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RESUMEN

Introduccién: Los microorganismos han sido causa de diversas
enfermedades afectando diferentes sectores de la poblacién, aunque
el uso de antimicrobianos ha aumentado la esperanza de vida, la
medicina tradicional siempre ha sido un recurso alterno para tratar
diversos padecimientos. En el Valle de Tehuacéan-Cuicatlan se utiliza
Jefea pringlei (Arnica) por los pobladores para tratar enfermedades
gastrointestinales y quemaduras. Sin embargo, existe informacion
limitada sobre esta especie en cuanto a estudios sobre su actividad
biolégica y composicion quimica.

Materiales y métodos: Se obtuvieron los extractos hexanico,
acetilico y metanolico mediante el método de maceracion y destilacion
a presibn reducida. La prueba antimicrobiana se realizd
cualitativamente con el método de difusion en agar (Kirby-Bauer) en 20
bacterias y tres levaduras, para la actividad antifungica se utilizé el
método de inhibicion de crecimiento radial en cuatro hongos
miceliados, las pruebas cuantitativas se realizaron por dilucion en agar
para determinar la CMI/CBM (bacterias y levaduras) y CMI/CFM
(hongos miceliados). Se realizaron pruebas colorimétricas y
cromatografias para determinar los principales grupos de metabolitos
secundarios presentes en los extractos.

Resultados: El extracto acetilico de J. pringlei mostr6 actividad
antibacteriana en ocho cepas Gram positivas mostrando un efecto
bacteriostético sobre la cepa M. luteus con una CMI de 0.5 mg/mL y
una CBM de 0.75 mg/mL El extracto hexanico presenté efectos
significativos en tres tipos de hongos levaduriformes de Candida,
mostrando una accién fungicida sobre C. albicans con una CMI de
0.75 mg/mL y una CFM de 1 mg/mL. Finalmente, los hongos
miceliados fueron sensibles a los 3 extractos utilizados. En relacion a
las pruebas colorimétricas, se muestran 6 grupos de metabolitos
secundarios, mientras que las cromatografias muestran una variedad
de compuestos como cariofileno, nonadecano, eicosano, heneicosano,
fenilpropanoides, fenoles y flavonoides.

Conclusiones: El presente trabajo aporta los primeros datos en
cuanto a la actividad biologica y fitoquimica de J. pringlei, lo cual avala
cientificamente el uso de esta planta en la medicina tradicional para los
pobladores del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.
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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han sido una de las causas mas importantes
de muerte en la humanidad a lo largo de su historia, sin embargo, la introduccion
de los antibioticos en el arsenal terapéutico (entre los afios de 1940-1950) para el
tratamiento y profilaxis de infecciones en humanos y animales supuso una de las
intervenciones mas importantes para su control y aumenté en varios afos la

esperanza de vida de la poblacién (Lozano et al., 2012; Lord- Soulsby, 2011).

Los antimicrobianos son substancias organicas naturales o sintéticas que
inhiben el crecimiento de bacterias y hongos. Ademas de su funcién defensiva,
son utilizados para desinfeccion y antisepsia, asi como controlar el crecimiento y
proliferacion de diferentes microorganismos (bacterias, hongos) (Russell, 2003).
Entre sus usos también se incluyen en superficies, productos de higiene personal
(lavado y desinfeccion de piel, boca, y otras superficies que tengan contacto con
la piel o zonas irritantes del cuerpo) y conservacion de alimentos (Carson et al.,
2008).

Estos biocidas ejercen su potencial por varios tipos de mecanismos y cuyos
blancos se encuentran en diferentes regiones del microorganismo atacado, tal y
como se observan en la tabla 1, los sitios de ataque pueden variar dependiendo
de la estructura que presente el microorganismo al cual se busca combatir y el

medicamento que se utilice (Calvo y Martinez, 2009; Allevato et al., 2007).

——
N
| —
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Tabla 1. Mecanismos de accion antimicrobiana

Mecanismo de accion Antimicrobiano/s Descripcion

Dafian y afectan a la
estructura protectoras de

Inhibicion de la sintesis L .
B-lactamicos las bacterias.

de la pared celular

Estructura vital de las
células, se modifica su
permeabilidad volviéndola
vulnerable.

Polimixinas
Alteracion sobre la
membrana citoplasmatica Lipopéptidos

Altera los procesos de
activacion, iniciacion y
fijacién de complejos
relacionados con la sintesis
de proteinas.

iLs sz , . Aminoglucési
Inhibicion de sintesis oglucosidos

proteica Acido fusidico

. . Quinolonas Interfiere con la sintesis de
Bloqueo de la sintesis de T
. . bases para la obtencién de
acidos nucleicos . L )
Rifamicinas acidos nucleicos.

Actualmente existe otra alternativa para el tratamiento de enfermedades,
como lo es la medicina tradicional, esta es la suma total de los conocimientos,
capacidades y practicas basadas en las teorias, creencias y experiencias propias
de diferentes culturas, estas practicas tienen como finalidad mantener la salud,
prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades fisicas y mentales (OMS,
2000). Diversas culturas en el mundo se han apoyado en la medicina tradicional
desde tiempos antiguos, donde se han utilizado una gran variedad de plantas para

el tratamiento de enfermedades infecciosas, diversas investigaciones han
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comprobado las capacidades y eficacias terapéuticas que las plantas han tenido a

través del tiempo (Rios y Recio, 2005).

En México se tiene una tradicion ancestral por el uso de plantas
medicinales como primeros auxilios, existen manuscritos en nahuatl y en latin del
siglo XVI como el cddice “De La Cruz Badiano”, el cual muestra la relacion del
hombre prehispanico y el uso habitual de plantas medicinales, de este mismo,
también se ha obtenido informacion ilustrada de al menos 41 plantas que siguen
siendo utilizadas hoy en dia para tratar enfermedades ocasionadas por diversos

patégenos (De la Cruz, 1552).

Hay evidencias que destacan la importancia y la relacion de los recursos
vegetales a la subsistencia de diversos grupos humanos, tan solo en La Reserva
del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, considerada como una de las zonas mas rica de
México en cuanto a recursos vegetales (Casas et al., 2001), se han reportado un
total de 808 especies de plantas utiles para sus pobladores, las cuales fueron
identificadas y catalogadas por Casas y colaboradores en el 2001, en donde se
destaca que alrededor de 243 especies son empleadas con fines medicinales. En
el Valle de Tehuacan-Cuicatlan existen diversos pueblos indigenas como Nahuas,
Popolocas, Mazatecos, Chinantecos, Cuicatecos, Chocholtecos, Ixcatecos y
Mixtecos (CONABIO, 2000), donde, para la mayoria de estos pobladores las
plantas medicinales han representado una o la Unica opcion de prevencion vy
tratamiento de enfermedades (Tukari, 2011), demostrando asi la importancia del

uso medicinal de las plantas hoy en dia.

