UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE MEDICINA

ELECCION DE LAS CONDICIONES MAS ADECUADAS
PARA LA OBTENCION DE EXTRACTOS DE
PLANTAS SUPERIORES CON ACTIVIDAD SOBRE
UNA CEPA DE Staphylococcus aureus RESISTENTE,

Por
Q.F.B. MARCELA DEL CARMEN OROZCO HAYEK

Como requisito parcial para obtener el Grado de
TRIA EN CIENCIAS
con Orientacién Terminal en Quimica Biomédica

Marzo, 2004



M¥AAVH 00Z0¥0 NAWIVD Tid VTIOIVIA g40




T

1080123958



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA

|‘l|1|““-p":2l£-|-|!"__|ﬂl

(- =—adiahma™ i Py

ELECCION DE LAS CONDICIONES MAS ADECUADAS
PARA LA OBTENCION DE EXTRACTOS DE PLANTAS SUPERIORES
CON ACTIVIDAD SOBRE UNA CEPA
DE Staphylococcus aureus RESISTENTE

Por

Q.F.B. MARCELA DEL CARMEN OROZCO HAYEK

Como requisito parcial para obtener el Grado de
MAESTRIA EN CIENCIAS
con Orientacion Terminal en Quimica Biomédica

Marzo, 2004



TM

QK99
0A1

o7
2004




ELECCION DE LAS CONDICIONES MAS ADECUADAS
PARA LA OBTENCION DE EXTRACTOS DE PLANTAS SUPERIORES CON
ACTIVIDAD SOBRE UNA CEPA
DE Staphylococcus aureus RESISTENTE

Aprobacion de la Tesis:

Ll A s

DRA. NCEMI \ALA}{SMAN DE TORRES
Director de Tesis

( %’Zéodm[)?ﬁ/ao Q

DRA. VERONICA M. RIVAS GALINDO
Comision de Tesis

~ =

M.C. LUIS ALEJANDRO PEREZ LOPEZ

Comision de Tesis

Q. uanl

" DR. DIONICIO GALARZA DELGADO

Subdirector de Investigacion y Estudios de Posgrado



ELECCION DE LAS CONDICIONES MAS ADECUADAS
PARA LA OBTENCION DE EXTRACTOS DE PLANTAS SUPERIORES CON
ACTIVIDAD SOBRE UNA CEPA
DE Staphylococcus aureus RESISTENTE

Presentada por:

Q.F.B. MARCELA DEL CARMEN OROZCO HAYEK

Este trabajo se realizé en el Departamento de Quimica Analitica de la Facultad
de Medicina, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, bajo |a asesoria de la Dra. Noemi
Waksman de Torres y [a coasesoria de la Dra. Veronica M. Rivas Galindo y el M.C.

Luis Alejandro Pérez Lopez.
FIRMAS
DIRECTOR

(i Uy o

Dra. Noemi Waksmakn/de Torres

Co-Director %—Di r§ctor
- ,' a R
]

Dra. Verdnica M. Rivas Galindo M.C. Luis Alejandro Pérez Lopez




Si para recobrar lo recobrado
tuve que haber perdido lo perdido,
si para conseguir lo conseguido
tuve que soportar lo soportado.
Si para estar ahora enamorado
fue menester haber estado herido,
tengo por bien sufrido lo sufrido,
tengo por bien llorado lo llorado.
Por que después de todo he comprendido
que no se goza bien de lo gozado
sino después de haberio padecido.
Por que después de todo he comprobado
que lo que tiene el arbol de florido
vive de lo que tiene sepultado.

Santa Teresa de Avila



Dedico esta tesis con profundo agradecimiento y carifio

A mis padres:

Juan José Orozco y Maria del Carmen Hayek

Por demostrar cada dia que el amor tiene una meta infinita



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por darme la vida y permitir que la viva en su presencia constante, por
dejarme ver que cada fracaso siempre es recompensado con la mejor parte, por darme
a tan Dulce Madre por compariera y por tener una familia maravillosa que liega hasta
aqui conmigo.

A mis padres; Juan José y Maria del Carmen por su apoyo permanente, por
estar junto a mi a pesar de la distancia tan grande, por su confianza y optimismo, por
ser desde siempre el mejor ejemplo de entrega y servicio.

A mis hermanos: Elias y Ana, Mary Carmen y Carlos por darme carifio,
alegria y comprension incondicionalmente, por estar a mi lado siempre, por su
invaluable ayuda en todo momento. Mary, gracias por tu paciencia y por compartir
conmigo tus amplios conocimientos para la realizacion de este trabajo que también es
tuyo.

A mis pequefios sobrinos: Mary Carmen y Elias por dejarme sentir al amor tan
especial de ser tia y por ser regalos especiales en mi vida.

A ti, mi amigo desde siempre, el que me ayudé a salir adelante, el que creyt en
mi, por los buenos momentas compartidos, por decirme sin cansancio que todo es
pasible.....donde quiera que estés gracias de todo corazon.

De manera especial a mi abuelita Adela por ensefarnos a luchar hasta el dltimo
momento, por todo lo que fuiste y por todo lo que eres en mi vida...gracias.

Con admiracion a mi asesora la Dra. Noemi Waksman de Torres por
asignarme un trabajo de tesis muy interesante del cual aprendi mucho, por sus
acertados consejos, por el tiempo dedicado a ensefarme y sobre todo por ser de los
pocos seres humanos que sabe predicar con el ejemplo. Muchas Gracias.



Agradezco al M.C. Luis Alejandro Perez Lopez por el privilegio de ser su

primer alumna asesorada, por su valiosa ayuda recibida y el tiempo que parecia
interminable dedicado a la realizacion de este trabajo.

A la Dra. Verdénica Rivas Galindo co-direciora de este trabajo, por su
experiencia compartida en el area de productos naturales, por su profesionalismo y

comentarios recibidos en la realizacién de esta tesis.

A mis compariieras: Q.C.B. Adelina Hernandez, Q.F.B. Elsa Ochoa, Q.C.B.

Alicia Ramirez y Q.C.B. Adriana Tirado por las gratas experiencias compartidas en
clases y fuera de ellas, por distinguirme con su amistad y por todo el afecto brindado.

Les deseo mucho éxito en lo que emprendan.

A mi amiga la M.C. Gloria Molina por toda la bibliografia otorgada al inicio de

este trabajo, por ayudarme cuando lo necesité y por las platicas siempre interesantes.

A la T.L.C. Ivonne Carrera por su valiosa ayuda en [a parte experimental de

este trabajo.

A la Dra. Maria de la Luz Salazar por saber como levantar el animo a

cualquiera.

A todo el Departamento de Quimica Analitica por hacerme sentir parte del
mismo, seria dificil mencionar a todos, sin embargo quiero agradecer en especial al Dr.
Adolfo Caballero, Dra. Rocio Castro, M.C. Norma Cavazos, M.C. Yareli Colunga,
M.C. Aurora Garza, Gloria Martinez y M.C. Lidia Naccha por su amistad y compaiia.

A la M.C. Nora Emma Diaz por que desde la Facultad de Ciencias Quimicas

me impulso a seguir con entusiasmo por este fascinante mundo de la Quimica.

A la M.C. Karem H. Garcia por ensefiarme con paciencia al inicio de mi carrera,

por ser siempre amiga, siempre apoyo, siempre comprension a pesar de estar tan

lejos.
vii



A mi amiga la C.P. Cristina Sanchez Santos por ser desde siempre un
verdadero ejemplo de perseverancia y tenacidad por salir adelante.

A mi prima Karime Hayek por hacer de su casa mi ¢asa, por toda la ayuda
recibida en este tiempo y el gran carifio que nos une.

A mi tia Amparo, a las familias Orozco Marquez, Hayek Dominguez, Pérez
Hayek, Quintanilla Hayek, Hayek Pompa y Monsivais Orozco por los lazos tan
grandes que nos unen y por estar siempre al tanto de mi.

Al Dr. Salvador Said por permitir que se hiciera usc de las instalaciones del
CIBIN-IMSS.

A la M.C. Pola Becerril Montes por su asesoria en la realizacion de las
pruebas de actividad bioldgica.

Agradezco a CONACYT por la beca de manutencion otorgada para la
realizacion de mis estudios con registro 165309 y el apoyo recibide por parte del
proyecto de investigacion 36544 — N.

viii



RESUMEN

Marcela del Carmen Orozco Hayek Fecha de graduacion: Marzo del 2004

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: ELECCION DE LAS CONDICIONES
MAS A[)ECUADAS PARA LA
OBTENCION DE EXTRACTOS DE
PLANTAS SUPERIORES CON
ACTIVIDAD SOBRE UNA CEPA DE
Staphylococcus aureus RESISTENTE

Nuamero de paginas: 93 Candidato para el grado de Maestria

en Ciencias con orientacion terminal
en Quimica Biomédica

Area de Estudio: Quimica Biomédica

Propésito y Método del Estudio.

En las ultimas décadas se han realizado diversos estudios fitoquimicos utilizando diferentes
solventes de extraccion con el fin de evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de plantas
superiores; sin embargo se desconoce cual es el mejor solvente para llevar a cabo tales
extracciones; tampoco se han definido las condiciones 6ptimas de extraccién. A fin de colaborar
en la busqueda de las condiciones éptimas de extraccion de plantas, en este trabajo se realizo
un monitoreo general de plantas de la regidon Noreste de México por medic de un Diseno de
Experimentos, en el cual se evaluaron las condiciones mas adecuadas para la obtencion de
extractos de plantas. La variable de respuesta fue la actividad antimicrobiana de los extractos
obtenidos sobre una cepa de Staphylococcus aureus resistente. Se evaluaron cuatro factores
que fueron: volumen de solvente, velocidad de extraccion, tiempo de extraccion y tiempo de
almacenamiento. De acuerdo al andlisis estadistico realizado en el Disefio de Experimentos, los
factores volumen de solvente y velocidad de extraccion fueron considerados como no
significativos por lo que su contribuciéon en la obtencién de extractos con mayor actividad
antimicrabiana fue descartada. Por el contrario, los factores tiempo de exiraccion y tiempo de
almacenamiento resultaron ser estadisticamente significativos, por lo que su efecto en el
proceso de extraccion para la obtencion de extractos biologicamente activos es relevante.

Conclusiones y Contribuciones. Se comprobé que el factor tiempo de almacenamiento es
clave para la obtencion de extractos con mayor actividad antimicrobiana medida sobre una cepa
de S. aureus resistente. Ademds se observé que tanto los porcentajes de recuperacién como la
actividad antimicrobiana dependen del solvente de extraccion utilizado, encontrando que las
soluciones hidroalcohdlicas han sido en nuestro caso la mejor opcién al momento de extraer
principios activos a partir de plantas. Estos resultados contribuiran al establecimiento de
métodos estandarizados para el monitoreo general de alguna actividad biolégica en los
extractos de plantas.

FIRMA DEL DIRECTOR
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Las Plantas Medicinales

1.1.1. Importancia como Fuente de Medicamentos

El uso de productos naturales con propiedades terapéuticas es tan antiguo
como la civilizacion misma y por un largo periodo de tiempo, las plantas fueron las

fuentes principales de medicamentos (Rates, S., 2001).

Para una gran variedad de problemas relacionados con la salud la mayor parte
de la poblacién mundial todavia depende, casi exclusivamente, de lo que en muchos
paises desarrollados se consideran formas altemativas de tratamiento. En la mayoria
de las culturas, las plantas medicinales han constituido el principal componente de
estos tratamientos tradicionales o alternativos. El conocimiento ganado a partir del uso
de plantas medicinales y sus ingredientes activos han servido de fundamento para la
farmacologia moderna. Quiza algo muy importante en el desarrollo de la farmacologia
ha sido el conocimiento adquirido a partir de estudios de los mecanismos de accidn de
los componentes naturales derivados de plantas medicinales. Estudios de derivados

quimicos a partir de plantas, han sido la base del desamolio de nuevos compuestos



sintéticos que son usados en gran porcentaje en la medicina moderna (Matthews et al,

1999).

Cerca del 25% de las medicamentos indicados para tratar alguna enfermedad
proviene de plantas. De los 252 medicamentos considerados como basicos y
esenciales por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el 11% tienen su origen
exclusivamente de plantas y un nimero significativo de medicamentos sintéticos son

obtenidos a partir de precursores naturales (Rates, S., 2001).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que 80% de las personas
que viven en paises en desarrallo hacen uso casi exclusivo de la medicina tradicional,
en especial de la fitoterapia. Esto significa que aproximadamente 3,300 millones de
personas usan plantas medicinales. Por este motivo, las plantas medicinales deben ser

estudiadas por seguridad y eficacia (Eloff, J. N., 1998).

Muchos productos botanicos contindan hoy en uso de una forma idéntica o muy
similar a como han sido usados por miles de anos. El uso a través de la historia de las
plantas medicinales da credibilidad para servir de soporte sobre los efectos benéficos

de las plantas en la prevencion y tratamiento de la enfermedad (Matthews et al, 1999).

Una planta se denomina medicinal cuando al menos una parte de ella, posee

propiedades medicamentosas (Bruneton, J., 2001).

Durante las ultimas décadas, ha habido un resurgimiento del interés en las
plantas como fuente de medicamentos y de nuevas moléculas. Hay un nimero grande

de razones para esto. Primero, existe una expectativa genuina de los paises en



desarrollo en que sus problemas relacionados con medicamentos pueden ser resueltos
por medio de una explotacién cientifica de las plantas medicinales, algunas de las
cuales han sido usadas por generaciones por muchas poblaciones indigenas. Ademas,
hay una revolucidon mundial por lo “ecoldgico” lo cual se ve reflejado en la creencia de
que los remedios herbales son mas seguros y causan menos dafo al cuerpo humano

que los medicamentos sintéticos.

Mads aln, haciendo hincapié en este aumento del interés en las plantas, es el
hecho de que muchos medicamentos importantes actualmente en uso fueron derivados
a partir de las plantas o bien, a partir de moléculas precursoras cuyo origen fueron las

plantas (Williamson et al, 1996).

De esta forma, existe un creciente interés mundial en el uso de medicina
basada en plantas para la prevencion y el tratamiento de muchas enfermedades. La
extraccion y caracterizacion de compuestos activos a partir de plantas medicinales ha
resultado en el descubrimiento de nuevos medicamentos con alto valor terapéutico.
Ademas, uno de los recursos que existen para la busqueda de sustancias
biologicamente activas es el monitoreo sistematico de plantas, el cual ha sido fuente de
muchos y Gtiles farmacos como son: el digitalis, el taxol, la morfina, la quinina, la
aspirina y la artemisinina entre otros. Sus aplicaciones clinicas han ayudado a revivir el
interés en las plantas superiores como fuentes de nuevos medicamentos. Las plantas
también han producido moléculas las cuales son herramientas extremadamente
valiosas en la caracterizacién de enzimas y en la clasificacién de los sistemas
receptores, tal es el caso de la morfina, la muscarina, la atropina y la nicotina (Huie, C.,

2002) , (Salvat et al, 2001).



