concentrandolo en un vial pequefio de 2 a 3 ml.

Liofilizacién del extracto

Se realiza la liofilizacion del extracto puro concentrado colocando el extracto vegetal
en cajas petri pequefias previamente lavadas y secadas, luego se llevan a ultracongelacion por
un tiempo de 15 min y a una temperatura de -80°C. Se retiran las placas, del ultra congelador y
se colocan en el equipo en el cual se va a realizar la liofilizacion a una presién de 0.040mBar.
Pasado el proceso se raspa con una espatula estéril y el producto liofilizado se coloca en un vial
previamente desecado para eliminar la humedad del vial, por Gltimo, se almacena el vial con

parafilm y papel aluminio.
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Obtencidn del perfil fitoquimico y actividad biolégica

Figura 12. Metodologia parte 11, Perfil fitoquimico y Actividad biolégica por el método
de micro dilucion
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Nota. Elaborado en Biorender por los Autores, 2024. Adaptado de (Jachak et al., 2023);
(Gutiérrez-Pineda & Herrera, 2022); (Jan Hudzicki, 2009); (Rodriguez-Tudela et al., 2008);

(Wiegand et al., 2008); (Santos & Hamdan, 2005)

Perfil fitoquimico

I.  Preparacion del extracto organico

Se prepara el extracto organico liofilizado previamente ya obtenido, en tubos de ensayo
para realizar la evaluacion de 13 pruebas fitoquimicas siendo estas: Mayer, Hager, Wagner,
Dragendorff, Perdxido, Shinoda, KOH, Baljet, Acido sulfdrico, Fehling, Zinc, Legal (Valencia

et al., 2020).
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I1.  Evaluacion fitoguimica

Se realizan las pruebas de evaluacion fitoquimica usando la fraccion acuosa organica
extraida en cada una de las pruebas para la deteccion de agentes flavonoides, alcaloides y

triterpenos, cumarinas (Lorenzo chang, 2013).

1) Prueba de alcaloides
Antes de realizar el ensayo de pruebas presuntivas, es necesario afiadir de 2 a 3 gotas de

acido clorhidrico o &cido sulfirico concentrado.

e Reaccion de Mayer

Material: Reactivo de Mayer + 1 tubo de ensayo + extracto

En un tubo de ensayo de 10 mL, afiade 3 gotas del extracto y 3 gotas del reactivo de

Mayer. Se considerara positivo si se forma un precipitado (Jagdeep Kumar, 2020).

e Reaccion de Dragendorff

Material: Reactivo de Dragendorff + 1 tubo de ensayo + extracto

En un tubo de 10 mL, afiade 3 gotas del extracto filtrado y 3 gotas del reactivo. Se
considerara positivo si se observa la formacion de un precipitado de color rojo, naranja 0 marrén

(Amina Ahmady, 2020).

e Reaccion de Hager

Material: Acido picrico + agua: Reactivo de Hager + tubo de ensayo + extracto
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En un tubo de 10 mL, afiade 3 gotas del extracto filtrado y 3 gotas del reactivo. Se
considerara positivo si se forma un precipitado amorfo al mezclarse con la solucién de

alcaloides en &cido diluido.

e Reaccion de Wagner

Material: Yodo + yoduro de potasio: Reactivo de Wagner + tubo de ensayo + extracto

En un tubo de 10 mL, colocar 3 gotas del extracto filtrado y 3 gotas del reactivo. Se
reportara como positivo cuando se forme un precipitado floculante color marrén por mezclarse

con solucion de alcaloides en &cido diluido se considera positiva.

2) Prueba para saponinas

e Prueba de Peroxido

Material: Perdxido de hidrogeno + tubo de ensayo + calentador + extracto.

En un tubo de ensayo de 5 mL, afiade 3 gotas del extracto y 2 gotas de perdxido de
hidrégeno. Agita continuamente mientras calientas la mezcla a 40 °C. La presencia de

saponinas y su concentracion se evaluaran segun la cantidad de espuma que se forme.