Desde hace tiempo ha crecido el interés en la medicina alternativa para la
cura de numerosos padecimientos y enfermedades que afectan a los seres
humanos (Soto et al., 2002). Diversos paises han usado diferentes plantas para
tratar enfermedades como infecciones respiratorias, problemas gastrointestinales,

urinarios, etcétera (Rios y Recio, 2005).

Las plantas sintetizan compuestos conocidos como metabolitos secundarios

(MS), los cuales le permiten emplear sistemas de defensa contra condiciones de

——
I
| —
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estrés abiotico y bidtico. Aunque se encuentran almacenados en diferentes partes
de la planta como la raiz, el tallo, las hojas, la flor e inclusive el polen, ciertas
clases de MS se distribuyen en grupos taxonémicos exclusivos, algunos solo se
encuentran a nivel de género o especie (Shilpa et al., 2010). Aparentemente no
tienen una funcion en el metabolismo primario, pero si tienen una gran importancia
ecologica ya que participan en diversos procesos de adaptacion a su ambiente
como la atraccion de polinizadores y el establecimiento de simbiosis con otros
organismos. Parte de esta sintesis produce metabolitos que también protegen al
organismo de la herbivora, el ataque de microorganismos, la competencia por
suelo, nutrientes y la exposicion a la luz solar (Sepulveda et al., 2003; Bourgaud et
al., 2001).

Los MS son una fuente importante de principios activos para la produccion
de medicamentos y de valiosos productos quimicos (Goossens et al., 2003).
Aunque gran parte de los medicamentos se obtienen por sintesis quimica, la
mayoria de las estructuras estdn basadas en productos naturales. Mundialmente
existe un 44% de nuevos medicamentos basados en productos naturales y en
paises desarrollados el 25% de los medicamentos son derivados de plantas (Haq,
2004).

La familia Asteraceae ocupa un lugar predominante en la flora de México
(Villasefior, 2003). Més de 3,000 especies la ubican como la familia mas diversa,
representando alrededor de 13.5% de la riqueza floristica total del pais. Esta
familia a su vez registra poco mas de la mitad de sus especies como endémicas
de México (Villasefior, 2003; Turner y Nesom, 1993). Se ha reportado que
diversas especies de esta familia tienen propiedades medicinales debido a la gran

variedad de MS que llegan a poseer.

Abad y colaboradores en 2007, analizaron la actividad de los aceites
esenciales de plantas aromaticas de dos familias: Lamiaceae y Asteraceae. Los
aceites de la familia Asteraceae, mostraron actividad antifingica contra hongos

patdgenos como Botrytis cinerea y Penicillium digitatum; en donde la actividad

——
Ul
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antifangica se le atribuyé a la piperitona y piperitenona, dos componentes
principales de estas plantas. Compuestos como las sesquiterpenlactonas aisladas
de especies de esta familia, también han demostrado tener actividad antifingica
contra nueve diferentes especies de hongos.

Especies del género Tagetes como T. patula, T. pusila, T. minuta, T. lucida
y T. maxima (Asteraceae) han presentado efectos nematicida, insecticida,
antifangico, antibacteriano, antiinflamatorio y antioxidante. Estas actividades
biolégicas han sido relacionadas con la presencia de piretrina, flavonoides y
terpenoides (Parejo, 2005; De las Heras, 1998; Singh, 1987).

Se ha reportado que el extracto cloroférmico, metandlico y acuoso de la
planta entera, la raiz y de las hojas de Bidens pilosa (Asteraceae) demostraron
actividad frente a C. albicans. Al igual, se reporta la actividad de la droga
“cerbiden” de B. cemua la cual es significativa contra C. albicans, C. tropicalis, C.

krusei, C. parapsilosis y C. guilliermondii (Hladun, 2002).

Rodriguez y colaboradores en el 2017 realizaron un estudio con Heteroteca
inuloides (Asteraceae) determinando los componentes quimicos y sus
propiedades biol6gicas, demostrando asi las capacidades antimicrobianas,

antifingicas, antinflamatoria, antioxidante e insecticida.

Dentro de la familia Asteraceae se encuentra Jefea pringlei (Anexos 1y 2),
Castelo y colaboradores en el 2005 realizaron un catalogo de especies de la
misma familia donde se confirma el endemismo de J. pringlei en las zonas de
Oaxaca y Puebla. Dentro del Valle de Tehuacan-Cuiacatlan se conoce a esta
especie como arnica la cual es utilizada para tratar problemas gastrointestinales y
guemaduras principalmente, sin embargo, existe informacion limitada sobre esta

especie sobre su actividad biolégica y composicién quimica.

——
(o)}
| —



GONZALEZ | 2017

HIPOTESIS

Dentro de la gama de especies de la familia Asteraceae existe una variedad
de plantas que han sido reportadas con diferentes efectos medicinales, esto,
debido a que poseen metabolitos secundarios con diversas actividades bioldgicas,
Jefea pringlei es una especie utilizada por los pobladores del Valle de Tehuacan-
Cuicatlan para tratar enfermedades gastrointestinales y quemaduras
principalmente, por lo cual se infiere que los extractos de esta planta pueden ser

activos en diferentes microorganismos patdgenos.

OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar la actividad antimicrobiana de J. pringlei.

Objetivos particulares

e Obtener los extractos hexanico, acetilico y metandlico de J. pringlei.

e Determinar cualitativa y cuantitativamente la actividad antibacteriana y

antifangica de los extractos de J. pringlei.

e Evaluar el efecto de los extractos activos mediante la curva de crecimiento

de poblaciones microbianas.

e Determinar cualitativamente la composicion quimica general de los

extractos.

——
~
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MATERIALES Y METODOS

1. Colecta del material

La planta J. pringlei se colect6 el ocho de febrero del 2015 en la localidad
de Acatepec, Puebla, en la carretera rumbo a Caltepec en las coordenadas
18°12°22.22"" Ny 97°34°16.8” W, a 1574 msnm y se depositdé un ejemplar en el
Herbario IZTA para su identificacién, con un nimero de colecta IZTA 2522.

2. Obtencion de los extractos

Los extractos de J. pringlei se obtuvieron por el método de maceracién
(Dominguez, 1979), para esto se utilizé la parte aérea, se peso la planta seca y se
cortdé en trozos los cuales fueron colocados en un matraz Erlenmeyer con
solventes de polaridad ascendente (hexano, acetato de etilo y metanol). En cada
extracto se hizo un filtrado y se destil6 a presion reducida en un rotavapor. El
extracto resultante se colocé en un recipiente de vidrio para permitir la
evaporacion del solvente faltante y para finalizar se calcul6 el rendimiento del

extracto.

3. Evaluacion de la actividad antibacteriana

Para los bioensayos se utilizaron 20 cepas de importancia médica
obtenidas del laboratorio de farmacognosia en la UBIPRO, FES lztacala (Tabla 2).