A pesar de la importancia que representa el estudio de las plantas medicinales,
se estima que de las 250,000 a 500,000 especies de plantas, tan solo un 10%
aproximadamente ha sido investigado fitoquimicamente y mas adn, un porcentaje
menor ha sido estudiado adecuadamente en términos de sus propiedades

farmacolégicas (Rates, S., 2001).

Los constituyentes de las plantas pueden ser aislados y usados directamente
como agentes terapéuticos, como materiales de inicio para |la sintesis de
medicamentos o0 bien, pueden servir como modelos para compuestos

farmacolégicamente activos en la sintesis de medicamentos (Hosler et al, 1987).

El mercado de los productos de fitolerapia ha experimentado asimismo una
dinamica evolucién. Cuantitativamente los europeos gastaron, en 1995, 35 mil millones

de francos en productos fanmaceéuticos a base de plantas (Bruneton, J., 2001).

Es asi como algunos cientificos esperan que el reino vegetal tenga la clave del
entendimiento de la compleja bioquimica / patologia humana y la cura de muchas de
las enfermedades que sufre el hombre. De esta forma, los laboratorios del mundo
dedicados a la fitoquimica estan comprometidos en el monitoreo de las plantas por su

actividad biolégica con potencial terapéutico.

Ademas es importante considerar el hecho de que las plantas poseen un amplio
rango de diversidad estructural, consecuencia de las diferentes rutas biosintéticas que
éstas han sufrido a lo largo del tiempo (Phillipson, D., 2001). Sin embargo, a pesar de
los multiples beneficios que las plantas pueden ofrecer como fuentes de

medicamentos, debe considerarse que su estudio implica conocimientos tanto de



botanica como de quimica organica, ya que los extractos de tales plantas no son
facimente estandarizados precisamente por la diversidad estructural que éstos

presentan (Hasso, H., 1997).

1.2. El uso de Plantas Medicinales como Agentes Antimicrobianos

A pesar de que se ha logrado un progreso importante en el control de las
principales enfermedades infecciosas, en 1997 cerca del 43% del total de muertes en
los palses en desarrollo fueron debidas a enfermedades infecciosas y parasitarias,
tales como enfermedades respiratorias agudas, tuberculosis, diarrea y VIH/SIDA. Se
calcula, segun datos de la OMS, que las enfermedades infecciosas causan mas de 13
millones de defunciones al afio. Ofro dato que revela este hecho es que actualmente
un tercio de la poblacion mundial esta infectada con Mycobacterium tuberculosis y
cada afo hay de 2 a 3 millones de muertes en el mundo debido a este microorganismo

(Newton et al, 2002).

La neumonia considerada la mas mortal de todas las infecciones respiratorias
agudas (IRA); provoca la muerte de mas nifios que cualquier otra enfermedad
infecciosa, produciéndose principalmente en los paises en desarolio (WHO,1998),

(WHO, 1999).

La medicina tradicional ha sido una importante fuente de productos para los
paises en desarrollo en el tratamiento de infecciones comunes; por tal motivo, distintos
grupos de investigadores en todo el mundo, se han interesado en la investigacién de
plantas medicinales locales con propiedades anti-infecciosas con el objeto de proveer

bases cientificas para el conocimiento popular y ftradicional. Estos estudios han



permitidoc la seleccion de nuevos productos de plantas con propiedades
antimicrobianas potencialmente (tiles para estudios farmacoldgicos y clinicos
posteriores, los cuales eventualmente podrian llegar a ser nuevos medicamentos para

combatir las infecciones (Navarro et al, 1998).

El descubrimiento de nuevos medicamentos Utiles contra enfermedades clinicas
causadas por bacterias, levaduras, hongos y virus no s raro entre plantas superiores y
el potencial para encontrar quimioterapéuticos utiles a partir de plantas medicinales en
México es alto, ya que la cultura indigena mexicana posee una herencia rica en el
tratamiento de tales infecciones respiratorias con el uso de plantas medicinales (Rojas

et al, 2001), (Dimayuga et al, 1998).

Una de las razones que respaldan con mayor fuerza la probabilidad de obtener
compuestos antimicrobianos originados a partir de plantas, es el hecho de que dichos
compuestos podrian inhibir el crecimiento bacteriano por un mecanismo diferente que
el de los antibioticos convencionales y el resultado de estudiar dicho mecanismo,
podria tener valor clinico en el tratamiento de cepas micrabianas resistentes (Eloff, J.

N., 1998).

Las caracteristicas deseadas para los candidatos a ser “nuevos medicamentos”
incluyen diferentes mecanismos de accion para evitar resistencia cruzada con los
medicamentos ya existentes, propiedades biofarmacéuticas y farmacocinéticas
favorables asi como baja incidencia de efectos secundarios; siempre y cuando se tome
en cuenta la dosis a la cual es administrado tal agente antimicrobiano (Agrawal et al,

2001).



En el punto inicial de esta estrategia, es esencial detectar la actividad
antimicrobiana de cada extracto crudo obtenido de las plantas, observando la
respuesta del crecimiento in vitro de los diferentes microorganismos frente al extracto
de la planta puesto en contacto con ellos. Varios métodos de monitoreo para detectar
la actividad antimicrobiana han sido desarrollados, entre los cuales se encuentran los
métodos de difusion y dilucion como los mas frecuentemente reportados (Navarro et al,

1998).

1.3. Preparacion del Material Vegetal

1.3.1. Importancia

La preparacion de la muestra es el primer paso en el analisis de plantas
medicinales, ya que es necesario extraer los componentes quimicos deseados a partir

del material inicial para una posterior separacion y caracterizacion (Huie, C., 2002).

La compleja composicién de las plantas varia de acuerdo a las condiciones de
crecimiento (tipo de suelo, clima y estacion), los procedimientos de cosecha y las

técnicas de almacenamiento (Hasso, H., 1997).

1.3.2. Fases de la Preparaciéon del Material

La preparacion del material se puede dividir en 4 fases las cuales son;
e Fase |: Seleccién del material

e Fase |I: Colecta

e Fase lll: Alimacenamiento

e Fase |V: Etapa extractiva



e Fase l: Seleccion

La seleccion de una planta para la investigacion como posible fuente de
medicamentos, es el paso mas critico y frecuentemente el menos entendido de

todo el proceso (Hosler et al, 1987).

Todas las plantas superiores elaboran metabolitos secundarios, los
cuales pueden ser de interés médico potencial. Por lo tanto, la determinacin
del criterio de seleccion de las plantas para una subsecuente investigacion
fitoterapéutica es quiza tan importante como la investigacién en si (Williamson

et al, 1996).

A continuacién se muestran los principales criterios de seleccion:

a) Seleccion Basada en el uso Tradicional: Criterio Etnofarmacologico

La Etnobotanica, rama de la botanica que asume la valoracién cultural
que de los recursos vegetales hacen las diversas etnias, ha centrado sus
esfuerzos en la clasificacién cientifica de las especies vegetales y en la
sistematizacién de la informacién popular sobre el uso, casi siempre ancestral,
que de las plantas medicinales hace una comunidad en particular. La
informacién Etnobotanica se difunde habitualmente mediante la creacion de
herbarios (colecciones de plantas secas taxondmicamente organizadas), libros,
catalogos de modelos computarizados, que reunen los datos sistematicos sobre

las propiedades medicinales atribuidas a las plantas medicinales, colectadas en



los temitorios donde se utilizan estos recursos bioldgicos (Aguilar-Contreras et

al, 1998),

Es a partir de la informacién Etnobotanica que en la actualidad se inicia
el proceso de investigacion cientifica de una planta medicinal. Este proceso
implica el disefio y aplicacion de una metodologia que valore la utilidad del
recurso vegetal utilizado en la practica médica popular o tradicional. Mientras no
se realice esta evaluacidn y corroboracidn cientifica de los beneficios
medicinales atribuidos a una especie, {a informacién Etnobotanica no pasara de

ser solo un valioso testimonio de la cultura popular.

Utilizando este criterio, el quimico esperaria encontrar en el extracto de
la planta un constituyente quimico con alguna actividad farmacoldgica

apropiada (Williamson et al, 1996).

b) Plantas Venenosas

Las plantas venenosas son conocidas en la poblacion indigena, pero
debido a esto, usualmente no son utilizadas como medicinas por la gente de
esa region geografica especifica. Los cientificos en la blsqueda de
medicamentos obtenidos a partir de plantas, frecuentemente no las incluyen
como un grupo de investigacion fitoquimica. Sin embargo, una busqueda de
compuestos altamente especificos y potentes que puedan ser usados como
medicamentos en la medicina modema o como pruebas para la elucidacién de
fenémenos biolégicos, es probable que sea mas productiva entre plantas

venenosas que entre las plantas que son regularmente usadas en la medicina
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tradicional. Muchas de las medicinas mas importantes usadas actualmente y
cuyo origen son las plantas, provienen de plantas venenosas. Como ejemplo se
tiene la atropina, picrotoxina, muscarina y tubocurarina, entre otras (Williamson

et al, 1996).

c) Seleccion Basada en la Composicion Quimica: Criterio
Quimiotaxonémico

A veces los laboratorios dedicados al estudio de metabolitos
secundarios de plantas, se especializan en aislar y estudiar solo una cierta
clase de compuestos. De esta forma, diferentes especies de plantas las cuales
son conocidas por contener esa clase de compuestos, son extraidas y
monitoreadas en el rango mas amplio de modelos como sea posible, sin
importar si han sido usadas o no en medicina tradicional. Esta via de seleccion
del material es ampliamente ayudada por la informacién quimiotaxonémica que
relaciona diferentes clases de compuestos a diferentes especies de plantas

(Williamson et al, 1996).

d) Monitoreo para una Actividad Bioldgica Especifica

Otra forma de proceder, es decidir sobre una serie de modelos
farmacolégicos de laboratorio para una enfermedad especifica y probar los
extractos de las plantas seleccionadas de acuerdo a alguno de los criterios
sobre los modelos para una posible utilidad terapéutica en el tratamiento de tal

enfermedad.
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Utilizando bases de datos computarizadas, es posible predecir qué
especie es mas probable que produzca la actividad bioldgica de interés. En la
ausencia de un banco de datos, las plantas pueden ser monitoredas al azar

(Williamson et al, 1996).

e) Combinacién de Criterios

La decision sobre qué planta investigar puede también estar basada en
una combinacién de criterios. Par ejemplo, las plantas usadas en medicina
tradicional y aquellas que son conocidas por contener un tipo particular de
compuestos, podrian ser investigadas. Este método dependera de la habilidad
quimica disponible y de las facilidades que presente el laboratorio en cuanto a
infraestructura se refiere; el extracto deberd ser monitoreado para un rango de

actividades biolégicas tan amplio como sea posible.

e Fase ll: Colecta

Una vez que la busqueda bibliografica ha conducido a 1a eleccién de la
planta, se debera iniciar la adquisicién de la misma. Un analisis fitoquimico
requiere que el material de la planta sea reconocido como auténtico por un
botanico calificado, asi mismo debera colectarse un espécimen idéntico para su
conservaciéon en un herbario. La porcién de las plantas colectadas para su uso
en el analisis quimico, debera ser preparada cuidadosamente para evitar 1a
alteracion de los metabolitos secundarios que seran extraidos. Deberan elegirse

plantas sanas (Hosler et al, 1987).
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Debe tenerse en cuenta la gran importancia que posee la forma de
recoleccion y conservacion de las plantas, ya que las células vegetales desde el
mismo momento de la recoleccién, sufren un cierto nimero de transformaciones
biolégicas. Asl al separar |a parte aérea de la raiz, se provoca una interrupcion

del flujo alimenticio y de transpiracion.

Las enzimas que contienen y que en condiciones normales favorecen la
formacién de materias activas, empiezan a catalizar procesos de degradacion.
En el organismo vegetal, las reacciones de sintesis organica comienzan a ser
suplantadas por reacciones de degradacion, y el producto se fransforma desde
el punto de vista quimico. Eslas transformaciones se manifiestan con emision
de olor, modificacion de color, entre otras. Una incorrecta recoleccion y
desecacion, aumenta la cantidad de productos de degradacidon, por lo que la

planta pierde parte de su calidad (http//personal.redesth.es/martin/pfito.htm).

Existen factores externos tal como la vanacion en la estacion al
momento de realizar la colecta que afectaran la presencia de metabolitos
secundarios en las plantas. Estd bien establecido que la produccion de
metabolitos secundarios en la planta esta asociado con tales factores externos
como el periodo de floreo, la temperatura, el habitat, asi como el periodo del dia

en el que se realice la colecta, entre otros factores (Hosler et al, 1987).



13

e Fase lli: Aimacenamiento

A pesar de que puede utilizarse material fresco o seco como fuente de
componentes secundarios de plantas, la mayoria de los cientificos que trabajan
en el aislamiento de los componentes secundarios de plantas, tienden a usar

material seco por las siguientes razones:

° Hay menos problemas asociados con la extraccion a gran escala de

material de plantas seco que con material fresco.

) Es mas dificil frabajar con material fresco debido a las diferencias en el
contenido de agua, el cual podria afectar |la solubilidad o 1a subsecuente

separacion por medio de la extraccion liquido-liquido.

. La mayoria de las plantas son usadas en la medicina tradicional por los

curanderos en su forma seca. (Eloff, J. N., 1998).

¢ Fase |V: Etapa Extractiva

El procedimiento de extraccién juega un importante papel en el esfuerzo
total de asegurar y proveer productos herbales de alta calidad a los

consumidores de todo el mundo (Huie, C., 1997).

Cuando la naturaleza quimica de los compuestos es conocida
(informacion quimiotaxonémica) los métodos de extraccion deben estar dirigidos

a la obtencién de estos compuestos con la mayor pureza posible.
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Cuando la composicidbn quimica es desconocida, el proceso de
extraccion puede estar basado en el uso que la planta tiene en medicina
popular, o bien el llevar a cabo varias extracciones con solventes cuya polaridad

se fuera incrementando (Rates, S., 1997).

1.4. Preparacién de los Extractos

1.4.1. Importancia

La informacién de cémo una planta es usada por un grupo étnico es muy
importante, ya que el procedimiento de preparacién podria indicar cual es el mejor

método de extraccion para cada planta especificamente (Rates, S., 2001).

El bajo porcentaje de plantas que ha sido estudiado para algun tipo de actividad
bioldgica, se debe en parte a las dificultades que representa el manejo de los extractos
de plantas, ya que estos son considerados mezclas muy complejas y parcialmente,
debido a que muchas de las regiones que cuentan con mayor biodiversidad en el
mundo, han estado relativamente inaccesibles para los colectores de las plantas. El
primer problema es afrontado por varios laboratorios, los cuales trabajan en mejorar los
métodos de extracciébn, de manera que se logren obtener extractos mas faciles de

fraccionar y consecuentemente, de estudiarios (Harvey, A., 2000).