3) Prueba de lactonas sesquiterpénicas

e Prueba Legal

Material: Piridina + Nitroprusiato de sodio + hidroxido de potasio + tubo de ensayo +

calentador + extracto.
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En un tubo de ensayo de 10 ml agregar las siguientes soluciones: 4 gotas del extracto, 2
gotas de piridina, 1 gota de nitroprusiato de sodio al 5%, 4 gotas de KOH 2N (agregar gotas a
gota). El procedimiento debe realizarse en una campana de extraccion debido al uso de piridina.
La prueba para lactonas sesquiterpénicas (a,f—) se considerara positiva si se observa la

aparicion de un color rosa. (Muazzam Sheriff Magbul, 2020)

e Prueba de Baljet

Material: Hidréxido de sodio + &cido picrico + agua destilada + tubos de ensayo +

extracto.

La solucion A se compone de 1 g de acido picrico en 100 ml de agua destilada; La
solucion B se forma al preparar una solucion de hidroxido de potasio al 5%; La solucion C se
obtiene con la solucién Ay B en relacion 1:1; La presencia del metabolito aglicona esteroidal

se califica cuando se observa un color azul o violeta. (Patil, 2020)

4) Prueba de flavonoides

e Prueba de shinoda

Material: Cinta de magnesio + Acido clorhidrico + tubo de ensayo + extracto

En un tubo de ensayo de 5 ml, adicionar 3 gotas del extracto y 2 cm de cinta de magnesio
y 4 gotas de HCI concentrado. Realizar este procedimiento en una campana de extraccion. Se
identifica el tipo de metabolito secundario segun la coloracion de la reaccion de acuerdo con la

siguiente tabla 3:
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Tabla 3. Caracterizacion de los Flavonoides

Flavonoides Rx coloracion
Flavonas
Amarillo
Flavonoles
Antocianinas Rojo intenso
Chalconas

Amarillo - Rojo
Auronas

Nota Datos tomados de (VALENCIA, 2020)

e Prueba de acido sulfurico

Material: Acido sulfurico + tubo de ensayo + extracto

En un tubo de ensayo de 5 ml, afiadir 3 gotas de extracto y 3 gotas de acido sulfurico
grado reactivo (concentracion > 98%). Se identifica el tipo de metabolito secundario segun la

coloracion de la reaccion de acuerdo con la siguiente tabla 4:

Tabla 4. Caracterizacion de los Flavonoides

Flavonoides Rx coloracion
Chalconas Rojo azulado
Auronas Rojo-guinda
Flavonas Amarillo intenso
Flavononas Naranja o guinda
Flavonoles Amarillo intenso

Nota Datos tomados de (VALENCIA, 2020)

e Pruebade zinc

Material: Acido clorhidrico + Zinc + tubo de ensayo + extracto



32

En un tubo de ensayo de 5 ml, adicionar 3 gotas del extracto, 0,5 gramos de zinc en
granalla o polvo y 4 gotas de HCI concentrado. Se identifica el tipo de metabolito secundario

segun la coloracién de la reaccion de acuerdo con la siguiente tabla 5:

Tabla 5. Caracterizacion de los Flavonoides

Flavonoides Rx coloracion
Leucoantocianidinas Rojo
Catequinas Café amarillento

Nota Datos tomados de (Patil, 2020)

5) Prueba de cumarinas

e Prueba de fluorescencia

Material: Hidroxido de amonio al 10 % + tubo de ensayo + extracto

En un tubo de ensayo de 5 mL agregar 3 gotas del extracto y 3 gotas de hidréxido de
amonio al 10 %. Realizar la prueba de la luz ultravioleta: tapar el tubo y exponer a diferentes
longitudes de onda. No tocar la luz directa de la lampara. La presencia de cumarinas se identifica
mediante la aparicion de un color azul, verde o violeta fluorescente. (Vijaya Saradhi Settaluri,

2023)

e Prueba de KOH (Hidrdxido de potasio)

Material: Hidroxido de potasio + tubo de ensayo + extracto

En un tubo de ensayo de 5mL agregar 3 gotas del extracto y 3 gotas del KOH al 5 %.
La presencia de cumarinas se identifica mediante el cambio de color de fuerte a tenue de rojo a

amarillo. (VALENCIA, 2020)
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6) Prueba de glucoésidos cardioténicos
e Prueba de Baljet

Material: Hidroxido de sodio + &cido picrico + agua destilada + tubos de ensayo +

extracto

La solucién A se compone de 1 g de acido picrico en 100 ml de agua destilada; La
solucion B se forma al preparar una solucién de hidroxido de potasio al 10 %; La solucién C se
obtiene con la solucién A 'y B en relacion 1:1; Se califica la presencia del metabolito a-glicona

esteroidal cuando se genera un color azul o violeta. (Patil, 2020)