——
oo
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Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas

Bacterias

Clasificacion, serotipo o
donadas por

Enterococcus faecalis ATCC 14506
Micrococcus luteus ATCC 10240
§ Staphylococcus aureus 29213
% S. aureus 23 MR
= S. aureus FES-C
= S. aureus Cusli
g S. aureus CcC
S. epidermidis ATCC 12228
S. epidermidis FES-C
Enterobacter aerogenes ATCC 13048
E. gergoviae ATCC 33028
» Escherichia coli 82 MR
2 E. coli CusI
oy Klebsiella oxytoca ATCC 8724
g K. pneumoniae ATCC 13883
g Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
®  Salmonella enterica subsp. enterica serovar typhy ATCC 7251
S. typhi
Serratia marcescens ATCC 14756
Vibrio cholerae ATCC 39540

e CC: Caso clinico, CUSI: Clinica Universitaria de Salud Integral Iztacala, FES-C: Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan, FES-I: Facultad de Estudios Superiores lIztacala, MR:
Multiresistente.

3.1 Evaluacion cualitativa

La evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana se llevd a cabo con
el método de difusién en agar Kirby-Bauer. Como control positivo se utilizaron
sensidiscos con 25 ug de cloranfenicol, como tratamiento sensidiscos con 2 mg

del extracto y como control negativo se emplearon sensidiscos con 10 uL del

——
o
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solvente empleado en la extraccion (Cole, 1994; Vander Berghe vy Vlietinck,

1991). La prueba se realizé por triplicado (Anexo 3).

3.2 Evaluacion cuantitativa

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Bactericida Minima (CBM) se utilizé la microtécnica de dilucién en
caldo, en donde las concentraciones empleadas fueron de: 250, 500, 750, 1000,
1500 y 2000 ug/mL de los extractos. Las cajas fueron inoculadas con 50 pL de un
cultivo bacteriano a una concentracion de 1X10° UFC/mL incubado durante 24 h.

(Koneman, 1985). La prueba se realiz6 por triplicado (Anexo 4).

3.3 Efecto de los extractos de sobre la curva decrecimiento bacteriano

Se evalud el efecto de los extractos activos sobre una curva de crecimiento
bacteriano. Se utilizaron las cepas que presentaron mayor sensibilidad en las
pruebas cualitativas. Se registr6 el crecimiento de las cepas durante nueve
tiempos en 24 horas, al ser expuestas a diferentes concentraciones del extracto
(*2 CMI, CMI, CBM) y un grupo testigo (Kubo et al., 1993) (Anexo 5).

4. Evaluacién de la actividad antifungica

Se utilizaron cepas de hongos levaduriformes y filamentosos de importancia
meédica y agrondémica obtenidas del laboratorio de farmacognosia en la UBIPRO,
FES lIztacala (Tabla 3).
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Tabla 3. Cepas de hongos utilizadas

Hongos miceliados Levaduras
Trichophyton mentagrophytes Candida albicans 17 MR

Fusarium sporotrichum C. glabrata

F. moniliforme C. tropicalis

Aspergillus niger

¢ MR: Multiresistente

4.1 Evaluacion cualitativa en hongos levaduriformes

La evaluacion cualitativa de la actividad antifingica de los extractos sobre
levaduras, se llevo a cabo con el método de difusion en agar Kirby-Bauer. Como
control positivo se utilizaron sensidiscos con 30 ug de nistatina, como tratamiento
sensidiscos con 2 mg del extracto y como control negativo se emplearon
sensidiscos con 10 pL del solvente empleado en la extraccion (Cole, 1994,

Vanden Berghe y Vlietinck, 1991). La prueba se realiz6 por triplicado (Anexo 3).

4.2 Evaluacion cuantitativa en hongos levaduriformes

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Fungicida Minima (CFM) se utilizé la microtécnica de dilucion en
caldo, en donde las concentraciones empleadas fueron: 250, 500, 750, 1000, 1500
y 2000 yg/mL. Las cajas fueron inoculadas con 50 pL de un cultivo bacteriano a
una concentracién de 1X10° UFC/mL incubado durante 24 h. (Koneman, 1991). La
prueba se realizo por triplicado (Anexo 4).

11
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4.3 Evaluacion cualitativa en hongos filamentosos

La evaluacion cualitativa para hongos filamentosos se realizé con el método
de inhibicién del crecimiento radial (Wang y Bun, 2002). Como control positivo se
utilizaron sensidiscos con 50 pg de ketoconazol, como tratamiento sensidiscos con
2 mg del extracto y como control negativo se emplearon sensidiscos con 10 uL del

solvente empleado en la extraccion. La prueba se realizé por triplicado (Anexo 6).

4.4 Evaluacion cuantitativa en hongos filamentosos

La determinacion de la Concentracion Fungicida Media (CFM) se utiliz6 el
método de inhibicion del crecimiento radial, en donde el extracto se incluy6 en el
agar, las concentraciones que se utilizaron fueron: 250, 500, 750, 1000, 1500 y
2000 pg/mL (Método modificado de Wang y Bun, 2002) La prueba se realizé por
triplicado (Anexo 7).

5. Cromatografias y pruebas de identificacion de los grupos de
metabolitos secundarios

Los extractos se analizaron mediante las pruebas cualitativas descritas por
Dominguez en 1979, de presencia y/o ausencia de alcaloides (Mayer y
Dragendorf), fenoles (Cloruro férrico), flavonoides (Prueba de Shinoda), taninos
(FeCls), monoterpenos (vainillina y acido sulftrico), cumarinas (NaOH), saponinas

(agitacion), esteroides y triterpenos (Reactivo de Lieberman-Buchard) (Anexo 8).

Para los extractos de mediana y alta polaridad (metanol y acetato de etilo)
se utilizo Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) con una columna
Discovery C-18 con un tamafio 250-4.6 mm y una particula de 5.0 ym y se corrio

de forma isocratica con una fase mévil de metanol, acetonitrilo y agua en una
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proporcion de 25:25:50 con un flujo de 1 mL/min. y con un detector de arreglo de
diodos (DAD) a una A de 260 nm, realizando un barrido completo de 200 a 400
nm. Se inyectd una muestra de 30 pL de cada extracto (Gros et al., 1985;
Mathews et al., 2002) (Anexo 9).

Adicionalmente se realizaron pruebas cromatograficas para cada tipo de
extracto. Para el extracto de baja polaridad (hexano) se utiliz6 cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) con un cromatografo de
gases Agilent Technologies 6850 con una columna capilar HP-5MS (30m x
0.250mm; espesor de la pelicula 0.25 mm). El gas utilizado fue helio a una
velocidad de flujo de 1 mL/minuto. El volumen inyectado del extracto fue de 1 pL.
El gradiente de temperatura abarco un rango inicial de 70°C a un maximo de
230°C. El gas empleado fue helio (He) (Anexo 9).