La limitacién relacionada a la cantidad de material que puede ser obtenida ha
sido gradualmente superada por el uso de métodos modemos de extraccién,
purificacion, aislamiento y el desarrollo de bioensayos sensibles altamente especificos

(Rates, S., 2001).
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La estandarizacién de los productos es un trabajo necesaric para confirmar la
estabilidad de el o los ingredientes activos de plantas medicinales. De aqui radica a
importancia de realizar bien la extraccién. Por este motivo, las formulaciones de
productos naturales deben estar estandarizadas para entregar una cantidad conocida
de ingrediente(s) activo(s) segln la dosis recomendada. La estabilidad de los principios

activos aislados y cuantificados debera ser evaluada.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1. Descripciéon del Problema

Como se sefald anteriormente, el proceso de exiraccion ha sido uno de los
pasos mas criticos cuando se trabaja con plantas medicinales, ya que en esta etapa se
presentan con frecuencia un sinndimero de problemas, originados sobre todo por que
los extractos de plantas son considerados mezclas complejas. Esto representa una
limitacion considerable al momento de realizar investigaciones fitoquimicas. Se sabe,
ademas, que dentro del proceso de extraccion uno de los principales problemas radica

en la eleccion del solvente extractante.

De acuerdo a lo reportado en |a literatura por distintos grupos de investigadores,
existe una gran variedad de solventes usados para la extraccidén de principios activos
de plantas superiores lo cual a lo largo del tiempo ha impedido que se elija alguno de
esos solventes como el idéneo para el monitoreo y aislamiento de los componentes

antimicrobianos en plantas (Eloff, J. N., 1998).

En 1998 Eloff, J. N. llevé a cabo un estudio en el cual el objetivo fue determinar
cuil solvente de extraccién era el mas adecuado para la obtencién de extractos con

actividad antimicrobiana en una cepa de S. aureus. Los extractos de dos plantas
16
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originarias de Sudafrica (Anthocleista grandifiora y Combretum erythrophyilum) fueron
obtenidos con solventes de distinta polaridad, entre ellos acetona, metanol, etanol,
cloruro de metileno, agua y mezclas de ellos. Para asombro de muchos, el solvente
con el que se obtuvo la mayor actividad antimicrobiana fue la acetona, considerada
desde siempre un solvente con pocas cualidades para ser usado en el area de

praductos naturales por catalizar reacciones de degradacion.

Asi pues, a pesar-de que el uso de plantas medicinales aunado al nimero de
investigaciones fitoquimicas ha aumentado considerablemente en las (ltimas décadas,
la eleccién de uno u otro solvente ha sido y es, un problema eon el que se enfrentan
con frecuencia los investigadores; ya que normalmente se tiende a usar aquel solvente
con el que se han tenido buenos resultados en el laboratorio; sin embargo no en todos

los casos se elige el solvente mas apropiado para ese fin.

En la tabla | se muestran algunos ejemplos de como en aiios recientes en
muchas partes del mundo se han estudiado plantas con actividad antimicrobiana
utilizando una gran diversidad de solventes de extraccién para las mismas. Esta
observaciéon hace notar la falta de homogeneidad que existe en los criterios de
seleccidn de uno u otro solvente y al mismo tiempo, revela el alto porcentaje de plantas

superiores a las que se les ha comprobado actividad antimicrobiana.

Otro punto de suma importancia con respecto a la extraccién de componentes
activos a partir de plantas superiores, es el hecho que se desconocen las condiciones
mas adecuadas para la obtencién de los extractos de plantas. Nos referimos
basicamente a las condiciones de trabajo, como son: la cantidad de muestra, el

volumen de solvente, el tiempo y velocidad de extraccién, asi como el tiempo en que
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tales extractos pueden ser almacenados sin perder actiidad. Como fue mencionado
anteriormente, de la misma manera como cada |laboratorio trabaja preferentemente con
uno u otro solvente, asi sucede con las condiciones de trabajo; esto debido a que lo
que a prueba de error funciona, se establece en la mayoria de los casos, como las

condiciones de trabajo usadas con mayor frecuencia por dicho laboratorio.

Una de las lineas de investigacion con las que cuenta el departamento de
Quimica Analitica de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L., es el Aislamiento
Biodirigido de Productos Naturales con Actividad Farmacoldgica, enfocandose
basicamente a la actividad antimicrobiana, por el impacte que las enfermedades
infecciosas tiene a nivel mundial. En dicho departamento, se han realizado varios
estudios fitoquimicos en los que para el monitoreo de plantas superiores con actividad
antimicrobiana se ha utilizado metanol como solvente de extraccidn; la eleccion del
mismo se realizd arbitrariamente, por ser el soivente que se ha usado en estudios
previos con buenos resultados; sin embargo no existe un estudio que fundamente el

uso del metanol como el mejor solvente de extraccion.

Actualmente, se llevan a cabo dos proyectos de investigacion en los cuales se
esta trabajando con diferentes plantas de la regién Noreste de nuestro pals con el fin
de encontrar actividad antimicrobiana. En ambos proyectos, los extractos obtenidos

son en su mayoria metanélicos (Molina S. Gloria, 2002), (Pérez L. Alejandro., 2003).
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Tabla L Solventes de Extraccién Usados en Algunos Estudios de Plantas con Actividad

Antimicrobiana.

Pals del Numero Namero de
AfRo Investigador estudio de Solventes de extraccion | extractos activos
plantas
Acetona, etanal, 2 acetonicos vs S.
1998 Eloff J.N. Sudafrica 2 metanol, cloruro de aureus
metileno,
MeOH:CHCI3:H,O y
agua.
Acetona y agua a 14 aceténicos y 6
1998 | Lall N. y cols. Sudafrica 20 ebullicidn acuosos vs M.
tuberculosis
6 vs M. luberculosis
1998 | Frame A. y cals. | Puerta Rico 50 Etanol al 95%
51 vs S. aureus
50 vs B. subtilis
1998 | Dimayuga R. E. México 109 Etanol 18 vs S. faecalis
y cols. (BCS) 3 vs E. coli
6 vs C. albicans
Cloruro de metilenag, 15 en cloruro de
clorofermo, hexano, metileno, 2
1998 | CantrellC. L. y USA 118 éter de petrdleo, éter hexanicos y 1
cols. etilico, acetona, etanol, acetonico vs M.
metanol y agua. tuberculosis
3 cloroformicos vs
C. albicans.
6 metandlicos, 6
hexanicos y 4
2000 | Rojas G. y cols. México 6 Hexano, cloroformo y | cloroférmicos vs S.
(Morelos) metanol. pneumaoniae.
3 hexanicos, 4
cloroférmicos y 1
metandlico vs S.
aureus.
Tshibangu J. y Cloruro de metileno, 3 en cloruro de
2001 cols, Alemania 7 metanol, acetato de metileno vs M.
etilo y agua. tuberculosis
2001 | Newton S. M.y | Inglaterra 43 Metanol 3 vs M. tuberculosis

cols.
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El contar con métodos estandarizados de monitoreo general de plantas con
actividad antimicrobiana es en nuestros dias una necesidad y debido a esto, se
pretende establecer las condiciones mas adecuadas para la obtencién de extractos de
plantas superiores por medio de un Disefio de Experimentos (DOE), en el cual se
evallen las variables mas criticas en el procedimiento de extraccion y de esta forma

mejorar la efectividad de los estudios fitoquimicos.

De esta manera, el presente trabajo esta dividido en dos partes, la primera
concemiente a la fase previa del Disefio de Experimentos (DOE) la cual sirve como
base para la seleccion de las plantas, las condiciones para cada variable (diferentes
niveles), el monitoreo de la actividad antimicrobiana de tales plantas y el conocimiento
del numero de componentes de cada uno de los extractos. La segunda fase es el
Disefio de Experimentos (DOE), por medio del cual se podran definir objetivamente las

condiciones adecuadas para la obtencion de extractos con actividad antimicrobiana.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo General

Establecer las condiciones dptimas de extraccion de principios activos de

plantas con actividad antimicrobiana.
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2.2.2. Objetivos Especificos

1. Seleccionar las plantas medicinales a evaluar en base a estudios previos
realizados en el departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Medicina

de la UANN.L.

2. Realizar la extraccién del material seco seleccionado mediante el uso de
los siguientes solventes: acetona, etanol, metanol, soluciones hidroalcohélicas:
mezcla metanol:agua 80:20 y mezcla etanol:agua 90:10, todos a temperatura

ambiente, asi como agua a ebullicion.

3. Evaluar la actividad biolégica de los extractos obtenidos sobre una cepa

de Staphylococcus aureus resistente.

4, Analizar los extractos activos par Cromatografia en Capa Fina.
5. Llevar a cabo la seleccién del solvente de extraccion més adecuado.
6. Aplicar diseiio de experimentos con el solvente seleccionado por medio

de un analisis factorial fraccional a dos niveles (Plakett y Burman).



CAPITULO 3

MATERIAL Y METODOS

3.1. Equipo, Material y Reactivos

3.1.1. Material Biologico
¢ Hojas de Cordia boissieri (Anacahuita) provenientes de los municipios de

Monterrey, N.L. y Villa de Garcia, N.L., recolectadas en Octubre del 2000.

¢ Hojas de Leucophyllum frutescens (Cenizo) provenientes de los municipios
de Monterrey, N.L. y Villa de Garcia, N.L., recolectadas en Octubre del
2000.

e Frutos de Schinus molle (Pirul) provenientes del municipioc de Arteaga,

Coahuila, recolectados en Octubre del 2000.

o Ralces de Cyperus altemifolius (Papiro) provenientes del municipio de

Santiago, N.L., recolectadas en Diciembre del 2002.

e Microorganismo: Cepa Siaphylococcus aureus resistente IMSS-2501.

22
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3.1.2. Equipo

¢ Molino Thomas Wiley, Laboratory Mill®, modelo 4, malla 2 mm

e Licuadora

e Balanza analitica Ohaus®

¢ Balanza analitica Ohaus®- Analytical Plus

e Pulse Vortexer Glass-Col®

e Mini-Vortex VWR — Scientific Products®

¢ Rotavapor BUCHI® modelo 461 con bafio de agua BUCHI RE 121

« Rotavapor-R BUCHI® con baio de agua HB4 Basic Kika Labortechnik®
e Pistola de desecacidn Desaga® Hidelberg Trockenpult, Type 134100
o Liofilizadora Labconco® 7522800 Freeze Dry —12; Fr

* Plancha de calentamiento Corning® PC-351

¢ Bomba de vacio Gast® US Patent Number 3,658,350

¢ Incubadora a 37°C Stabil-Therm®

e Lamparas Spectroline® Highest Ultraviolet Intensity a 2564 y 365 nm

3.1.3. Material

¢ Tubos de ensaye Pyrex® de 16 mm x 150 mm con tap6n de rosca
e Tubos de boca esmerilada Pyrex® 24/40 de 50 mL de capacidad
e Microtubos Eppendori® de 1.5 mL

e Pipeta automatica Wilson® de 50, 100 y 1000 pL con puntillas

o Pipetas lineales -
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e Micropipeta multicanal Transferpette® de 8 canales
e Pipetas Pasteur

e« Frasco para liofilizar Labconco® capacidad de 80 mL
s Placas de porcelana

» Cromatofolios AL TLC de Silica Gel 60 Fy54 Merck®

e« Embudos de filtracién rapida

e Cajas Petri

s Acrodiscos PTFE y GHP con filtro de 0.22 pm Gelman®
¢ Microplacas de 86 pozos

e Jeringas

= Espatulas delgadas

e Vasos de precipitado Pyrex®

e Cronémetro

e Papelfiltro

e Papel aluminio

e Parafim®

3.1.4. Reactivos y Solventes

e Acetona grado analitico CTR®

* Etanol grado analitico CTR®

¢ Metanol grado analitico CTR®

e Agua destilada

o Eter de petréleo grado analitico Merck®

e Acetato de etilo grado analitico Fermont®




e Cloroformo grado analitico Merck®

o DMSO grado analitico Fisher Scientific®
e Nitrégeno gas del alta pureza, AGA®

* Yodo en cristales

¢ Indicador de crecimiento Alamar Azul Trek Diagnostic®

3.1.5. Medios de Cultivo

e Agar Mueller Hinton DIFCO® 225250

e Caldo Mueller Hinton DIFCO® 275730

3.1.6. Antibidticos

» Penicilina (Bencilpenicilina sédica)

» Vancomicina

3.1.7. Software

e STATGRAPHICS Plus version 5.0

25
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3.2. Métodos

PARTE I: Fase Previa al Disefio de Experimentos

3.2.1. Preparacion del Material Biolégico

Las hojas de Leucophyllum frutescens (Cenizo), de Cordia boissieri
(Anacahuita) y los frutos de Schinus molle (Pirul) fueron recolectados en Octubre del
2000. Las raices de Cyperus alternifolius (Papiro) se recolectaron en Diciembre del

2002. Todas las colectas fueron hechas en la region Noreste de México

Previo a ser molidas, todas las plantas se dejaron secar a temperatura
ambiente, se limpiaron, y en el caso especifico de las raices de Cyperus alfernifolius,
éstas se lavaron con agua y se secaron con papel una por una pasandoles aire fresco
con una secadora. Una vez que el material vegetal se secd, fue molido en licuadora y

finalmente en molino.
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En las figuras 1 a la 4, se muestran las fotografias de cada una de las plantas

seleccionadas.

Figura 3. Schinus molle Figura 4. Cordia boissieri
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3.2.2. Extracciones del Material Seco

Una vez molido el material elegido, fueron pesados por separado 1g de cada
una de las partes de las plantas y colocados en tubos de ensaye de 16 mm x 150 mm

con tapén de rosca.

Se procedid a realizar las extracciones con cada uno de los siguientes

solventes:
1. Acetona
2, Metanol
3. Etanol

4, Solucion hidroalcohdlica de metanol:agua (80:20)
5. Solucion hidroalcohdlica de etancl:agua (90:10)

6. Agua a ebullicion

Todas las extracciones se realizaron a temperatura ambiente, a excepcion de
las extracciones realizadas con agua, en las cuales fue necesario simular la

preparacion de una infusion.

Cada una de las plantas fue extraida por separado usando los seis solventes

mencionados, de forma tal que al final se contd con 24 extractos.