7) Prueba de carbohidratos

e Prueba de Fehling

Material: Reactivo de Fehling + agua destilada + tubo de ensayo + extracto

Se disolvid el extracto en 1 a 2 ml de agua destilada. Se adicionaron 2 ml del reactivo
de Fehling y se calent6 por 3min a 37°C. El ensayo se considero positivo si la solucion se torno

de color rojo o aparecio un precipitado rojo. (Muazzam Sheriff Magbul, 2020)

I11.  Andlisis cualitativo

Se emplean analisis cualitativos al extracto organico para determinar la viabilidad de la

muestra y composicion del extracto organico.
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Actividad biologica por prueba de micro dilucion en placa multipocillos

Preparacion de las muestras y medios de cultivo

Se prepara la muestra del extracto y el medio de cultivo TSB para la prueba de micro
diluciones en placa. EI material para utilizar se esteriliza en el autoclave incluido el TSB, puntas,

matraces, pinzas y tubos de ensayo.

Prueba de Micro-dilucién

Se realiza la prueba de micro dilucién por placa para evaluar la actividad inhibitoria de
los compuestos sobre el microorganismo sin llegar a eliminarlos por completo. Esta
metodologia tiene ventajas, tales como la posibilidad de realizar maltiples diluciones en una
sola placa y facilita controles y replicas experimentales. Cada pocillo de la placa debe ser
analizado con un pH después que se haya preparado, el pH debe estar en un rango aproximado
de 7,2 y 7,4 luego cada lote es evaluado utilizando una coleccidn estandarizada de organismos

de control de calidad (salinas, 2023).

Preparacion del indculo de Candida albicans

Previamente preparado el inoculo en tubos de ensayo con caldo TSB estéril incubado
24h antes, se procede a agitar el medio con el hongo crecido y con la ayuda de un
espectrofotometro el cual se le ajusto la densidad dptica en 0,5 en la escala McFarland a una

longitud de onda de 530nm, se medi¢ la absorbancia.

Preparacion microplaca

Se emplearon métodos y materiales con variaciones de acuerdo con el hongo estudiado,

en una placa multipocillos se colocaron los siguientes componentes:

1. Muestra de hongo candida albicans



2. Medio TSB

3. Terpinediol al 20% (como control positivo)

4. Penicilina al 10% (como control positivo)

5. DMSO (dimetilsulfoxido)

Figura 13. Estructura de la placa multipocillos

1

2 3 < 5 6 7 <] 9
- OO0 0CDOE0
»(m) () (w) (- fTeR pen (- ) s o (- frsa (-

oM (m () (- TER PEN (- TsB oM (- TsB (-
= (o (w (- TR peN (- Tse oM (- 7B (-
() () () () e ew () s o (=) 8 (-
-POOOESO0CVDOSO
WOOOB0EVOBO

10 11 12 w

o (w (w (w0 (=) em pen (- s om (- s (o)

35

180yl
TSB

100yl
TSB

Nota. Elaborado en Biorender por los Autores, 2024. Leyenda: M: muestra; TER:

Terpinediol; PEN: Penicilina; DM: DMSO; (-): vacio.

Tomando en cuenta la anterior tabla de estructura se colocan 180ul de medio TSB en la

fila A y en el resto se colocan solo 100ul, después se agrega 20 pl de la muestra del extracto de

Tecoma castanifolia en las filas 1, 2 y 3 esto con el fin de completar 200 ul en la primera fila,

luego se resuspende cada pocillo y tomo 100ul del primero y resuspende en toda la columna y

al final descartar 100ul. En la fila 5 y 6 se colocan los 2 controles positivos que son el
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Terpinediol y la penicilina, fila 8, 11 y 9 se colocaron medio TSB y DMSO. Para finalizar se
colocan 10ul del indculo de Candida albicans en todos los pocillos de la placa y se deja incubar

por 24h con una agitacion de 50rpm.