6. Analisis estadisticos

Se realiz6 un analisis estadistico (ANOVA factorial) para determinar si
existe alguna diferencia significativa entre la actividad antibacteriana de los tres
extractos y el control. En relacion con la CFso de los hongos filamentosos, se
realiz6 un analisis de regresion logaritmica con los datos obtenidos y asi mostrar

la relaciéon de la concentracion del extracto con la inhibicidn del crecimiento.

13
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RESULTADOS Y ANALISIS

1. Datos etnobotanicos de J. pringlei

La determinacion del material vegetal colectado en el municipio de
Acatepec en el estado de Puebla fue realizada por Héctor H. Cervantes Maya en
el herbario de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, los datos de colecta se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Ficha técnica de J. pringlei.

Nombre cientifico Jefea pringlei (Greenm.) Strother
Nombre local Arnica
Uso Se emplea contra dolores, golpes y heridas
Fecha de colecta 08 de febrero 2015
Colector Héctor Cervantes Maya
Zona de colecta Acatepec, Puebla
Numero de registro IZTA 2522
Distribucion Puebla y Oaxaca (México)

2. Obtencion de los extractos

En la tabla 5 se muestran los rendimientos de los extractos de J. pringlei, se
observa que del extracto metandlico obtuvo el mayor rendimiento (12.16%),

seguido por el extracto acetilico (4.29%) y finalmente el extracto hexanico (1.62%).

14
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Tabla 5. Rendimiento de los extractos de J. pringlei.

Extracto Rendimiento en gramos %

Hexanico 3.97 1.62
Aceténico 10.49 4.29
Metandlico 29.68 12.16

¢ Los rendimientos de los extractos se obtuvieron a partir de 244 g. de planta seca.

3. Evaluacion de la actividad antibacteriana

3.1 Evaluacioén cualitativa

La evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana (figura 1) muestra
que el extracto acetilico presentd actividad solamente en 8 bacterias Gram
positivas de las 20 utilizadas: E. faecalis, M. luteus, S. aureus 23 MR, S. aureus
ATCC 29213, S. aureus CC, S. aureus CUSI, S. aureus FES-C y S. epidermidis.

Los extractos hexanico y metandlico no presentaron actividad antibacteriana.

Las 5 cepas de S. aureus presentaron halos de inhibiciébn en todos los
seriotipos o clasificaciones de la cepa, incluyendo el caso clinico y la
multirresistente, los cuales son cepas méas dificiles de eliminar debido a su origen

y a la complejidad genética que representan.

De acuerdo con el analisis estadistico (ANOVA factorial) los halos de
inhibicion del control positivo (cloranfenicol) y del extracto acetilico muestran

diferencias significativas respecto a los diametros (F=3.19, p<0.05).

15
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Figura 1. Actividad antibacteriana del extracto acetilico de J. pringlei sobre cepas
bacterianas.

3.2 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Bactericida
Minima (CBM)

Los resultados obtenidos en las pruebas cuantitativas se presentan en la
tabla 6, se observa que M. luteus denota una mayor sensibilidad que las demas
cepas con una CMI de 0.5 mg/mL y una CBM de 0.75 mg/mL, seguido de E.
faecalis con una CMI de 0.75 mg/mL y una CBM de 1.0 mg/mL.

En contraste las cepas mas resistentes fueron S. aureus ATCC 29213 con
una CMI de 2.0 mg/mL y una CBM mayor a los 2 mg/mL y S. aureus CUSI con
una CMI y una CBM superior a los 2 mg/mL. Sin embargo, las cepas de S. aureus

16

——
| —



GONZALEZ | 2017

MR, CC y FES-C mostraron concentraciones inferiores a los ya mencionados
(CMI = 1.0 mg/mLy CBM = 1.5 mg/mL).

Tabla 6. Evaluacion cuantitativa del extracto acetilico de J. pringlei.

Cepa CMI (mg/mL) CBM (mg/mL)
E. faecalis 0.75 1.0
M. luteus 0.5 0.75
S. aureus 23 MR 1.0 15
S. aureus ATCC 29213 2.0 >2.0
S. aureus CC 1.0 15
S. aureus CUSI >2.0 >2.0
S. aureus FES-C 1.0 15
S. epidermidis 1.0 15
[ 7]
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3.3 Efecto del extracto acetilico sobre la curva de crecimiento de M. luteus.

En esta prueba se utilizé M. luteus ya que fue la cepa que mostré6 mayor
sensibilidad en la prueba cuantitativa, los resultados obtenidos en la curva de
crecimiento microbiano se presentan en la figura 2, el extracto acetilico mostro
disminucioén del crecimiento bacteriano con las concentraciones evaluadas en
comparacion con el testigo. EI mejor efecto se observé en la concentracion de
0.75 mg/mL (CBM) donde se inhibié el 33.4% del crecimiento de la poblacién
bacteriana.

10

Log,, de nimero de sobrevivientes (UFC/mL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tiempo de exposicion (h)

Testigo ——1/2CMI -e-CM|I -B-CBM

Figura 2. Efecto del extracto acetilico de J. pringlei sobre la curva de crecimiento de M.
luteus: 1/2 CMI= 0.25 mg/mL; CMI= 0.5 mg/mL; CBM= 0.75 mg/mL.
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4. Evaluacion de la actividad antifungica

4.1 Evaluacion de la actividad antifangica de en hongos levaduriformes

En la prueba cualitativa en levaduras (figura 3) el extracto hexanico
presentd actividad en los tres tipos de cepas utilizadas; C. albicans 17 MR, C.
glabrata y C. tropicalis. En cuanto al extracto acetilico presentd actividad en; C
albicans 17 MR, C. glabrata y C. tropicalis.

30

25 I

20

15 I

10

Halos de inhibicion (mm)

C. albicans C. glabrata C. tropicalis
Control + BExt. hexanico [Ext. acetilico

Figura 3. Actividad antifungica de los extractos de J. pringlei sobre cepas levaduriformes.
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4.2 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Fungicida

Minima (CFM) del extracto hexanico y acetilico en hongos levaduriformes

En las pruebas cuantitativas de CMI y CFM las levaduras fueron mas
sensibles al extracto hexanico (tabla 7), se presentaron valores de CMI igual a
0.75 mg/mL y una CFM de 1.0 mg/mL en las tres cepas, por otra parte, para el
extracto acetilico se obtuvieron valores en la CMI de 4.0 mg/mL y una CFM mayor

a 4 mg/mL en las tres especies de Candida (tabla 8).

Tabla 7. CMI y CFM del extracto hexanico de J. pringlei sobre hongos levaduriformes.

Cepa CMI (mg/mL) CFM (mg/mL)
C. albicans 17 MR 0.75 1.0
C. glabrata 0.75 1.0
C. tropicalis 0.75 1.0

Tabla 8. CMI y CFM del extracto acetilico de J. pringlei sobre hongos levaduriformes.