Las extracciones realizadas con acetona, metanol, etanol, solucién
hidroalcohdlica de metanol:agua (80:20) y solucién hidroalcohdlica de etanol:agua
(90:10), se llevaron a cabo de forma idéntica, tratando de no anadir variables a ninguna

de las extracciones.
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Las condiciones en cada una de las extracciones fueron las siguientes:

Volumen total de solvente: 20 mL
Tiempo total de extraccion: 15 min
Numero de extracciones: 3

Velocidad de agitacion: 8 RPM

El procedimiento realizado en todas las extracciones a excepcién de las que se
llevaron a cabo con agua a ebullicidn es descrito a continuacion: A 1g del material
molido y pesado se le agregaron 10 mL del solvente comrespondiente, el tubo fue
tapado y agitado por 5 minutos constantemente a 8 RPM en vortex, usando cronémetro
para respetar los tiempos indicados. Pasados los primeros 5 minutos, el extracto se
filtré en embudo de filtracion rapida con papel filtro; se recogio el filtrado en un tubo de
boca esﬁeﬁlada de 24/40 de 50 mL de capacidad. Posteriormente se realizé la
segunda extraccion al material vegetal remanente que se encontraba en el tubo, pero
el volumen de solvente fue de 5 mL extrayendo nuevamente por $§ minutos a la misma
velocidad. El filtrado obtenido se junté con el correspondiente a la primera extraccion,
Finalmente, se realizd la tercera extraccion usando 5 mL del solvente por § minutos a
la misma wvelocidad, juntando el filtrado obtenido con el de las dos extracciones

anteriores.

Una vez realizadas las tres extracciones, el volumen final de extracto fue
sometido a evaporacién en rotavapor a una temperatura controlada de 38°C. El tiempo
requerido para tal propésito dependié del punto de ebullicién del solvente que habia

sido utilizado en cada extraccion, en un-rango comprendido de 40 minutos como
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minimo y hasta 2.5 horas como maximo para el caso de las soluciones
hidroalcohdlicas. Cabe sefialar que en el caso de estas ultimas, fue necesario formar
azeotropos mediante la adicién de pequeiios volimenes de etanol, esto con el fin de
lograr evaporar las pequenas porciones de agua presentes en dichas soluciones

hidroalcohélicas, que impedian la evaporacion total del solvente de extraccion.

Una vez secos, cada uno de los extractos se resuspendieron en metanaol,
mediante el uso de una espatula para raspar las paredes del tubo. Se puso especial
cuidado en utilizar la menor cantidad posible de metanol para la recuperacién de
dichos extractos. Cada uno de los extractos resuspendidos, fueron colocados en tubos

eppendorf previamente etiquetados y pesados.

Para secar por completo los extractos, se utilizd primeramente un flujo de
nitrégeno usando una punﬁil|a para cada extracto, de manera que se evitd la
contaminacién entre un extracto y otro. Pasteriormente, los extractos se llevaron a
sequedad total al vacio en una pistola de desecaciéon a una temperatura de 38°C
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, los tubos se pesaron en balanza analitica
para conocer la cantidad obtenida de cada extracto y asi el porcentaje de recuperacion

de cada una de las extracciones.

Para el caso de la extraccion con agua a ebullicidon; una vez que el agua se
encontraba en ebullicion, se realizé la pnmera de tres extracciones con 10 mL de agua
sobre 1g del material seco de cada una de las cuatro plantas. Luego se filtrd en
embudo de filtracidn rapida y papel filtro, y el filtrado se recogié en un frasco para
liofilizar (Fast Freeze Flask) de 80 mL. Posteriormente se llevaron a cabo las otras dos

extracciones con un volumen de 5 mL de agua a ebullicion en cada una. Las tres
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extracciones se realizaron por § minutos a una velocidad de 8 RPM. Al igual que con el

resto de los solventes, se realizé todo a las mismas condiciones.

Ei volumen de filtrado correspondiente a las tres extracciones acuosas de cada

planta, fue liofilizado.

Los 24 extractos secos fueron almacenados a una temperatura de
aproximadamente 4°C, los tubos se mantuvieron perfectamente cerrados y cubiertos
con parafilm® y papel aluminio para evitar la fotodegradacién. Asi permanecieron hasta

que fueron sometidos a las pruebas de actividad biolgica.

3.2.3. Evaluacion de la Actividad Biologica

La evaluacion de la actividad biolégica de cada uno de los extractos se realizé

por medio de la Técnica de Microdilucién en placa (Jorgensen et al, 1999).

El microorganismo utilizado para conocer la actividad antimicrobiana de los
extractos obtenidos, fue una cepa de Staphylococcus aureus resistente a penicilina

IMSS- 2501.
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3.2.3.1. Preparacion del Medio de Cultivo

® Agar Mueller Hinton: Se preparé la cantidad requerida para cada
experimento segun las indicaciones del envase. Se suspendieron 38
gramos del polvo en un litro de agua destiada. Se mezclaron
vigorosamente calentando con frecuente agitacion, se dejo hervir por 1

minuto para disolverlo por completo. Finaimente se colocaron en la

autoclave a 121°C por 15 minutos.

. Caldo Mueller Hinton (Base para pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana de microorganismos aerobicos por métodos de dilucién
en caldo). Se prepard la cantidad requerida para cada experimento
segun las indicaciones del envase. Se suspendieron 21 gramos del polvo
en un litro de agua destilada, luego se calentd suavemente para disolver.

Posteriormente se llevé a la autoclave a 121°C por 15 minutos;

manteniendo un pH final de 7.310.1.

3.2.3.2. Preparacion del Inoculo

A partir de la cepa de S. aureus resistente a penicilina IMSS-2501, se
sembré en estriado en agar Mueller Hinton, se incubé de 18 a 24 horas. Pasado
este tiempo, cuatro a cinco colonias fueron resuspendidas en 3 mL de caldo
Mueller Hinton y se incub6 el mismo periodo de tiempo. A partir del cultivo en
caldo, se inocularon 50 ulL a 3 mL de Caldo Mueller Hinton (CMH) y se incubd
bajo las mismas condiciones hasta alcanzar 0.5 en la escala de Mc Farland,

para posteriormente realizar una dilucién 1:50 con el mismo medio de cultivo.



33

3.2.3.3. Preparacion de los Extractos

Se pesaron 2 mg de cada extracto en tubos eppendorf y se disolvieron
en 200 pl. de DMSO para el caso de los exiractos de Leucophyilum frutescens
(Cenizo) y Cyperus alternifolius (Papiro), 50 pL de etanol fue usado para los
extractos de Schinus molle (Pirul) y para los extractos de Cordia boissieri
(Anacahuita) se utilizé unicamente CMH ya que estos extractos se solubilizaron
rapidamente en el medio de cultivo. Una vez solubilizados los extractos, el
volumen fue completado a 1000 pL con el mismo medio de cultivo, para

posteriormente ser filtrados en acrodiscos PTFE y GHP con filtro de 0.22 pm.

Los extractos acuosos de Cenizo, Papiro y Pirul asi como todos los
extractos de Anacahuita fueron filtrados en acrodiscos GHP; el resto de los

extractos se filtraron con acrodiscos PTFE.

3.2.3.4. Preparacion de Controles

A) Controles de Antibiéticos

Se utiliz6 como control negative Penicilina (Bencilpenicilina sédica) y
como control positivo Vancomicina. Para la Vancomicina, se prepard una
solucién stock de 256 pg/mL; mientras que para la Penicilina, se prepard una
solucion de 25.6 pg/mL. Una vez preparadas estas soluciones, se filfraron en

filtros GHP de 0.22 pm para esterilizarlos.



B) Control del Solvente Utilizado

¢ DMSO: Se filtré 1 mL en acrodiscos GHP.
¢ Etanol: Se prepar6 una solucién con 50 pl de etanol y 950 pul de

CMH, se filtroé en acrodiscos GHP.

La preparacién de los controles de extractos (control de Oxido-
reduccion), controles de crecimiento del microorganismo y controles de
esterilidad del medio de cultivo, se defallan en la descripcién de la técnica de

Microdilucion en Placa (3.2.3.5.).

3.2.3.5. Descripcion de la Técnica de Microdilucién en Placa

La técnica de Micradilucién en placa se realizé en placas de 96 pozos
(12 x 8). El primer paso consistié en colocar 200 pl de agua bidestilada estéril a
todos los pozos de la orilla (36 pozos). Se colocaron 100 uL de medio de cultivo
al resto de los pazos. Posteriormente, de la solucion preparada con cada
extracto y de los controles de solventes y antibidticos, se colocaron 100 ul en
los primeros pozos de cada carril. Se realizaron diluciones seriadas al doble con
una micropipeta multicanal, descartando los dltimos 100 pL. Para los controles
de extracto (control de 6xido reduccién), ademas del medio de cultivo se les
adicionaron 100 pL del extracto comrespondiente, se diluyeron al doble para lo
cual se sacaron 100 uL de esa solucién y se agregaron 100 plL del medio de
cultivo de forma que cada extracto llevo su control a una concentracién de 500

pg/mL. Se dejaron pozos con 100 pL de medio de cultivo para control de
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esterilidad del medio y pozos para control de crecimiento del microorganismo. A
los pozos de control de esterilidad se les agregaron 100 pL del medio de cultivo
para completar a 200 ul. Al resto de los pozos se les agregaron 100 pl de la

dilucién 1:50 del microorganismo para completar a 200 pl (ver figura 5).

Las concentraciones para los controles de antibitticos quedaron de la
siguiente forma:
Para Vancomicina: 64, 32, 16, 8 y 4 ug/mL respectivamente.

Para Penicilina: 6.4, 3.2, 1.6, 0.8 y 0.4 ug/mL respectivamente.

La concentracion de los controles de extracto fue de 500 ug/mL para

cada extracto.

Las placas fueron incubadas de 18 a 24 horas a 37 °C.

3.2.3.6. Revelado

Se prepar una solucién con 12 pL de solucién salina y 20 pl de Alamar
Azul. Se agregaron los 32 pl_ a cada pozo. Después de incubar por una hora, se
observo el viraje del color. Si el color azul permanecia, se considero que habia
inhibicién del crecimiento. Si se presentaba viraje a color rosa, se consideré que

habia crecimiento bacteriano.




3.2.4. Andlisis de los Extractos Activos por Cromatografia en Capa Fina

De los extractos que resultaron activos contra la cepa seleccionada, se llevo a
cabo la evaluacién del nomero de manchas presentes en cada uno de ellos, por medio

de la técnica de Cromatografia en Capa Fina (CCF).

Para la realizacion de las pruebas de CCF, los extractos secos fueron disueltos
en una gota de cloroformo, en la mayoria de los casos de forma rapida. El tnico
extracto que no pudo disolverse en cloroformo fue el correspondiente a las hojas de
Cordja bojssieri extraido con la mezcla de etanol:agua (90:10), para el cual se usé

acetato de etilo para disolverio.

Para las pruebas de CCF, se evaluaron cuatro sistemas de eluentes, a saber:
1. Eter de petréleo N _.

2. Eter de petréleo + acetato de etilo (10:1)

3. Eter de petréleo + acetato de etilo (3:1)
4

. Acetato de etilo

Los sistemas de revelado utilizados en CCF fueron tres:
1. Lampara UV a 365 nm

2. Lampara UV a 254 nm

3. Vapores de yodo

Estos sistemas de revelado se seleccionaron en base a lo reportado en la

literatura (Orioll et al, 2002), misma que se muestra en la tabla II:
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Tabla Il. Tipos de Reveladores Usados en Cromatografia en Capa Fina.

Luz UV 254-366 nm

Revelador Aspecto Tipo de sustancias
observables
Manchas fluorescentes | Compuestos orgdnicos
Luz UV 254-366 nm sobre fondo oscuro fluorescentes
Manchas oscuras sobre | Compuestos aromaticos

fondo fluorescente

y heterociclicos

Vapores de yodo

Manchas pardas sobre
fondo amarillo

Compuestes organicos
especialmente

insaturados

3.2.5. Seleccién del Solvente de Extracciéon mas Adecuado

Para llevar a cabo la seleccién del solvente de extraccién mas adecuado, fueron

considerados tres parameftros en orden de prioridad:

e La actividad antimicrabiana medida en CMI

« El porcentaje de recuperacion

e Los resultados de CCF obtenidos para los extractos activos



PARTE I(l: Diseno de Experimentos

Las plantas usadas en el DOE fueron las siguientes:
» Hojas de Cordia boissieri (Anacahuita) extraida con mezcia de etanol:agua
(90:10).

o Frutos de Schinus molie (Pirul) extraidos con metanol.

3.2.6. Diserio de Experimentos

Para este fin, fue utilizado un andlisis factorial fraccionado a dos niveles 2*
(Método de Plakeft y Burman) (Box, G. et al, 2001). Los cuatro factores evaluados
fueron: el volumen de solvente, la velocidad de extraccion, el tiempo de extraccion y el
tiempo de almacenamiento. Para definir el valor de cada nivel, se partic de un nivel
medio el cual correspondié a las condiciones de trabajo descritas en la seccion 3.2.2;
se trabajdé con un nivel por arriba y un nivel por debajo de los valores asignados en la

fase previa al DOE.

La tabla lll muestra los valores asignados para cada uno de las factores con las

unidades utilizadas.
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Tabla lll. Niveles Asignados a cada uno de los Factores Evaluados en el Diserio de

Experimentos.
Factores Nivel Bajo (-1) Nivel Medio (0) Nivel Alto (+1)
Volumen de 13mL 20 mL 27 mL
solvente
Velocidad de 6 RPM 8 RPM 10 RPM
extracclén
Tiempo de 9 min 15 min 21 min
Extraccion
Tiempo de 10 dias 40 dias 70 dias
almacenamiento

Un disefio factorial 2* fraccionado (media fraccion), implica 8 combinaciones
diferentes para los distintos factores en sus niveles alto y bajo. Adicionalmente fue
incluida una combinacién en la que se trabajé con las condiciones originales, es decir,
todos los factores en su nivel medio que resultaron en 9 combinaciones diferentes.
Considerando que se trabajé con una replica para conocer la variabilidad de la
respuesta bajo condiciones idénticas, el disefio seleccionado consta de 18 ensayos

para cada planta, de forma que el total de extracciones (ensayos) fue de 36.



Cabe sefialar que para ambas plantas, las combinaciones realizadas fueron

exactamente las mismas, las cuales se muestran en la tabla IV. Los bloques 1y 2

indican la réplica realizada para cada combinacion.

Tabla IV. Planeacion

Desarrollo del Trabajo Experimental

Blogue| Volumen | Velocidad | Tiempode [ Tiempo de # de #de
de solvente de extraccién |almacenamiento| ensayo de | ensayo de
extraccion C. boissieri| S. moile
1 13 mi 6 rpm 9 min 10 dias 1 11
1 27 ml 6 rpm 9 min 70 dias 21 30
1 13 ml 10 rpm 9 min 70 dias 23 31
1 27 ml 10 rpm 9 min 10 dias 3 13
1 13mi 6 rpm 21 min 70 dias 25 33
1 27 ml 6 rpm 21 min 10 dias 5 15
1 13 mi 10 rpm 21 min 10 dias 7 17
1 27 mi 10 rpm 21 min 70 dias 27 35
1 20 ml 8 rpm 15 min 40 dias 10 19
2 13 ml 6 rpm 9 min 10 dias 2 12
2 27 ml 6 rpm 9 min 70 dias 22 29
2 13 mi 10 rpm 9 min 70 dias 24 32
2 27 ml 10 rpm 9 min 10 dias 4 14
2 13 ml 6 rpm 21 min 70 dias 26 34
2 27 ml 8 rpm 21 min 10 dias 6 16
2 13 ml 10 rpm 21 min 10 dias 8 18
2 27 ml 10 rpm 21 min 70 dias 28 36
2 20 ml 8 rpm 16 min 40 dias 9 20




a1

3.2.6.1. Trabajo Experimental: Extracciones del Matenal Seco

El procedimiento de extraccion se llevd a cabo siguiendo el mismo
esquema gque en el punto 3.2.2 a con las combinaciones establecidas en la

tabla IV:

Todas las extracciones fueron realizadas con 1g de material seco y
molido. Se llevaron a cabo en tubos de ensaye con tapén de rosca y se agité

con vortex.