Almacenamiento y analisis de datos

Los resultados obtenidos en las pruebas anteriores se llevan analizar para medir el
porcentaje de inhibicion y luego almacenar los datos resultantes en una base de datos para

futuros analisis.
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Capitulo 4

Resultados y Discusiones

4.1. Obtencion del extracto organico por VLC de Tecoma castanifolia.

A partir de Tecoma castanifolia, se obtuvo un extracto orgénico concentrado el cual
involucro tres fases principales. En la primera parte, la planta seca y molida fue sometida a un
extraccion alcoholica en donde se utilizd una mezcla de metanol-diclorometano en un balon de
500 ml. A continuacién, para mejorar la obtencién de compuestos bioactivos se realizd
ultrasonido, que se ha demostrado que la extraccion asistida por ultrasonido mejora el
rendimiento de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante en extractos de plantas
(Boeira et al., 2018). Por altimo, se llevo a cabo en el rotavapor la eliminacion del solvente y
poder concentrar el extracto orgénico. Se obtuvo el extracto y se lo pesd (Figura 11.),
obteniendo como resultado 106,38 g de extracto organico. Luego se dividio en siete fracciones
para asegurar una mejor afinidad de los compuestos bioactivos, en donde cada uno de ellos pasé

por la columna de VLC.
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Imagen 1. Peso del extracto organico obtenido

Nota Tomado por los autores, 2024.

4.2. Perfil fitoquimico del extracto de Tecoma castanifolia.

El perfil fitoquimico del extracto acuoso organico de Tecoma castanifolia mostré la
presencia de cumarinas y alcaloides (Tabla 7.). El tamizaje fitoquimico en laboratorio reveld
cambios fisicos que confirmaron la presencia de estos metabolitos. En particular, la prueba de
Mayer mostré una coloracion marron amarillenta y la prueba de Hager mostré un precipitado
moderado de coloracion ligeramente amarillenta, ambas indicando resultados positivos. La
prueba de fluorescencia también mostré luminosidad bajo luz fluorescente, lo que confirma la

presencia de cumarinas en el extracto.
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Tabla 6. Interpretacion de resultados de tamizaje fitoquimico

- Ausencia de metabolito

+ Presencia de metabolito

Nota Elaborado por los autores, 2024

Tabla 7. Resultados de pruebas y resultados en tamizaje fitoquimico

Prueba Resultado Imagen Observacion

Dragendorff - Ninguna

Presento coloracion
marrén amarillento
indicando positivo en la
prueba

Mayer

Presentd precipitado
moderado con
coloracion ligeramente
amarilla dando positivo
para Hager

Hager

Wagner — Ninguna
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Fehling Ninguna
KOH Ninguna
Peréxido Ninguna
Zinc Ninguna

Fluorescencia

Present6 luminosidad

ante luz fluorescente

dando positivo para
prueba de fluorescencia

Baljet

Ninguna
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Shinoda — Ninguna
Acido sulfarico - Ninguna
Legal — Ninguna

|

\

En estudios previos realizados por (Rajamurugan et al., 2013) y (Larbie et al., 2019)
sobre el género de Tecoma han demostrado la presencia de compuestos bioactivos como
alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos, esteroides y glucdsidos. Esto respalda su potencial
antimicrobiano contra una variedad de microorganismos, como S. aureus, E. coli y K.
pneumoniae. Sin embargo, en contraste con estos resultados, el extracto acuoso organico de
Tecoma castanifolia examinado en este estudio no demostrd tener ninguna capacidad para
inhibir la propagacion de Candida albicans. Esta discrepancia podria ser el resultado de
variaciones en la composicion quimica de las diferentes especies de Tecoma, variaciones en las
técnicas de extraccion o una concentracion inadecuada del extracto utilizado. En futuras
investigaciones, es posible que una mayor concentracion del extracto o un método de extraccion

diferente muestre una actividad antimicrobiana mas evidente.
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Aunque las cumarinas tienen una actividad antifangica reconocida, como lo demuestran
investigaciones realizadas por Montagner et al., (2008) que demuestran su eficacia contra el
hongo Candida albicans a través de multiples mecanismos, los hallazgos con el extracto acuoso
de Tecoma castanifolia no lograron detener el crecimiento del hongo. Esta discrepancia podria
ser el resultado de una falta de cumarinas en el extracto o de una falta de compuesto bioactivo
en su totalidad. Aunque cumarinas como el ostenol han demostrado ser efectivas a
concentraciones especificas, es posible que el extracto evaluado no haya alcanzado la
concentracion minima inhibitoria requerida, lo que subraya la importancia de optimizar tanto
la extraccion como la concentracion para aprovechar plenamente el potencial antifingico de
estas moléculas en futuras investigaciones. A pesar de que los alcaloides han demostrado
propiedades antifungicas significativas contra varias especies de Candida, el extracto acuoso de
Tecoma castanifolia no logré inhibir la infeccion de Candida albicans. La falta de eficacia
puede ser el resultado de la baja concentraciéon de alcaloides en el extracto. Debido a que
alcaloides como la berberina han demostrado eficacia notable, es posible que se requiera una
concentracion o extraccién més eficiente para ver un efecto inhibidor significativo en futuras

investigaciones (Noguti et al., 2016).