Cepa CMI (mg/mL) CFM (mg/mL)
C. albicans 17 MR 4.0 >4.0
C. glabrata 4.0 >4.0
C. tropicalis 4.0 >4.0

20
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Efecto del extracto hexanico sobre la curva de crecimiento de C. albicans 17
MR

Con respecto al efecto del extracto hexanico sobre la curva de crecimiento
de C. albicans 17 MR (figura 4), las concentraciones utilizadas inhibieron el
crecimiento de la cepa. La concentracion de 0.375 mg/mL (1/2 CMI) mostré un
efecto fungistatico inhibiendo el 33.4% de la poblacion microbiana, mientras que
las otras concentraciones de 0.75 mg/mL (CMI) y 1 mg/mL (CFM) se observé un
efecto fungicida a las tres horas de exposicién del microorganismo con el extracto,

dandose asi la muerte del 99.9% de la poblacién.

w £ (3] 2]

Log,, de sobrevivientes (UFC/mL)
N

0 $ ¥ B B
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tiempo de exposicion (h)

Testigo ——1/2MIC -e-MIC -=-CBM

Figura 4. Efecto del extracto de hexano de J. pringlei sobre la curva de crecimiento de
C. albicans: 1/2 CMI= 0.375 mg/mL; CMI= 0.75 mg/mL; CFM= 1.0 mg/mL.
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4.3 Evaluacion de la actividad antifangica en hongos filamentosos

En la tabla 9 se presentan los resultados de las pruebas cualitativas de los
extractos en hongos filamentosos. El extracto acetilico fue el tnico que presentd
actividad sobre las cuatro cepas evaluadas: T. mentagrophytes, A. niger, F.
moniliforme y F. sporitrichum, en tanto con los extractos hexanico y metandlico no

lograron inhibir el crecimiento de A. niger y F. sporitrichum respectivamente.

Tabla 9. Actividad antifungica de los diferentes extractos de J. pringlei sobre hongos
filamentosos.

Hongo Control + Hexano Acetato de Metanol
etilo
T. mentagrophytes . . . .
A. niger . . .
F. moniliforme . . . .
F. sporotrichum . . .
* = Actividad

4.4 Concentraciéon Fungicida Media (CFso0) sobre hongos filamentosos

En la tabla 10 se muestran las concentraciones necesarias de los tres
extractos para inhibir el 50% del crecimiento de los hongos utilizados. Las cepas
de F. moniliforme y F. sporotrichum necesitaron una concentracion de 1.97 mg/mL
de los extractos acetilico y metandlico respectivamente, el crecimiento de T.
mentagrophytes es inhibido con 2.86 mg/mL del extracto metandlico y finalmente
para A. niger se necesita de 3.65 mg/mL del extracto hexanico para inhibir el 50%
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del crecimiento. Todo lo anterior resalta las concentraciones mas bajas requeridas
para detener la mitad del crecimiento, dichos comportamientos se pueden
observar para T. mentagrophytes (figura 5), A. niger (figura 6), F. moniliforme

(figura 7) y F. sporotrichum (figura 8).

Tabla 10. CFs, de los extractos de J. pringlei sobre hongos filamentos.

Extracto Hexanico Acetilico Metandlico
Cepa (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
T. mentagrophytes 5.1 5.7 2.86
A. niger 3.65 3.86 NA
F. moniliforme 5.66 1.97 8.74
F. sporotrichum NA 2.5 1.97

e NA = No Activo

40 =
CFs0=5.7 mg/mL CFso= 5.1 mg/mL

CFso= 2.68 mg/mL

% de inhibicién
[~
[ =)

0 0.25 0.5 0.75 1 1.5 2
Concentraciones [mg/ml)

=p==Ext Hexanico =8==Ext Acetilico =m=Ext. Metanclico

Figura 5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los extractos de J. pringlei
sobre T. mentagrophytes.
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los extractos de J. pringlei
sobre A. niger.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los extractos de J. pringlei
sobre F. moniliforme.
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60 CFso= 1.97 mg/mL

CFso= 2.5 mg/mL

% de inhibicion
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los extractos de J. pringlei
sobre F. sporotrichum.
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5. Cromatografias y pruebas cualitativas de identificacion de los grupos

de metabolitos secundarios

Pruebas cualitativas

En la tabla 11 se muestran los principales grupos de metabolitos

secundarios (MS) que constituyen a los extractos hexanico, acetilico y metanalico.

En el extracto hexanico se puede notar la presencia de monoterpenos y
glicosidos, para los extractos acetilico y metandlico hay grupos de fenoles,
flavonoides, taninos, cumarinas y monoterpenos. En el caso de los esteroles y/o

triterpenos solo se encuentran presentes en el extracto acetilico.

Tabla 11. Grupos de metabolitos secundarios en los extractos de J. pringlei.

Hexano Acetato de etilo Metanol
Saponinas
Fenoles +++ 4
Flavonoides T 4+
Taninos --- +++ +++
Alcaloides
Cumarinas +++ F++
Esteroles y/o +++
Triterpenos
Monoterpenos +++ +++ +++
Glicoésidos +++ — —

e (---) Prueba negativa, (+++) Prueba positiva
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Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

Para el HPLC, las muestras inyectadas se leyeron a una absorbancia de
280 nm, se observa la presencia de 12 picos para el extracto acetilico en un lapso
de 20 minutos (figura 9), en contraste con el extracto metandlico (figura 10), en el
cual se puede apreciar la presencia de 9 picos en un lapso de 22 minutos

encontrando compuestos como flavonoides y fenilpropanoides (tabla 12 y 13).

Tabla 12. HPLC del extracto acetilico de J. pringlei.

Pico TR (min) Absorbancias (nm) Compuesto

1 2.75 220, 246, 326 Flavonoide
2 3.05 284, 324 Fenilpropanoide
3 3.22 272 Fenilpropanoide
4 3.42 218, 282, 342 Flavonoide
5 4.2 212 Fenilpropanoide
6 5.25 204 Fenilpropanoide
7 6.2 200, 344 Fenilpropanoide
8 6.95 200, 342 Fenilpropanoide
9 8.57 200, 272, 346 Flavonoide
10 10.48 200, 280, 332 Flavonoide
11 11.51 200, 268, 340 Flavonoide
12 12.78 200, 268, 340 Flavonoide

27

——
| —



GONZALEZ | 2017

Tabla 13. HPLC del extracto metandlico de J. pringlei.