De la misma manera como se hizo en la fase previa al DOE, los
extractos fueron evaporados en rotavapor a 38°C. Posteriormente fueron
recuperados con metanol y secados con nitrégeno en tubos eppendorf para

llevarios a sequedad total en pistola de desecacion a 38°C.

Después de haber secado por completo los extractos, los tubos fueron
pesados para conocer la cantidad obtenida de cada uno de ellos y asi calcular

el porcentaje de recuperacion de cada una de las extracciones.

Todas las extracciones se realizaron por duplicado.

3.2.6.2. Evaluacion de la Actividad Biol6gica

La evaluacion de la Actividad Bioldgica se realizé siguiendo el mismo

protocolo descrito en la seccion 3.2.3 de la parte | commespondiente a la fase
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previa al DOE; las concentraciones de los extractos fueron de: 500, 250, 125,

62.5, 31.25, 15.62, 7.8, 3.9 y 1.95 pg/mL.

3.2.6.3. Anélisis Estadistico

Se realizo por medio de un andlisis factorial 24, media fraccién. Para este

fin se hizo uso del software STATGRAPHICS Plus version 5.0.



CAPITULO 4

RESULTADOS

PARTE |: Fase Previa al Diseno de Experimentos

4.1. Seleccién del Material Biolégico

La tabla V muestra los nombres cientificos y comunes de las plantas

seleccionadas, asi como las partes de la plantas que fueron objeto de estudio.

Tabla V. Plantas Utilizadas en la Fase Previa al Disefio de Experimentos.

Nombre cientifico Nombre comuan Parte utilizada
de la planta de la planta de la planta
Leucophyllum frutescens Cenizo Hojas
Cyperus altemnifolius Papiro Raiz
Schinus molle Pirul Fruto
Cordia boissieri Anacahuita Hojas




4.2. Extracciones del Material Seco

La tabla VI muestra la cantidad obtenida (en mg) de cada uno de los extractos

realizados durante la fase previa al Disefio de Experimentos.

Tabla V1. Cantidad Obtenida en mg de cada uno de log Extractos con Diversos Solventes en la Fase
Previa al Diseno de Experimentos.

Planta Acetona Metanol Etanol Metanol:agua | Etanol:agua Aguaa
(80:20) (90:10) ebullicidn
L frutescens 4.6 mg 51.4 mg 261 mg | 1145 mg 74.3 mg 88.1mg
S. molle 105.4mg | 1964 m 1546mg | 1798mg | 1981 mg | 178.1mg |
C. boissien 15.7 mg 59 mg 42.5 mg 569mg | 80.7mg | 1528 mg
C. altemifolius 5.9 mg 17.3m 23 mg 54.7 mg 60.4 mg 72.3mg |

En la tabla VIl se muestran los porcentajes de recuperacion obtenidos en las 24

extracciones realizadas con 6 solventes distintos a las 4 plantas seleccionadas.

Tabla VIl. Parcentajes de Recuperacion Obtenidos para cada uno de los Extractos con Diversos
Solventes en la Fase Previa al Diseno de Experimentos.

Planta Acetona Metanol Etanol Metanol:agua | Etanol:agua Aguaa
(80:20) (90:10) ebullicion
L. frutescens 0.46 % 51% 25% 11.5 % 74 % 9.8 %
S. molle 10.5 % 19.6 % 155 % 18 % 19.8 % 17.8 %
C. boissieri 1.6% 59 % 4.3% 57% 8.07 % 1563 %
C. altemifolius 0.59 % 1.7% 23% 55% 6 % 7.2%
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4.3. Evaluacion de la Actividad Biolégica

De un total de 24 extractos analizados por medio de la Técnica de Microdilucién
en placa, 14 mostraron actividad antimicrobiana contra la cepa de S. aureus resistente
IMSS-2501: Seis correspondieron a las hojas de C. boissieri (Anacahuita), cuatro a la

raiz de C. altemifolius (Papiro) y cuatro al fruto de S. molle (Pirul); tal como puede

apreciarse en la tabla VIII.

Tabla VIll. Actividad Antimicrobiana (CMI) en ug/mL de los 24 Extractos Evaluados en la Fase
Previa al Disefio de Experimentos contra la Cepa de Staphylococcus aureus Resistente

IMSS-2501.
Planta Acetona Metanol Etanol Metanol:agua | Etanol:agua Aguaa
(80:20) (90:10) ebullicion
L. frutescens NA NA NA NA NA NA
S. molle 500 pg/mk | 500 pgiml NA 500 pg/mL | 500 pg/mL NA

C. boissieri | 500 ugimi | 31.25 ugmi | 31.25 ygm | 62.5 ugmi | 31.25 ygimi | 125 ugimt |

C. alternifolius NA 500 pg/mL|  S00 ug/mL| 250 pg/mt| 250 pg/mL NA

NA = No activo a 500 ug/mL

=

S N Wk Sl R LA o S0

Cortrol de o
maho aea
{sin moo)

Figura 5. Placa del Bioensayo Realizado con los Extractos de Schinus molle.



En la figura 5 se ilustra una de las cuatro placas de los bioensayos realizados.
En este ejemplo, se muestran los resultados de actividad antimicrobiana obtenidos
para los extractos de Schinus maolle. Los valores mastrados de 500 a 31.25 ug/mL
representan las concentraciones a las cuales se trabajé segun las diluciones seriadas
descritas en el capitulo 3, seccién 3.2.3,5. El camil indicado como EtOH (etanol)
representa al control del solvente utilizado en este caso especifico para disolver los
extractos secos de S. molle. Se muestran los controles de antibidtico tanto positivo
indicado como “AB +° y negativo indicado como “AB —* Los ndmeros del 7 al 12 indican
los carviles us‘ados para cada uno de los 6 extractos. Asi mismo, son senalados los
controles de los extractos (éxido reduccién), de crecimiento del microorganismo y el

control de esterilidad del medio de cultivo.

Es importante hacer mencién que cada pozo posee la misma cantidad de
bacterias, siendo éstas del orden de 1.8 x 10 ® UFC, segun la preparacion del indculo,

descrita en 1a seccion 3.2.3.2 (Jorgensen et al, 1999).

4.4. Analisis de los Extractos Activos por Cromatografia en Capa Fina

Los resultados obtenidos a partir de los 14 extractos activos con los distintos

sistemas de eluentes son los siguientes:

Con éter de petrbleo: No se observé separacion en ninguno de los extractos. Se
usaron los 3 sistemas de revelacién: LAmpara UV a 365 y 254 nm asi como vapores de

yodo.
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Con la mezcla éter de petréleo + acetato de etilo (10:1); Se lograron separar

solo 8 componentes a partir de 4 extractos, todos de la raiz de S. molle. Los 10

extractos restantes no mostraron separacion alguna, tal y como se observa en la iabla

IX.

Con la mezcla éter de petréleo + acetato de etilo (3:1): Se observaron 61

manchas distintas a partir de los 14 extractos activos. Estos datos se muestran en la

tabla X.

Con acetato de etilo: Se lograron observar 37 manchas distintas a partir de los

14 extractos activos, segun se aprecia en la tabla XI.

Tabla IX. Resultados de CCF con la Mezcla Eter de Petréleg + Acetato de Etilo (10:1) como Fase

Mavil.

Frente de la fase mévii: 3.4 cm.

Planta Solvente de Rs a A 365 nm R:a X254 nm Re con yodo
extraccidon
S. molle Acetona No se observé 0.30 0.09
separacion
S. molle Metanol No se observd 0.30
separacién 0.09
S. molfe Metanol:agua No se observé 0.30 0.09
(80:20) separacion
S. molle Etanol:agua No se observo 0.30 0.09

(90:10)

separacion
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Tabla X. Resultados de CCF con (a Mezcla Eter de Petrdleo + Acetato de Etilo (3:1) como Fase
Movil.

Frente de la fase mévil: 3.9 cm.

Planta Solvente de Re a A 365 nm Rr a X 254 nm Rs con yodo
extraccién
0.04 0.04 0.04
0.12 0.12
0.30 0.30
S. molle Acetona 0.40
0.65
0.78
0.86
0.92
0.04 0.04 0.04
0.12 0.12
0.30 0.30
S. molle Metanol 0.65
0.79
0.86
0.92
0.04 0.04 0.04
0.12 0.12
0.30 0.30
S. molle Metanol:agua 0.40
(80:20) 0.65
0.71
0.79
0.92
0.04 0.04 0.04
0.12 0.12
S. molle Etanol:agua 0.30
(90:10) 0.63
0.86
0.92
0.06 0.06
0.16
C. boissieri Acetona 022
0.29 0.29
0.31
0.05
0.16 0.16
0.22
C. boissieri Metanol 0.29 0.29 0.29
0.58 0.58
0.70
0.86
0.88




Continuacion de la tabla X
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Planta Solvente de Rr a A 365 nm R- a A 254 nm Re con yodo
extraccion
0.05
0.08
0.16
C. boissieri Etanol 0.23 0.23
0.29 0.29 0.29
0.71
0.86
0.05 0.05
C. boissieri Metanol:agua 0.27 0.27
(80:20) 0.87 0.87
0.04
0.18
C. boissieri Etanol:agua 0.27 Ninguna mancha
(90:10) 0.36
0.87 0.87
C. baissieri Agua a ebullicién | Ninguna mancha | Ninguna mancha | Ninguna mancha

C. alternifolius Metanol 0.89 Ninguna mancha | Ninguna mancha

C. alternifolius Etanol 0.89 Ninguna mancha | Ninguna mancha

C. alternifolius Metanol:agua 0.89 Ninguna mancha | Ninguna mancha
(80:20)

C. alternifolius Etanol:agua 0.89 Ninguna mancha | Ninguna mancha

(90:10)




Tabla Xi. Resultados de CCF con la Mezcla Acetato de Etilo como Fase Mévil.

Frente de la fase mévil: 3.7 cm.

Planta Solvente de RsaA 365nm R- ai 254 nm Re con yodo
extraccién

0.05
0.47

S. molle Acetona 0.58 0.58
0.92 0.92
0.58 0.05
S. molfe Metanol Ninguna mancha 0.58
0.95
0.05
0.62 0.62 0.62
S. molle Metanol:agua 0.90 0.90
(80:20) 0.93 0.93
0.96

0.04

0.09
0.12
S. molle Etanol:agua 0.51
(90:10) 0.64 0.64 0.64
0.68

0.91 0.91
0.95 0.95
0.97
0.84
C. boissieri Acetona Ninguna mancha 0.92 0.92
0.97
C. boissieri Metanol 0.92 0.92
0.97 0.97
0.84
C. boissieri Etanol 0.91 0.91
0.96 0.96

Metanaol:agua
C. boissieri (80:20) Ninguna mancha | Ninguna mancha 0.97
091 0.91
C. boissieri Etanol:agua 0.97 097
(90:10)

C. boissieri Agua a ebullicién | Ninguna mancha | Ninguna mancha 097




Continuacién de la tabla XI.
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Planta Solvente de Re a1 365nm Rr aA 254 nm R¢ con yodo
extraccion
C. alternifolius Metanol 0.89 Ninguna mancha | Ninguna mancha
C. alternifolius Etanol 0.89 Ninguna mancha | Ninguna mancha
C. alternifolius Metanol:agua 0.89 Ninguna mancha | Ninguna mancha
(80:20)
C. alternifolius Etanol:agua 0.89 Ninguna mancha | Ninguna mancha

(90:10)
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En la tabla Xl se puede apreciar el total de manchas separadas con la mezcla

éter de petroleo + acetato de etilo en proporcion (3:1) y con acetato de etilo, como

fases moviles de las respectivas CCF realizadas a los 14 extractos activos.

Tabla XiIt. Resumen del Namero Total de Manchas Observadas con dos Sistemas de Eluentes: Eter
de Petrdleo + Acetato de Etilo (3:1) y Acetato de Etilo.

Numero total de manchas

Sistema revelador:

Sistema revelador:

Planta Solvente de
sxdtrectinusalo Eter de petréleo + Acetato de etilo
acetato de etilo
(3:1)

S. molle Acetona 8 4

S. molle Metanol 7 3

S. malle Metanol:agua 8 5

S. molle Etanol:agua 6 9

C. boissieri Acetona 5 3
C. boissieri Metanol 8 2
C. boissieri Etanol 7 3
C. boissieri Metanol:agua S 1
C. boissieri Etanol:agua 5 2
C. boissieri Agua a ebullicién 0 1
C. alternifolius Metanol 1 1
C. alternifolius Etanol 1 1
C. alternifolius Metanol:agua 1 1
C. alternifalius Etanol:agua 1 1
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4.5, Seleccion del Solvente de Extraccion mas Adecuado

En las tablas Xill y XIV se muestran los dos criterios que se tomaron en
consideracion para la seleccion del solvente de extraccién mas adecuado. Para ambas
plantas el primer criterio de seleccién fue la actividad antimicrobiana (menor valor de
CMI) y el segundo criterio de seleccion fue el porcentaje de recuperacién de los

extractos bioloégicamente activos.

Tabla Xlll. Resultados de los Criterios de Seleccion Usados en 108 Extractos de Hojas de Cordia

bolssieri.
Primer criterio Segundo criterio
Solvente de extraccion

CMI po/mL Porcentaje de
recuperacion

Metanol 31.25 5.90 %

Etanol 31.25 4.30 %

Etanol:agua (90:10) 31.25 8.07%

Tabla XIV. Resultados de los Criterios de Selecciéon Usados en los Extractos del Fruto de Schinus

molle.
Primer criterio Segundo criterio
Solvente de extraccion
CMI pg/mL Porcentaje de
recuperacion
Acetona 500 105%
Metanol 500 19.6 %
Metanol:agua (80:20) 500 18.0 %
Etanol:agua (90:10) 500 19.8 %




PARTE li: Disefio de Experimentos

4.6. Diseno de Experimentos

4.6.1. Trabajo Experimental: Extracciones del Material Seco

En la tablas XV y XVI se observa la cantidad obtenida en mg y los porcentajes
de recuperacién para cada uno de los extractos de hojas de Cordia boissieri y fruto de

Schinus molle realizados durante el DOE.