4.3. Actividad bioldgica.

4.3.1. Prueba de micro dilucion

Se utilizé la técnica de micro dilucion en placas multipocillos para determinar la actividad
bioldgica del extracto acuoso organico de Tecoma castanifolia, pero los resultados mostraron
que no inhibié el hongo Candida albicans. La falta de extracto y la baja concentracién son las
razones de este resultado negativo. Después de 24 horas de incubacion, se agreg6é TTC para ver
si habia respiracién celular; algunos pocillos cambiaron de color a rojo, lo que indicaba
actividad metabodlica. No obstante, al leer las placas a 530 nm, no se encontré un porcentaje

significativo de inhibicion, lo que indica que la concentracion del extracto no fue suficiente
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para detener el crecimiento de Candida albicans. A pesar de la eficacia de esta técnica, los
resultados obtenidos con el extracto acuoso en este estudio no mostraron inhibicion del hongo.
Esto puede estar relacionado con la baja concentracion del extracto utilizado, que podria no
haber alcanzado la CMI necesaria para inhibir el crecimiento de C. albicans (Vinuesa &
Fernandez, 2021). El uso de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) permiti6 la deteccién de
microorganismos viables, pero la falta de inhibicién sugiere que, aunque la técnica de
microdilucién es precisa y confiable, la cantidad y concentracién del extracto fueron
insuficientes para demostrar una actividad antifangica significativa en este caso (Veiga et al.,

2019).
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Capitulo 5

Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

La cromatografia liquida al vacio (VLC) fue un método exitoso para obtener el extracto
organico concentrado de Tecoma castanifolia, este proceso permitio fraccionar y concentrar los
compuestos presentes en la planta. En esta investigacion se obtuvo 106,38 g de extracto
organico de T. castanifolia, el cual fue fraccionado para su uso en el andlisis fitoquimico y

evaluacion de la actividad bioldgica.

El perfil fitoquimico del extracto acuoso orgénico de T. castanifolia revelo la presencia
de alcaloides y cumarinas, compuestos conocidos por su potencial actividad antifungica,
identificados mediante las pruebas Mayer y Hager para alcaloides y en la prueba de la

fluorescencia para cumarinas.

A pesar de la presencia de cumarinas y alcaloides en el extracto acuoso, no se logro
inhibir el crecimiento de Candida albicans, utilizando la técnica de micro dilucion en placas
multipocillos, lo que indica que la concentracion del extracto utilizado fue insuficiente para
alcanzar a inhibir el crecimiento de C. albicans. Esto resalta la importancia de optimizar tanto
la cantidad del extracto como su concentracion para alcanzar niveles de inhibicion efectivos en

futuras investigaciones



45
5.2. Recomendaciones

Tener en cuenta variables como el tiempo de ultrasonido e incrementar intervalos de 10
minutos durante la extraccion, con el fin de evaluar como afecta al rendimiento y a la

concentracion de los compuestos del extracto organico.

Aumentar las concentraciones de las fracciones obtenidas con el fin de poder identificar

la fraccion con una mayor efectividad para inhibir a Candida albicans.

Realizar estudios con incrementos del 25% de la concentracion del extracto organico de
T. castanifolia para poder determinar si a concentraciones mas altas se puede alcanzar la CMI

necesaria para inhibir el crecimiento de C. albicans.

Aplicar un andlisis cuantitativo de cumarinas y alcaloides presentes en el extracto
orgénico por medio de HPLC y espectrometria de masas, para determinar sus concentraciones

exactas y determinar una correlacion entre compuesto y actividad bioldgica.

Extender el ensayo bioldgico a diferentes especies de patdgenos, para poder evaluar si
el extracto organico de T. castanifolia tiene otro potencial en diferentes patdgenos de interés

clinico o agricola.
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