Pico TR (min) Absorbancias (nm) Compuesto
1 2.32 216, 298 Fenilpropanoide
2 3.10 220, 248, 296, 360 ND
3 7.35 204, 288, 324 Flavonoide
4 8.01 204, 276, 332 Flavonoide
5 10.54 205, 268, 280, 370 ND
6 12.25 268, 280, 314, 370 ND
7 14.53 220, 320 Fenilpropanoide
8 16.24 220, 268 Fenilpropanoide
9 20.77 224, 260, 306 Flavonoide

e ND= no determinado
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Figura 9. Cromatograma obtenido por HPLC del extracto acetilico de J. pringlei.
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Figura 10. Cromatograma obtenido por HPLC del extracto metandlico de J. pringlei.
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Cromatografia de gases del extracto hexanico de J. pringlei (GC-MS)

En el analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS) se inyect6 una muestra del extracto hexanico, de acuerdo con el
tiempo de retencién y a los patrones de fragmentacion (en un lapso de 30 minutos)
se lograron identificar cuatro compuestos los cuales fueron corroborados con la
libreria NISTO08.L del espectro de masas (>90%), tal y como se muestra en el
cromatograma de la figura 11. En la tabla 14 se muestran los cuatro compuestos
identificados: B-cariofileno, 1- nonadecano, eicosano y el Heneicosano, siendo el

ultimo el compuesto mas abundante con 34.24% del total.

Tabla 14. GC-MS del extracto hexanico de J. pringlei.

# TR (min) Abundancia (%) Compuesto  Tipo de compuesto
9 8.155 6.3 -Cariofileno Sesquiterpeno
24 13.794 0.74 1-Nonadecano Alcano

48 20.62 15.89 Eicosano Alcano

49 23.577 34.24 Heneicosano Alcano

e #=numero de pico, TR= Tiempo de Retencion
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Figura 11. Cromatograma del extracto hexénico de J. pringlei.

30

——
| —



GONZALEZ | 2017

DISCUSION

Las plantas medicinales han tenido durante afios una gran importancia en
diversos sectores de la poblacion como medicina alternativa, su uso tradicional ha
prevalecido y evidenciado tener efectos contra ciertas enfermedades vy
padecimientos. Hoy en dia existe una disminucién en el uso de estos métodos
ancestrales en ciertas regiones de la poblacion debido a la extraccion y
aislamiento de sustancias quimicas para la produccion de nuevos farmacos
(Shilpa, 2010). Sin embargo, hay que recordar que dichas sustancias son aisladas
y producidas a partir de compuestos naturales o metabolitos secundarios, los
cuales, sirven como base de estudio para crear mas medicamentos o mejorar los
ya existentes. Los resultados de este proyecto son el primer aporte cientifico sobre
la actividad biologica y el perfil fitoquimico que presentan los extractos de J.

pringlei.

Obtencion de los extractos

El extracto metandlico de J. pringlei presentdé el mayor rendimiento
comparado con los otros dos extractos (tabla 5). En relacién con otras plantas
reportadas, los niveles de compuestos del metabolismo secundario pueden estar
controlados por factores genéticos y por las condiciones ambientales (estrés
ambiental, temperatura, humedad, nutrientes, agua, altitud, latitud contaminacién o
interacciones con otros organismos), sin importar si pertenecen a la misma familia
(Jones y Hartley, 1999). Es importante mencionar que la planta fue colectada en
temporada seca en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, por tanto, la produccién de
compuestos que ayuden a proteger la planta de estas condiciones se produce en
mayor cantidad. Se ha demostrado que la radiacion UV esta relacionada con la
acumulacion de metabolitos secundarios, compuestos fendlicos como flavonoides,
ligninas, taninos y cumarinas actiian como filtros, disminuyendo el efecto nocivo

de la radiacion UV-B sobre el crecimiento y la fotosintesis (Zhang y Bjorn, 2009;
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Rozema et al., 2002). La variabilidad genética y fenotipica de una especie es un
indicador de plasticidad ecoldgica y la capacidad de respuesta de la misma a los
cambios ambientales, juega un papel importante en el comportamiento de las
plantas y la produccion de metabolitos secundarios ante condiciones favorables y

adversas (Cariveau et. al. 2004; Moorey y Foley, 2005).

Evaluacion de la actividad antibacteriana

En la evaluacién cualitativa (figura 1) se muestra que el extracto acetilico de
J. pringlei fue el Unico que presentd actividad antibacteriana en 8 cepas Gram
positivas, sin embargo, no se presentd actividad en ninguna Gram negativa.
Existen diferencias entre los dos tipos de bacterias ya que las estructuras
celulares varian, las bacterias Gram negativas ofrecen mayor resistencia que las
positivas a la entrada de antimicrobianos, pues poseen una membrana celular
externa, que rodea la capa de peptidoglucano. Esa membrana es una bicapa
lipidica que desempefia un importante papel de barrera frente a determinados
antimicrobianos (Nikaido, 2003). Cuando el peptidoglucano es el foco del
mecanismo de accién se inhibe la formacién de precursores que originan esta
membrana, ya que se impide la accibn de enzimas vitales como las
glucosiltransferasas y transpeptidasas (enzimas PBP) y en consecuencia evitando
la elongacion del peptidoglucano. Cuando las moléculas que ejercen esta
actividad son muy grandes se impide el paso a través de la pared de las bacterias
Gram negativas, de forma que solo resultan activas frente a Gram positivos

(incluyendo cepas multirresistentes) (Calvo et al., 2009; Sauvage et al., 2008).

En cuanto a la prueba cuantitativa (tabla 6), M. luteus fue la cepa mas
sensible mientras que S. aureus 29213 y S. aureus CUSI tuvieron menor
sensibilidad. Cabe mencionar que las cepas de M. luteus y S. aureus son agentes
gue causan infecciones en las heridas de la piel con mayor frecuencia ya que los

polisacaridos que conforman la pared bacteriana facilitan su adhesion a los
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componentes de la matriz extracelular del tejido objetivo, como la fibronectina y el
colageno (Moffatt, 2005). Rodriguez y colaboradores en el 2017 evaluaron el uso
etnomedicinal y las propiedades bioldgicas de H. inuloides (Arnica) sobre cepas de
interés clinico, sin embargo, los extractos no presentaron actividad en cepas como
M. luteus y S. aureus. Otros estudios revelan que dicha actividad se puede deber
a los sesquiterpenos, ya que Kubo y colaboradores en 1994 aislaron de H.
inuloides estos compuestos y lo probaron en cepas como S. aureus ATCC 12598
y S. aureus ATCC 33591 mostrando resultados con una CMI que va de 6.23 a
12.5 pg/mL. Lo anterior se puede comparar con los resultados obtenidos ya que J.
pringlei y H. inuloides (Asteraceae) son conocidos como “arnica” por sus
similitudes taxonémicas. El extracto acetilico de J. pringlei presenté CMI mayores
que las reportadas, esto debido a que en el trabajo realizado por Kubo utilizaron
compuestos aislados y no un extracto. Dentro de un extracto hay gran variedad de
compuestos, mismos que interactian simultaneamente y como consecuencia se
dan acciones de sinergia (potencializa el efecto antibacteriano) o de antagonismo
(disminuye o anula dicho efecto) (Pappano, 2013), lo cual puede dar una premisa
del por qué en M. luteus si hubo mayor sensibilidad y para S. aureus se

necesitaron concentraciones altas del extracto.