Tabla XV. Cantidad Obtenida en mg y Porcentaje de Recuperacidn para cada uno de los Extractos
de Cordia boissien en el DOE

# de ensayo de C.boissieri | mg de extracto obtenidos % de recuperacion
(segun tabla V)

1 25.1 mg 251 %

21 35.5 mg 3.55 %

23 20.1 mg 2.01 %

3 45.0 mg 4.50 %

25 24.5mg 245 %
51.9mg 519 %

19.2mg 192 %

27 57.8 mg 578 %

10 66.8 mg 6.68 %

2 29.4 mg 294 %

22 39.3mg 393 %

24 18.9 mg 1.89 %

4 45.4 mg 454 %

26 28.1 mg 281 %

6 61.9mg 6.19 %

8 20.8 mg 2.08 %

28 47.8 mg 478 %

9 44 6 mg 4.46 %
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Tabla XVI1. Cantidad Obtenida en mg y Porcentaje de Recuperacién para cada uno de los Extractos
de Schinus molle en el DOE

# de ensayo de S. molle
(segun tabla V)

mg de extracto obtenidos

% de recuperacién

11 109.2 mg 10.92 %
30 1711 mg 1711 %
31 92.2 mg 922 %
13 173.9 mg 17.39 %
33 140.5 mg 14.05 %
15 2148 mg 21.48 %
17 145.1 mg 14.51 %
35 212.8 mg 21.28%
19 182.6 mg 18.26 %
12 1119 mg 11.19 %
29 2141 mg 2141 %
32 120.3 mg 12.03 %
14 187.9 mg 18.79 %
34 1729 mg 17.29 %
16 223.4mg 22.34 %
18 142.4 mg 14.24 %
36 212.3mg 21.23 %
20 190.0 mg 19.00 %

En la tabla XVIl se aprecian los niveles con los que se obtuvieron los

porcentajes de recuperacién mds altos y mas bajos tanto para Cordia boissieri como

para Schinus molle.

Tabla XVII. Niveles con los que se Obtuvieron los Porcentajes de Recuperacion mas Altos y mas

Bajos en Ambas Plantas.

Factor Mayor % de recuperacion | Menor % de recuperacion
Volumen de solvente Nivel alto Nivel bajo
Tiempo de extraccion Nivel alto Nivel bajo
Velocidad de extraccion Nivel bajo Nivel alto




4.6.2. Evaluacién de la Actividad Biolégica

En la tabla XVIII se muestran los resultados de actividad antimicrobiana (CMI)
obtenida en pg/mL para cada uno de los extractos de ambas plantas segin la

planeacién y el desarrollo del trabajo experimental resumido en la tabla IV del capitulo

3.

En las figuras 6 y 7 se muestran como ejemplo dos de las placas de los
bioensayos realizados en esta parte del DOE correspondiente a los extractos de Cordia

boissieri evaluados después de 10 y 70 dias de almacenamiento respectivamente.

En la figura 6 los nameros del 1 al S indican el carril usado para cada uno de los
extractos, al igual que en la figura 7 indicados con los numeros del 25 al 28; los valores
de 500 a 1.95 pg/mL son las concentraciones a las cuales se trabaj6 segin las
diluciones seriadas descritas en las secciones 3.2.3.5 y 3.2.6.2. La Vancomicina fue el
antibidtico usado como control positivo y la Penicilina fue el antibiético usado como
control negativo. Asi mismo se indican los pozos correspondientes a los controles de
esterilidad del medio de cultivo, de crecimiento del microorganismo y de los extractos

(6xido-reduccion); segun lo descrito en la seccién 3.2.3.5.
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Tabla XVIll. Actividad Antimicrobiana (CM!) en pug/mL de cada uno de los Extractos Obtenidos en el
DQE para Cordia boissieri y Schinus molle.

Volumen de Velocidad de Tiempo de Tiempo de CMI CMI
solvente extraccion extracciébn | almacenamiento |  C. boissieri S. molle
13 ml 6 rpm 9 min 10 dias 7.8 250
27 ml 6 rpm 9 min 70 dias 15.62 >500
13 ml 10 rpm 9 min 70 dias 16.62 >500
27 ml 10 rpm 9 min 10 dias 7.8 >500
13 ml 6 rpm 21 min 70 dias 62.5 >500
27 ml 6 rpm 21 min 10 dias 7.8 125
13 mi 10 rpm 21 min 10 dias 78 >500
27 ml 10 rpm 21 min 70 dias 62.5 >500
20 ml 8 rpm 15 min 40 dias 15.62 >500
13 ml 6 rpm 9 min 10 dias 7.8 500
27 mi 6 rpm 9 min 70 dias 15.62 >500
13 ml 10 rpm 9 min 70 dias 31.25 >500
27 ml 10 rpm 9 min 10 dias 7.8 >500
13 ml 6 rpm 21 min 70 dias 62.5 >500
27 ml 6 rpm 21 min 10 dias 16.62 500
13 ml 10 rpm 21 min 10 dias 15.62 >500
27 mi 10 rpm 21 min 70 dias 62.5 >500
20 m) 8 rpm 15 min 40 dias 31.25 250
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Control de esteriidad
del medio

Control de

Corntrol de esteriidad
dal medio

Figura 6. Placa del Bioensayo Realizado con los Extractos de Cordia boissieri Evaluados Después
de 10 dias de Almacenamiento.

Caontrol de extracto

Control de esteriiidad
del medio

Control de crecimiento

Figura 7. Placa del Bioensayo Realizado con los Extractos de Cordia boissieri Evaluados Después
de 70 dias de Almacenamiento.
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4.6.3. Analisis Estadistico
4.6.3.1. Efecto de cada uno de los Factores y sus Interacciones

El gréfico de la figura 8 se construyé a partir de los resultados de los 18
ensayos realizados con las hojas de C. boissieri (Anacahuita); éste muestra el
efecto que cada uno de estos factores y sus interacciones tienen sobre la
variable de respuesta que es la CMI. La linea vertical es la frontera que indica si

el efecto es estadisticamente significativo con un nivel de confianza del 95%.

Grafico Estandarizado de Pareto para CMI_Anacahuita

D:Tiempo_Alma
C:Tiempo_Bt
AB+CD
B:Vel_Bxt
AD+BC

O]
L]
AC+BD .
[l

AVel_Solv

3 B o 2 1%
Efecto estandarizado

Figura 8. Grafico Estandarizado de Pareto que Incluye Todos los Factores para la CMI de Cordia
boissieri (Anacahuita).

De este grafico se desprende que de los factores probados en el DOE,

los que afectan a la actividad antimicrobiana son el tiempo de almacenamiento

y el tiempo de extraccion.
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En la tabla XIX se muestra el Andlisis de Varianza (ANQVA)
complementario a la figura 8, en el cual se expresa de forma numérica el efecto

de todos los factores y sus interacciones.

Tabla XIX. Analisis de Varianza que Incluye Todos los Factores para la CMI de Cordia boissier]
(Anacahuita).

Analisis de Varianza para la CMI_Anacahuita

| Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

A:Vol_Solv 15.2686 1 15.2686 0.72 0.4171 >0.05

B:Vel Ext 15.2686 1 15.2686 072 0.4171 >0.05

C:Tiempo_Ext 2197.97 1 2197.97 104.11 0.0000 &0.05

D:Tiempo_Alma  3908.44 1 3908.44 185.13 0.0000 0.05
AB+CD 1525.88 1 1525.88 72.28 0.0000 0.05
AC+BD 15.2686 1 15.2686 0.72 0.4171 >0.05
AD+BC 15.2686 1 15.2686 0.72 0.4171 >0.05
bloques 122.201 1 122.201 5.79 0.0395

Error total 180.004 9 21.1116

Total (corr.) 8005.56 17

R-Cuadrada = 97.6266 %

R-Cuadrada (ajustada para los grados de libertad) = 95.9652 %
Error Estandar del Estimado = 4 59474

Error Absoluto de la Media = 2.89506

Gl = grados de libertad

4.6.3.2. Efecto de los Factores Estadlstlcamente Significativos en la Actividad
Antimicrobiana
En la figura 9 se muestra un grafico estandarizado de barras realizado
una vez removidos los factores que no resultaron significativos para la CMI de
C. boissieri . En la tabla XX se muestra el ANOVA complementario al grafico de

barras.
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Grafico Estandarizado de Pareto para CMI_Anacahuita
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Figura 9. Grafico Estandarizado de Pareto que Incluye Solo los Factores Significativos para la CMI
de Cordia boissieri (Anacahuita).

Tabla XX. Analisis de Varianza que Incluye solo los Factores Significativos para la CMI de Cordia
boissieri (Anacahuita).

Analisis de Varianza para la CMI_Anacahuita

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
C:Tiempo_Ext 2197.97 1 2197.97 113.80 0.0000
D:Tiempo_Alma 3908.44 1 3908.44 202.37 0.0000
CcD 1525.88 1 1525.88 79.00  0.0000
blogues 122.201 1 122.201 6.33 0.0258
Error total 251.079 13 19.3137

Total (corr.) 8005.56 17

R-Cuadrada = 96.8637 %
R-Cuadrada (ajustada para los grados de libertad) = 96.1916 %
Error Estandar del estimado = 4.39474

Error Absoluto de la Media = 3.01566

Gl = grados de libertad
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La figura 10 muestra la disminucién / aumento de la variable de
respuesta (eje vertical), en funcién de la disminucion / aumento de cada urio de

los factores significativos (eje horizontal).

Grifico de los Efectos Principales
para CMI_Anacahuita
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Figura 10. Grifico da los Efectos Principales para la CMI de Cordia boissieri (Anacahuita).

En la tabla XXI se muestran los coeficientes y la ecuacidn de regresion
para la CMI de C. boissieri, donde los valores de los factores se encuentran
especificados en sus unidades originales (tiempo de almacenamiento en dias,

tiempo de extraccion en minutos).

Tabla XXi. Coeficientes y Ecuacién de R'egresién para la CMI de Cordia boissieri (Anacahuita).

Coeficientes de regresion para CMI_Anacahuita

Constante = 7.57913
C:Tiempo_Ext =-0.216701
D:Tiempo_Alma =-0.292823
CD = 0.0542535

Ecuacion de regresion:

CMI_Anacahuita = 7.57913 -~ 0216701 * Tiempo_Ext — 0.292823 *
Tiempo_Alma + 0.0542535 * Tiempo_Ext * Tiempo_Alma.
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4.6.3.3. Optimizacion

Con el fin de conocer los niveles con los que se obtendrian valores de
CMI mas pequefios, se realizd la optimizacion del DOE con la ayuda del
software, la cual es mostrada a continuacién. En la figura 11 se muestra el
grafico de superficie de respuesta estimada, realizado con los factores que
resultaron significativos: tiempo de extracciéon y tiempo de almacenamiento.
Finalmente se muestran los valores sugeridos como éptimos para la obtencion

de extractos con mayor actividad antimicrobiana.

Superficie de Respuesta Estimada

M"“

2 e

=

m «

g ” ' '

| R A“ A:. " =

Q 113 18 17 18 g 1ia lwempo Alma
Tiempo Ext N

Figura 11. Grafico de Superficie de Respuesta Estimada




Tabla XXII. Niveles con los que se Obtendria el Valor Optimo de CM.
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Optimizacion de |a respuesta.
La meta es: Minimizar la CMI

Factor Bajo Alto Optimo
Tiempo de 3 min 21 min 21 min
Extraccion
Tiempo de 1 dia 70 dias 1 dia

Almacenamiento

Valor éptimo de la variable de respuesta (CMI minimo) = 3.87 pg/mL




CAPITULO 5

DISCUSION

El presente trabajo fue realizado en dos partes; la primera de ellas fue la fase
previa al Disefio de Experimentos (DOE), en la cual se realizaron extracciones de
diferentes plantas usando diversos solventes extractantes; cada una de las
extracciones se planearon para ser realizadas bajo las mismas condiciones de trabajo,
de manera que se lograran obtener resultados de actividad antimicrobiana
representativos de cada extracto, que permitiera comparar objetivamente los
resultados obtenidos. En la segunda parte del estudio, se realiz6 el Disefio de
Experimentos (DOE) utilizando andlisis factonal fraccional a dos niveles (Método de
Plakett y Burman), en el que los niveles (bajo y alto) de cada variable, estuvieron
definidos en base a las exiracciones realizadas en la primera fase del trabajo (nivel

medio).
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PARTE I: Fase Previa al Diseiio de Experimentos

5.1. Seleccion del Material Biologico

Estudios previos realizados durante |a tesis doctoral de Pérez L. Alejandro en el
Departamento de Quimica Analitica, nos permitieron seleccionar tres plantas para este
estudio en base a la actividad antimicrobiana que presentaron sus extractos

metandlicos contra cepas de Staphyfococcus aureus resistentes a penicilina.

Dicha actividad antimicrobiana, medida en CMI, fue de 500 pg/mL para la raiz
de Cyperus alternifolius, 500 ug/mL para el fruto de Schinus mollfe y 250 pg/mL para
las hojas de Cordia boissieri. De esta forma, las plantas se seleccionaron en funcién
del microorganismo contra el que presentaron actividad; sin embargo, en este tipo de
estudios es importante contar con un control negativo que sirva de referencia al
momento de comparar los resultados. Dado que las hojas de Leucophyfium frutescens
no mostraron actividad antimicrobiana contra la cepa de Staphylococcus aureus
resistente, fue considerada el control negativo en el presente estudio (Pérez L.

Alejandro, 2003).

Ademas en esta fase previa al DOE se trabajé también con distintas partes de
las plantas, a saber: hojas de L. frutescens y de C. boissieri, raices de C. alternifolius y
frutos de S. molle, de tal manera que los resultados no fueran dependientes de la

naturaleza del material original.
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Las cuatro plantas seleccionadas se encuentran con cierta abundancia en el
Noreste de México y ademas, son plantas ampliamente usadas en medicina fradicional

para tratar enfermedades respiratorias.

5.2. Extracciones del Material Seco

La eleccién de los solventes se realizd bajo diferentes criterios:

De acuerdo a lo previamente descrito en los antecedentes, en un estudio
realizado por Eloff, J. N., la acetona se encuentra reportada como el mejor solvente
para la obtencion de extractos con actividad antimicrobiana; hecho que sin duda causé
canfusion en diversos grupos de investigadores, ya que este solvente tiende a catalizar
reacciones de degradacion. Debido a este hecho, la acetona fue elegida como uno de

los solventes de prueba en el presente estudio.

El etanol y el metanol se eligieron debido a que son los solventes mayormente
usados en el monitoreo de plantas con actividad antimicrobiana, por su excelente

capacidad para extraer sustancias tanto lipidicas como hidrosolubles.

Por su parte, las soluciones hidroalcohélicas se incluyeron con el fin de evaluar
el efecto del agua al aumentar la polaridad y conocer si su adicion mejora o no el
procesa de extraccion.

La razdn de haber seleccionado al agua como uno de los solventes
extractantes, se debid principalmente, a que es en forma de té como la gente hace uso

de la mayoria de las plantas con fines terapéuticos.
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Con el fin de que al obtener los resultados de actividad antimicrobiana, las
variables entre los extractos fuera Unicamente el solvente usado para extraer los
principios activos y la planta sujeta a la extraccion, las extracciones realizadas con
acetona, metanol, etanol, metanol:agua (80:20) y etanol:agua (90:10), se llevaron a

cabo de forma idéntica.

Una vez que los extractos se encontraban secos, después de permanecer en la
pistola de desecacion, y antes de ser almacenados para su posterior evaluacién de la
actividad biolégica, fueron pesados en tubos eppendorf previamente tarados, para
conocer el parcentaje de recuperacion obtenido en cada una de las extracciones

realizadas.

Como puede observarse en la tabla VI, se obtuvieron porcentajes de
recuperacion muy variables, aun tratandose de la misma planta; asi en el caso de las
extracciones a partir de las hojas de L. frutescens, se encontraron porcentajes de
recuperacion que van de un 11.5 % hasta valores por debajo del 1 %, demostrandose
de esta forma que cada solvente presenta diferente rendimiento en el proceso de
extraccién; esto es de gran importancia en el trabajo con productos naturales, ya que

normalmente, las cantidades extraidas son muy pequenas.

También es notorio a partir de la tabla VIl que con los exiractos aceténicos se
obtuvieron los menores porcentajes de recuperacion. Por otro lado, los solventes que
mostraron mayor eficiencia en el proceso de extraccion, con respecto a los porcentajes
de recuperacion obtenidos, fueron las dos soluciones hidroalcohélicas y el agua a

ebullicion.
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5.3. Evaluacién de la Actividad Biolégica

El propésito de este estudio fue la realizacion de un monitoreo general de las
condiciones de trabajo para extraer metabolitos secundarios de plantas que presenten
actividad antimicrobiana. Se selecciond la cepa resistente de S. aureus debido a que
este microorganismo ha resultado de facil monitoreo, de crecimiento rapido y
principalmente debido a que en los estudios previos realizados, se comprobé que los
extractos metandlicos de las partes de las plantas elegidas presentaron actividad
antimicrobiana contra esta cepa resistente, siendo ésta la actividad biolégica que se

evalud en el presente estudio.

La técnica de Microdilucion en placa es una prueba de inspeccién visual la cual

es de utilidad para indicar el crecimiento bacteriano.

La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se define como la concentracion
minima a la cual no se observan sefales de crecimiento de las bacterias. Para
determinar el valor de CMI se hizo uso del indicador de Alamar Azul el cual al momento
de revelar las placas fue indicativo de la viabilidad o la no viabilidad de las bacterias. Si
el colorante permanecia azul, es decir en su estado oxidado, fue indicativo de que el
crecimiente de las bacterias se encontraba inhibido. Si el colorante era reducido se
presentaba viraje a un color rosa intenso lo cual indicé que las bacterias permanecian

vivas.

No se encontraron referencias bibliograficas en cuanto al punto de corte
adecuado para considerar si un extracto es activo o no es activo para este tipo de

microorganismo; por lo que se tomaron como base los estudios previos realizados en
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nuestro laboratorio; se establecié el punto de corte usado para estas pruebas de
actividad bioldgica, el cual fue de 500 pg/mL, de forma que los extractos que a esa

concentracion presentaron viraje del indicador, se consideraron no activos (NA).

En la figura 5 se ejemplifica una de las placas de los bioensayos realizados
cormrespondiente a los extractos de S. molle. Es notorio como cuatro de los seis
extractos, los numerados como 7, 8, 10 y 11 mostraron actividad antimicrobiana, todos
con un valor de CMI de 500 pg/mL. Al mismo tiempo en los cariles correspondientes a
los extractos 9 y 12 se observé un color rosa intenso, por lo que de acuerdo con el
criterio general usado en nuestro laboratorio, estos extractos fueron considerados sin

actividad antimicrobiana.

En la tabla VIl se observa que para el caso de los extractos de C. boissieri con
los distintos solventes de extraccion, los valores de CMI obtenidos varian entre 31.25 y
500 npg/mL. Esto demuestra que el solvente de extraccion influye en la actividad

antimicrobiana del extracto obtenido.

Asi mismo, se destaca que la actividad biologica de los extractos aceténicos de

las cuatro plantas estudiadas fue la mas baja.

5.4. Analisis de los Extractos Activos por Cromatografia en Capa Fina

Se llevé a cabo el andlisis de los extractos activos por Cromatografia en Capa
Fina por ser éste el tercer criterio establecido para la seleccién del solvente de

extraccion mas adecuado. Los resultados son mostrados en las tablas [X, X, Xl y XII. El
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primer sistema de elucidn utilizado fue el éter de petréleo con el cual no se observd
separacién en ninguno de los extractos, por lo que este sistema de elucién no fue
adecuado para este tipo de extractos; esto sugiere ademas, la ausencia de
compuestos no polares en los extractos evaluados. Con la mezcla de éter de petrdleo
+ acetato de etilo (10:1) se cbservd separacion pero solo con cuatro del total de
extractos evaluados. Esto sirvié para saber que se debia disminuir la proporcién de
éter de petroleo en la mezcla, por lo que se utilizd el tercer sistema de elucion que fue
éter de petroleo + acetato de etilo (3:1) con el cual se observd separacion en los 14
extractos activos probados. Este hecho permitid considerar que al disminuir la
proporcién de éter de petréleo en la mezcla, y por lo tanto aumentar la polaridad de la
misma, hay una mejor separacion de los compuestos presentes en los extractos
evaluados. Estos datos se muestran en la tabla X. El Ultimo sistema de elucion usado

fue el acetato de etilo con el cual se observa separacion de los 14 extractos evaluados.

5.5. Seleccion del Solvente de Extraccion mas Adecuado

El criterio para seleccionar el solvente mas adecuado fue en primer lugar la
actividad antimicrobiana (menor valor de CMI), por ser ésta la actividad biolégica en

evaluacion.

En caso de contar con extractos que presentaran el mismo valor de CMI, se
procederia a considerar el segundo criterioc de seleccion, el cual fue el porcentaje de

recuperacion de esos extractos.

Postulamos, ademas, un tercer criterioc de seleccion, el cual sélo llegaria a

usarse en el caso de contar con extractos que presentaran el mismo valor de CMI y el
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mismo o muy parecido porcentaje de recuperacion. En este tercer criterio
considerariamos el ndmero de manchas obtenidas por medio de la técnica de CCF:
cuantas menos manchas fueran observables a partir de un extracto biolégicamente
activo, existe mayor probabilidad de que se encuentre concentrado en ese extracto el o

los compuestos responsables de la actividad buscada.

Tomando en cuenta el primer criterio de seleccion, los extractos obtenidos a
partir de las hojas de C. boissieri con metanol, etanol y etanol:agua (90:10) presentaron
el menor valor de CMI, que fue de 31.25 pg/mL. De esta manera recurrimos al segundo
criterio de seleccion y de acuerdo a los resultados mostrados en la tabla VI, de estos
tres solventes, 1a solucién hidroalcohdlica de etanol;agua (99:10) fue el que registré el
mayor porcentaje de recuperacién con un valor de 8.07 %. Con estos dos criterios, fue
posible tomar la decision del solvente a utilizar para la fase del Disefio de

Experimentos, que fue la solucién hidroalcohdlica de etanol:agua en proporcién 90:10.

Segun lo planeado inicialmente, e DOE se realizaria Unicamente con una de las
plantas utilizadas en la fase previa al DOE, asi como con un solo solvente de
extraccion. Sin embargo, consideramos que el contar con un DOE realizado con dos
plantas daria mayor relevancia a los resultados de éste, por lo que se selecciond
también el fruto de S. molle para el DOE. El solvente de extraccion usado para esta
planta fue el metanol, el cual se eligié utilizando los mismos criterios de selecci6n antes

mencionados, mismos que se aprecian en a tabla XIV.

En la tablas VIl y XIV se observa que los cuatro extractos de S. molie que
mostraron actividad antimicrobiana contra la cepa de S. aureus presentaron el mismo

valor de CMI el cual fue de 500 pg/mL, de forma que se procedié a considerar el
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segundo criterio de seleccion, correspondiente al porcentaje de recuperacion (tablas
Vil y XIV)., Como puede observarse, la solucion hidroalcohélica de etanol:agua (90:10)
presentd el mayor porcentaje de recuperacion; sin embargo, consideramos importante
que en el DOE se incluyeran dos solventes diferentes y debido a que este solvente ya
habia sido seleccionado para las hojas de C. boissieri, se eligié al metanol para extraer
al fruto de S. molle por presentar un porcentaje de recuperacién muy similar al obtenido

con etanol:agua (90:10).

PARTE II: Diseno de Experimentos

5.6. Diseito de Experimentos

El Disefio de Experimentos se llevd a cabo por medio del software

STATGRAPHICS Plus versién 5.0.
Un “experimento disefiado” se compone basicamente de 4 partes:
« Diseno: Con el cual se definen cudles son las condiciones para cada
ensayo. En este caso se selecciond un disefio de dos niveles (+1 y —1) para

cada uno de los factores.

* Desarrollo del trabajo experimental: Que consiste en correr los ensayos

bajo las condiciones disefiadas.
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e Analisis: Por medio del cual se identifican los factores que tienen efecto
sobre la variable de respuesta (en este caso CMI) y se descartan todas

aquellas variables que no tuvieran efecto significativo.

e Optimizacion: Una vez que se conocen los factores que tienen efecto socbre
la variable de respuesta, se encuentran las condiciones (valores) ideales,

para obtener la respuesta deseada.

Debido a que la variable de respuesta es la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI), se entiende que a menor valor de CMI|, se trata de un extracto con mayor

actividad antimicrobiana y viceversa.

Un andlisis factorial 2* completo estd compuesto de 16 combinaciones
diferentes, es decir, de 16 extracciones realizadas combinando todos los factores a
ambos niveles. Al seleccionar solamente la mitad de las combinaciones posibles
(media fraccidn), lo que ocurre es que el andlisis no arroja directamente el efecto de las
interacciones, sino de combinaciones de ellas'. A diferencia de las interacciones (AB,
AC, AD, BC, BD, CD), el efecto de los factores individuales (A, B, C, D) se obtiene
directamente del analisis?, garantizando la robustez del disefio y una sencilla

interpretacién de los resultados.

! Véase la figura 8 y la tabla 19: la interaccidn de “A y B* se suma con la interaccién de “C y D”
para mostrarse en una misma barra y renglén, lo mismo ocurre con los otros pares de
interacciones.

2Véase la figura 8 y la tabla 19: los efectos de A, B, C y D, se presentan en barras y renglones

separados.
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Como se comenté en la seccion 3.2.6, fue incluida una combinacion en la que
se trabajo con los niveles medios de cada uno de los factores, esto es conocido como
un punto central y valioso para el disefio porque involucra las condiciones originales de

trabajo y por lo tanto, de partida.

La importancia de haber realizado adecuadamente las extracciones en la fase
previa del DOE radicd en que nos permitid evaluar lo que quimicamente iba a ser
factible realizar en el laboratorio para el DOE; de esta manera se eligieron valores de
cada nivel (alto y bajo) congruentes para cada uno de los cuatro factores. La seleccién
de los niveles bajo y alto, se realizd considerando que la distancia que debe existir
entre el nivel medio (de partida) y el nivel bajo, debe ser la misma que la que exista
entre el nivel medio (de partida) y el nivel alto; es decir, la diferencia de unidades entre

unao y otro nivel debe ser equidistante con respecto al nivel medio.

5.6.1. Trabajo Experimental: Extracciones del Material Seco.

De la misma forma que en la fase previa del DOE, cada una de las
combinaciones fue realizada con tres extracciones seriadas; se filtré6 entre cada una de

ellas y el volumen final obtenido se junté para proceder a la evaporacién del solvente,

Como fue mencionado anteriormente, el volumen total de solvente en la fase
previa al DOE correspondio a 20 mlL, la primera extraccion se realizé con 10 mL (el
cual equivale a la mitad del volumen total) y las otras dos extracciones con 5 mL de

solvente cada una.
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Para la extraccidn comrespondiente al volumen de solvente a un nivel bajo (13
mL.), la primera de las tres extracciones se realizé usando un volumen de 6.5 mL, el
cual equivale a la mitad del volumen total, mientras que para las dos extracciones
subsecuentes el valumen usado fue de 3.25 mL respectivamente. De la misma forma,
para el caso de las extracciones realizadas con un volumen de solvente a un nivel alto
(27 mL), la primera de la extracciones se llevd a cabo con 13.5 mL que también
equivale a la mitad del volumen total, mientras que |as otras dos extracciones se

hicieron con un volumen de 6.75 mL cada una.

Con respecto al tiempo de extraccion, también fue necesario dividir el tiempo
total en tres, correspondiendo al tiempo que duré cada una de las tres extracciones. De
esta forma, para un tiempo total a nivel bajo (9 min), cada una de las extracciones se
realizé en 3 minutos. En el caso del tiempo total a nivel alto (21 min), el tiempo que
durdé cada una de las tres extracciones, fue de 7 minutos; esto con el objetivo de
conservar el procedimiento realizado en la fase previa del DOE, en el cual, para un
tiempo total de 15 minutos, se realizaron tres extracciones de 5 minutos cada una. Los

tiempos fueron medidos con cronémetro,

Las velocidades de extraccion asi coma los tiempos de almacenamiento,
correspondieron a los previamente descritos en la tabla IV, seglin la combinacién

especifica.

Como se aprecia en la tabla XVII hay coincidencia en la combinacién de

factores que dan el mayor y el menor porcentaje de recuperacién para ambas plantas.



5.6.2. Evaluacion de |a Actividad Biolégica

En la tabla XVIII se presentan los valores de CMI de cada uno de los extractos
obtenidos aplicando el DOE tanto para C. boissieri como para S. molle. En primer lugar
se puede observar que los valores de CMI de C. boissieri son muy buenos en términos
de actividad antimicrobiana; ademas de que existe gran variabilidad con los exiractos
obtenidos en diferentes condiciones: se presentan valores desde 7.8 hasta 62.5 pg/mL.
Para esta misma planta, se observa que los extractos con mayor actividad
antimicrobiana se obtuvieron cuando se establecid el factor de tiempo de
almacenamiento en su nivel bajo (-1): 10 dias. Esta misma tendencia se observa en los
resultados obtenidos para S. molle. Sin embargo, es notorio como esta planta no
presenté aclividad antimicrobiana a 500 pg/mL en la mayor parte de los experimentos

realizados y debido a los pocos datos que se pudieron recavar para tales extractos, el

-analisis estadistico no fue factible.

En las figuras 6 y 7 se ejemplifican dos de las placas de los bioensayos
realizados a los extractos de C. boissieri después de 10 y 70 dias de almacenamiento.
Es notorio como a menor tiempo de almacenamiento, los extractos presentaron mayor

actividad antimicrobiana.

5.6.3. Analisis Estadistico

Debido a lo senalado en la seccion anterior (5.6.2.), esta parte estara referida

en su totalidad solo a los resultados obtenidos para las hojas de Cordia boissieri.