Curva de crecimiento en M. luteus

Como ya se sabe, los antimicrobianos se han clasificado tradicionalmente
en bactericida (ejercen una accion letal para la bacteria) o bacteriostatico (solo
inhiben transitoriamente el crecimiento bacteriano) (Martinez, 2008). El efecto del
extracto acetilico sobre la curva de crecimiento de M. luteus como se observa en
la figura 2, muestra un efecto bacteriostatico. Como ya se habia mencionado, el
peptidoglucano puede ser la diana del extracto acetilico, para su formacion
intervienen diversos mecanismos que van a favorecer o perjudicar su desarrollo,
tal es el caso de las autolisinas. Las autolisinas son enzimas liticas que se

encargan de la degradacion de peptidoglucano, esta membrana esta en constante
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renovacion, llevandose a cabo un proceso regulado de hidrolisis, cuando se rompe
este equilibrio por la accidbn de un compuesto activo del extracto natural o
medicamento se da una sobre activacion de las lisinas para finalmente provocar la
muerte bacteriana. Sin embargo, cuando una bacteria carece de autolisinas o el
principio activo no logra activar este mecanismo, las bacterias no son destruidas
solo son inhibidas, por lo que se dice que la bacteria es tolerante (Normark vy
Normark, 2002; Bayles, 2000). Los resultados nos indican que se logra una
disminucién bacteriana en la concentracion CBM, pero no se da el efecto
bactericida, retomando lo dicho por Normark y Bayles, puede ser una explicacion
l6gica a este suceso el hecho de que el extracto no haya activado las autolisinas,
no obstante, no hay que descartar la posibilidad de que esto se deba a otros
procesos en la pared celular, enzimas metabdlicas, sintesis de proteinas y el

sistema génico (Calvo et al., 2009).

Actividad antifingica en hongos levaduriformes

Diversas especies de levaduras del género Candida estan distribuidas en la
naturaleza y actlan como saprofitos comunes en la microflora humana. Sin
embargo, algunas de estas especies de hongos se pueden convertir en patégenos
oportunistas y pueden provocar infecciones en diversos sectores del cuerpo como
en zonas cutaneas (piel), de mucosas (vagina, esofago, cavidad bucal) y sistemas
del cuerpo (torrente sanguineo) (Papon et al.2013; Webb, 1998). En la cavidad
bucal la colonizacion es significativamente distinta de sitio a sitio, ya que hay
sujetos portadores de especies de Candida, donde C. albicans comprende entre

60% y 70% de los aislamientos y C. tropicalis comprende 7% (Totti, 1996).

En la prueba cualitativa en levaduras (figura 3) se observa que los extractos
hexanico y acetilico tuvieron actividad antifingica en las tres cepas utilizadas.
Existe una relacion entre J. pringlei y A. montana ya que ambas son conocidas
como “arnica” y pertenecen a la familia Asteraceae, se ha reportado que el

extracto metandlico de A. montana demostré actividad biolégica en cepas

34

——
| —



GONZALEZ | 2017

levaduriformes como C. albicans NTCC 3736 y C. albicans F72, esto, debido a la
presencia de flavonoides como la galangina y la pinocembrina (Koo, et al., 2000).
En otros estudios se ha relacionado la actividad antifingica con la presencia de
lignanos en extractos crudos (Pessini et. al., 2003). Los resultados muestran datos
similares ya que el extracto acetilico muestra la presencia de flavonoides y aunque

no se sabe con exactitud qué tipo de flavonoides estén, existe la actividad.

En cuanto a las CMIs y CFMs, el extracto hexanico mostr6 mayor
efectividad que el acetilico con concentraciones de 0.75 mg/mL y 4 mg/mL
respectivamente, esto para las tres cepas utilizadas (tabla 7 y 8). Se han reportado
estudios donde han probado los efectos de compuestos fitoquimicos sobre cepas
del género Candida, los terpenos como el hinokitiol han disminuido el crecimiento
de C. albicans con una CMI= 5-10 pug/mL y el laurepoxieno en C. glabrata con una
CMI= 2 pg/mL. En otro caso una cumarina (escopoletina) detuvo el crecimiento de
la misma cepa con una CMI de 25 um/mL vy flavonoides como la isoquercitrina y la
guercetina contuvieron el desarrollo de C. albicans y C. glabrata con unas CMls de

2.5 ug/mL y 15.6 pg/mL respectivamente (Lu et al., 2017).

Curva de crecimiento en C. albicans 17 MR

El efecto del extracto sobre la curva de crecimiento de C. albicans 17 MR se
observa en la figura 4, se muestra un efecto fungicida, el cual sugiere que el
extracto hexanico presenta un efecto de tipo impactos mdltiples, lo que es
evidente por la pendiente negativa observada desde la segunda y tercera hora de
exposicién del microorganismo con el extracto. Esto puede ser por la inactivacion
de una de las vias metabdlicas especificas como la sintesis del ergosterol, el foco
de accion esta unido a la membrana celular del hongo, en donde se forman poros
y se permite la permeabilidad de esta, asi como la perdida de proteinas,
glucésidos y cationes hasta la muerte celular (Pichardo, 2013). En el caso de
algunos medicamentos como los polienos alilaminas y azoles el proceso es

similar, ya que el compuesto activo se fija a los esteroles de la membrana de las
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células, los cuales tienen gran afinidad al ergosterol de los hongos, teniendo como
consecuencia la alteracion de la estructura, despolarizando la membrana, por
ende aumenta la permeabilidad para la entrada de protones y cationes a la célula
para que pierda contenido citoplasmatico y finalmente provocar la muerte celular
(Allevato et al., 2007).

Actividad antifangica en hongos filamentosos

En lo referente a el efecto antifingico en hongos filamentosos, los tres
extractos inhibieron el crecimiento radial en las cepas evaluadas, el extracto
acetilico fue el mas activo ya que detuvo el desarrollo de las 4 cepas, mientras que
los extractos hexanico y metandlico no lograron inhibir el crecimiento de F.
sporitrichum y A. niger respectivamente. La importancia clinica de estas cepas se
relaciona con el humano, ya que el género Fusarium puede aislarse a partir de
piel, cornea, esputo, hueso, sangre, etc, provocando enfermedades como
queratitis u onicomicosis (Nelson, 1983), el género Trichophyton causa
enfermedades en la piel como dermatofitosis, mientras que A. niger provoca
enfermedades en vias respiratorias provocando aspergiloma y aspergilosis
pulmonar (Torres et. al.,, 1991). Existen medicamentos como el fluconazol y el
ketoconazol los cuales inhiben el desarrollo de hongos que causan oicomicosis
(Westerberg y Voyack, 2013). También se ha demostrado que la presencia de
lignanos y acidos grasos en extractos crudos muestran una actividad fungicida y
fungistética en diversos hongos levaduriformes y miceliados (Vargas et al., 2005;
Pessini et al, 2003).