78

Todos los graficos mostrados se encuentran identificados con el nombre comun de la

planta para efectos de simplicidad.

5.6.3.1. Efecto de cada uno de los Factores y sus Interacciones

Para conocer cuales factores e interacciones entre ellos influyeron en el
proceso de extraccién para la obtencioén de una mayor actividad antimicrobiana,
fue necesario realizar un grafico de pareto tal y como se muestra en la figura 8.
En este grafico se observa cudles de los factores evaluados presentaron efecto
estadisticamente significativo en funcién de la CMI obtenida en cada una de las
combinaciones realizadas. Cada una de las barras horizontales, representa a
cada uno de los cuatro factores evaluados y a la combinacién de éstos. El factor
volumen de solvente (Vol_Solv) estd identificado con la letra A; el factor
velocidad de extraccion (Vel_Ext) can la letra B; el factor tiempo de extraccion
(Tiempo_Ext) con la letra C y el factor tiempo de almacenamiento
(Tiempo_Alma) con la letra D. Las interacciones de los factores se indican como

AB, AC, AD, BC, BD, CD.

Uno de los puntos més importantes a considerar en este grafico es el
tamafio que tiene cada una de las barras, ya que éste indica la magnitud del
efecto. A mayor tamano de la barra, mayor es el efecto de ese factor sobre la
variable en estudio (en este caso CMI). Las barras se encuentran ordenadas de
mayor a menor tamano, es decir, en orden de importancia. Para considerar si
alguno de los factores es estadisticamente significativo, se gbservo la linea
transversal color naranja, de modo que las barras que sobrepasan esta linea,
representan los factores cuyo efecto resulta ser estadisticamente significativo,

con un 95% de confianza. De esta forma, se observa que los factores que
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mostraron efecto scbre la actividad antimicrobiana son el tiempo de
almacenamiento (D) y el tiempo de extraccion (C), asi como la interaccién de
ambos factores (CD). Cabe sefialar que a pesar de que la interaccién indicada
como “AB + CD" involucra a los otros dos factores: volumen de solvente (A) y
velocidad de extraccion (B), fue descartado el efecto que la interaccion AB

pudiera tener, ya que de forma individual no mostraron efecto estadisticamente

significativo.

Otro aspecto que se observa en la figura 8 es acerca de los efectos
positivo y negativo de cada uno de los factores evaluados. Las barras en color
azul representan a los factores con efecto positivo. Esto significa que al
aumentar ese factor en particular, por ejemplo el tiempo de almacenamiento
(que aparece en color azul), se aumenta directamente la variable de respuesta
medible, es decir la CMI y por lo tanto se disminuye |a actividad antimicrobiana.
De esta forma se sabe que si el objetivo es disminuir la CMI de algin extracto,
se debera trabajar con los tiempos de almacenamiento a niveles bajos. Este
mismo caso se aplica al factor de tiempo de extraccion y a la interaccion de

ambas.

Por ofro lado, el color amarillo indica efecto negativo de los factores,
como es el caso del volumen de solvente. En este ejemplo, el efecto negativo
se interpreta de la siguiente forma: al disminuir el volumen de solvente, se
disminuye la CMI y por lo tanto se aumenta la actividad antimicrobiana, siendo
éste el objetivo buscado. Sin embargo, para este caso en particular no se pudo
aplicar esta afirmacion ya que el factor volumen de solvente no tiene efecto

significativo, como se menciond anteriormente. De esta manera, un analisis
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detallado de este grafico de pareto, permite conocer no solo cuales factores
estan involucrados en la obtencién de una mayor actividad antimicrobiana, sino
también decidir si es conveniente trabajar con niveles bajos o altos de los

factores que hayan tenido efecto estadisticamente significativo.

En la tabla XIX se muestra la prueba de significancia estadistica de los
factores por medio de un Andlisis de Varianza (ANOVA), esto es
complementario a la figura 8; se presentan todos los factores evaluados y sus

efectos con respecto a la CMI de [as hojas de C. boissieri (Anacahuita).

La significancia estadistica de cada factor se obtiene al comparar el
Cuadrado Medio (Mean Square) contra un Estimado del Emor Experimental.
Matematicamente, la suma de cuadrados de cada factor indica cuanta
variabilidad introduce la “variacién de ese factor especifico” en la variable de
respuesta que es la CMI. La figura 8 se graficé con la suma de cuadrados de
forma estandarizada, representada por cada una de las barras horizontales. En
este caso, 3 efectos presentaron valores-P (P-values) menores del 0.05,
indicando que afectan significativamente la actividad antimicrobiana con un
nivel de confianza del 95.0%. Como fue explicado para la figura 8, estos efectos

fueron;

El tiempo de almacenamiento (D)
El tiempo de extraccion (C)

La interaccion entre ellos (CD)
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El resto de los factores presentaron valores-P (P-values) mayores que
0.05, por lo que se infiere que no tienen efecto significativo sobre la variable de
respuesta. Con el estadistico R-cuadrada se indicé que el 97.6% de la
variabilidad de la CMI de Anacahuita se explica con los factores: tiempo de
extraccion y el tiempo de almacenamiento. E| estadistico R-Cuadrada Ajustado,
el cual es aln mas adecuado para comparar madelos con diferente nimero de
variables independientes, fue de 96%. El Error Estandar del Estimado muestra
la desviacion estandar de los residuales el cual fue de 4.6. El Error Absoluto de
la Media (Mean Absolute Emror —MAE-) con un valor de 2.9, indicd el valor

promedio de los residuales.

5.6.3.2. Efecto de los Factores Estadisticamente Significativos en la Actividad

Antimicrobiana

Al remover los factores volumen de solvente y velocidad de extraccién
(los cuales no resultaron estadisticamente significativos en el primer ANOVA
realizado), se obtuvo un grafico como el mostrado en la figura 9, en el cual
solamente se muestra el efecto que presenta cada factor estadisticamente
significativo en |os resultados de actividad antimicrobiana. De esta forma sdlo
se aprecian las tres barras correspondientes al factor tiempo de extraccion
(representado por la letra C), el factor tiempo de almacenamiento (representado
con la letra D) y la interaccion entre ambos factores (CD). Al igual que en la
figura 8, en la figura 9 también se hace evidente que las barras se encuentran
localizadas de mayor a menor tamafio y por lo tanto, de mayor a menor
importancia es su efecto sobre la variable de respuesta. Por lo que sin duda, el

factor mas importante para la obtencién de una menor CMI fue el tiempo de
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almacenamiento. En esta figura se observa también el efecto positivo sobre la

CMI (barras de color azul).

Es importante mencionar que el efecto que presenté el factor tiempo de
almacenamiento fue comprobado también al comparar los resultados obtenidos
en los estudios previos realizados durante la tesis doctoral de Pérez L.
Alejandro con los resultados obtenidos en nuestro trabajo: en el caso de los
estudios previamente realizados, el valor de CMI de los extractos metandlicos
de C. boissieri fue de 250 pg/mL, mientras que en nuestro trabajo se obtuvo un
valor de 31, 25 pg/mL (tabla VIIl). Esta diferencia se atribuye a que Pérez L.
Alejandro probé la actividad antimicrobiana un afo después de haber realizado
el extracto, mientras que en nuestro caso, el tiempo de almacenamiento fue de

tres meses en la fase previa al DOE (Pérez L. Alejandro, 2003).

La tabla XX proporciona informacion complementaria a la obtenida por
medio del grafico de pareto de la figura 9. Al igual que la tabla XIX, la tabla XX
muestra el ANOVA realizado para conocer el efecto de los factores que
resultaron ser estadisticamente significativos con respecto a la variable de
respuesta. Por media de este ANOVA se comprobo la significancia estadistica
de cada uno de los factores al comparar el Cuadrado Medio (Mean Square)
contra un Estimado del Error Experimental. Es notorio como los dos factores y
su interaccion (CD) presentaron valores-P (P-values) menores al 0.05, con lo
cual se comprobé que estos factores afectan significativamente la actividad
antimicrobiana con un nivel de confianza del 95.0%. Con el estadistico R-
cuadrada se indico que el 96.86% de Ia variabilidad de la CMI de Anacahuita se

explica con el tiempo de extraccion y el tiempo de almacenamiento. El
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estadistico R-Cuadrada Ajustado, el cual es aun mas adecuado para comparar
modelos con diferente nimero de variables independientes, fue de 96.2%. El
Error Estandar del Estimado muestra la desviacion estandar de los residuales el
cual fue de 4.4. El Error Absoluto de la Media (Mean Absolute Error -MAE-) con

un valor de 3.02, indic6 el valor promedio de los residuales.

La figura 10 proporciona informacion complementaria a la obtenida en la
figura 9. Ambas pendientes son positivas, indicando una relacion directamente
proporcional entre la CMI y el tiempo de extraccién; igualmente entre la CMI y el
tiempo de almacenamiento. Como puede observarse, la pendiente que mostra
inclinacidén ligeramente mayor, fue la correspondiente al factor del tiempo de
almacenamiento, indicando una vez mas que este factor tiene mayor efecto en

el proceso de extraccion para la obtencion de CMI mas bajas.

La linea C se construyo a partir de los siguientes puntos:

. Punto C1: valor promedio de CMI para los ensayos en que el tiempo de
extraccion fue bajo (9 minutos): ensayos # 1, 21, 23, 3, 2, 22, 24, 4.

° Punto C2: valor promedio de CMI para los ensayos en que el tiempao de
extraccion fue alto (21 minutos): ensayos # 25, 5, 7, 27, 26, 6, 8, 28
La linea D se construy6 a partir de los siguientes puntos:

. Punto D1: valor promedio de CMI para los ensayos en que el tiempo de
almacenamiento fue bajo (10 dias): ensayos #1, 3, 5,7, 2, 4,6, 8.

. Punto D2: valor promedio de CMI para los ensayos en que el tiempo de
almacenamiento fue alto (70 dias). ensayos # 21, 23, 25, 27, 22, 24, 26,
28.



84

En la tabla XXI se muestran los coeficientes de regresién para la CMI de
C. boissieri , donde los valores de los factores se encuentran especificados en

sus unidades originales.

5.6.3.3. Optimizacion

A menor tiempo de almacenamiento, menor CMI; igualmente, a menor
tiempo de extraccién, menor CMI. Sin embargo, ya que la interaccion “CD" tiene
efecto sobre la variable de respuesta, para disminuir el valor de CMI no se
requiere disminuir ambos factores, sino encontrar el nivel adecuado para ellos.
Conforme al andlisis llevado a cabo durante este trabajo, se sabe que el factor
clave en este proceso es el tiempo de almacenamiento; ademas en el
laboratorio seria mas sencillo aumentar unos minutos el tiempo de extraccién,

que disminuir los tiempos de almacenamiento.

En la figura 11 se presenta la superficie de respuesta estimada, que
involucra a los ejes "x", “y" y “Z". Este grafico, junto con el analisis matematico,
nas permitié decidir los niveles a los cudles trabajar a fin de obtener valores
mds pequeinos de CMI, ya que se pudo observar el efecto que tienen los dos
factores estadisticamente significativos actuando simultdneamente sobre la
variable de respuesta. Cuando se realiza un DOE y se obtienen resultados
interesantes en algun proceso en particular, el objetivo final es normalmente
mejorar ese proceso. Para nuestro caso, el proceso evaluado fue la extraccién
de metabolitos secundarios a partir de plantas en funcion de la actividad

antimicrobiana como variable de respuesta. De esta forma, se pretende llegar a
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la obtencién de extractos con mayor actividad antimicrobiana o sea menores

valores de CMI.

Es importante observar la “forma” que adquiere el grafico de superficie
(se observa que el reflejo en la pared izquierda del cubo estd mucho menos
inclinado que el reflejo en la pared derecha del cubo y que el reflejo en la pared
frasera el cubo estd mas inclinado que el reflejo en la pared frontal del cubo) y
tomar decisiones sobre la optimizacidon a partir de esa “forma” en particular. Si
la interaccion entre los factores no afectara a la variable de respuesta CMI, se
hubiera obtenido una superficie “plana”, distinta a la apreciada en la figura 11.
El efecto de la interaccidn se expresa matematicamente por medio del Ultimo

término de la ecuacién de regresion (tabla XXi).

En este grafico de superficie se observa que para disminuir los valores
de CMI, es necesario acercarse lo mas posible al plano amarillo,
correspondiente a CMI= 0, Es notorio que el segmento del grafico en el cual se
presenta la pendiente mdas pronunciada para aproximarse al plano amarillo
{minimizar la CMI), corresponde al reflejo de la superficie de respuesta en la

pared derecha del cubo.

Con ayuda del software (tabla XXIl), se seleccioné un nivel "alto” para el
tiempo de extraccidn y “bajo” para el tiempo de almacenamiento. Este punto
(tiempo de extraccidn = 21 minutos, tiempo de aimacenamiento = 1 dia, CMI =
3.87 pgimL), corresponde a la esquina inferior derecha de la superficie de

respuesta. Este valor “dptimo” es el valor minimo posible para CMI dentro de las
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condiciones factibles para Cy D, y se localiza en la esquina inferior derecha de

la superficie (figura 11).



CAPITULO 6

CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES y PERSPECTIVAS

6.1. Conclusiones

El solvente de extraccidon utilizado influye tanto en los porcentajes de

recuperacién como en la actividad antimicrobiana de los extractos.

Tanto el tiempo de extraccion como el tiempo de almacenamiento influyen
significativamente en la actividad antimicrobiana medida sobre una cepa

resistente de Staphylococcus aureus.

El volumen de solvente y la velocidad de extraccidn no resultaron ser factores

significativos en la obtencion de extractos con actividad antimicrobiana.

87



6.2. Recomendaciones

Ya que por lo comun el quimico espera juntar cierto niumero de extractos para
realizar las pruebas de actividad bioldgica sin tomar muchas veces en cuenta el tiempo
que transcurre entre una extraccion y la siguiente, se sugiere como primer punto que
se lleve un control adecuado de las fechas de extraccion y las pruebas de actividad y
por ofro lado, que el tiempo de almacenamientc sea lo més corto posible, siendo lo
ideal realizar dichas pruebas el mismo dia que se realicen las extraccionaes (o que se
obtenga el extracto seco) para evitar que se lleven a cabo reacciones de degradacion

que sin duda afectarian directamente en los resultados de actividad buscada.
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6.3. Perspectivas

Afinar el Disefio de Experimentos realizado para obtener valores menores de

CMI segun lo propuesto por el programa.

Trabajar el mismo Disefio de Experimentos con otras plantas y otros

microorganismos para aumentar el nimero de datos obtenidos.

Realizar un Disefo de Experimentos evaluando las mismas condiciones pero

para distintas actividades biol6gicas.

Seria de gran utilidad realizar el mismo Diseiio de Experimentos pero a escala
real, es decir con la cantidad de material vegetal que se utiliza en un estudio
fitoquimico, ya que permitiria determinar los tiempos de extraccion y de
almacenamiento ideales para la extraccion de metabolitos secundarios en casos

especificos.
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