El porcentaje de inhibicion de los extractos de J. pringlei muestra que las
cepas que mostraron mayor sensibilidad fueron F. moniliforme y F. sporotrichum.
Los compuestos activos que tienen la accion atifungica ejercen su mecanismo de
accion en la inhibicion de la 14-alfa-demetilacion del lanosterol en la ruta
biosintética del ergosterol, la ausencia de ergosterol y su sustitucion por otros

esteroles hace que la membrana plasmatica presente alteraciones en su
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permeabilidad y fluidez (Pontén y Quindos, 2006). Las otras cepas necesitan de
una mayor concentracion de los extractos, esto se debe a la resistencia de los
hongos, que es ocasionado por una variedad de mecanismos como la alteracién
de enzimas que participan en la sintesis de ergosterol, la disminucion de la
permeabilidad de la membrana plasmatica al farmaco y las mutaciones: esta
accion hace que se expresen genes como el ERG11, el cual provoca que la
membrana active una serie de bombas las cuales regulan la expulsion del

antifingico del interior de la célula (Morschhauser, 2002).

Pruebas cualitativas de metabolitos secundarios

En los extractos se encontrd la presencia de seis grupos de metabolitos
secundarios: fenoles, flavonoides, taninos, cumarinas, esteroides/triterpenos y
monoterpenos. Estudios previos han demostrado que A. montana y H. inuloides
presentan una gran variedad de compuestos como carotenos, cumarinas,
flavonoides, glucosidos, alcaloides, taninos, triterpenos y muchos mas, los cuales
le confieren su actividad antinflamatoria, antimicrobiana y antifingica (Rodriguez
et al., 2017; Koo et al., 2000; Duke, 1998), a diferencia de lo reportado, J. pringlei
no presenta alcaloides. La presencia de estos metabolitos secundarios puede
estar relacionados con el ambiente de la zona de colecta de la planta, ya que al
ser una zona semicdlida la presencia de compuestos fenélicos como flavonoides,
lignina, taninos y cumarinas actian como filtros UV gracias a los anillos
bencénicos que conforman sus estructuras quimicas, disminuyendo el efecto
nocivo de la radiacion UV-B sobre el crecimiento y la fotosintesis (Rozema et al.
2002; Zhang & Bjorn 2009). La presencia de monoterenos o0 sesquiterpenos
originan aromas o fragancias y las antocianinas o carotenoides una gran variedad
de colores que pueden atraer a polinizadores (Dobson & Bergstrom 2000) los

cuales son vitales para su reproduccion.
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Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

El patron cromatografico de los extractos acetilico y metandlico muestra que
la especie J. pringlei es productora de compuestos como fenilpropanoides y
flavonoides. La mayor diversidad de estos compuestos se encuentra en partes
como las hojas y corteza, estos compuestos cumplen funciones especificas de
defensa contra patdégenos como bacterias, hongos, parasitos, entre otros
organismos y también absorben la radiacion emitida por los rayos solares
disminuyendo el impacto negativo sobre las plantas (Zhang & Bjorn 2009; Pessini,
2003). Existe una gran relacion entre los resultados de las pruebas biologicas
(bacterias y hongos) y los cromatogramas, los cuales muestran la presencia de
compuestos de importancia biolégica, por ende, se puede relacionar y afirmar la
abundancia de compuestos de alta polaridad (extracto metandlico), la inhibicién de
bacterias Gram positivas (extracto acetilico), de hongos levaduriformes vy
filamentosos (extractos hexanico, acetilico y metandlico). A pesar del patron
cromatografico no se puede sefalar con precision que compuesto o compuestos
en particular mostraron la actividad biolégica ya que se trabaj6é con una mezcla de
diversos compuestos donde pueden interactuar simultdneamente y darse una
accion de sinergia o antagonismo (Pappano, 2013). Sin embargo, los datos sirven
de preambulo para desarrollar estudios mas a fondo.

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS)

Los resultados obtenidos en el andlisis GC-MS realizados al extracto
hexanico permite observar la presencia de sesquiterpenos como el Cariofileno, al
igual que algunos alcanos o acidos grasos como el eicosano, heneicosano y el
nonadecano. Se han realizado estudios con arnica mexicana (H. inuloides) en
donde mediante cromatografia de gases se determind la presencia de compuestos
como el Cariofileno, eicosano y heneicosano presentes en los extractos de esta
especie (Pérez et al., 2016), estos compuestos son los que le brindan su potencial

de aplicacién farmacéutica. Esto se puede corroborar, ya que el cariofileno es un
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compuesto presente en aceites esenciales de diversas plantas, el cual ha
demostrado poseer actividad antifungica en diferentes hongos levaduriformes y
filamentosos (Ricci et. al., 2005). En lo que respecta a los &cidos grasos, son de
gran importancia ya que cumplen un papel nutracéutico y como alimento funcional
en consumo humano, también desempefian acciones medicinales como
cardioprotectores, antinflamatorios, entre otros. Los &cidos grasos como el
Eicosano y el Heneicosano son potenciadores de compuestos que penetran la piel
para llevar a cabo la accién desinflamatoria (Orsavova et al., 2015; Bilia et al.,
2006).

Este trabajo muestra resultados relevantes, ya que cabe mencionar que
este es el primer estudio sobre la actividad antimicrobiana de la especie J. pringlei.
Los resultados mostrados indican que el organismo presenta una gran variedad de
metabolitos secundarios, los cuales pueden influir de manera importante en la
variedad de efectos bioldégicos mostrados. Los datos mostrados pueden servir de
base a estudios posteriores para definir de manera mas precisa el por qué solo se
tuvo actividad en bacterias gram positivas y determinar de manera mas detallada
la composicion quimica de los extractos para poder asi tener un mayor grado de
seguridad que compuestos son los que tienen o ejercen dichas actividades

bioldgicas aislando el compuesto activo.
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CONCLUSIONES

El extracto metandlico de J. pringlei presenté el mayor rendimiento con
12.16%.

El extracto acetilico de J. pringlei presenté actividad antibacteriana en ocho
cepas Gram positivas. M. luteus presentd la mayor sensibilidad con una
CMI de 0.5 mg/mL y CBM de 0.75 mg/mL.

El extracto acetilico de J. pringlei mostré una actividad bacteriostatica en M.

luteus.

Los extractos hexénico, acetilico y metandlico de J. pringlei presentaron
actividad sobre tres cepas de levaduras. En el extracto hexanico las tres
levaduras tuvieron una CMI de 0.75 mg/mL y una CFM de 1.0 mg/mL

siendo las mas sensibles.

El extracto hexanico de J. pringlei present6 una actividad fungicida en C.

albicans 17 MR en una concentracion de 1.0 mg/mL.

El extracto acetilico de J. pringlei present6 actividad sobre cuatro cepas de

hongos filamentosos.

Las pruebas colorimétricas muestran la presencia de siete grupos de

metabolitos secundarios en los extractos de J. pringlei.
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La cromatografia liquida (HPLC) muestran la presencia de flavonoides y

fenilpropanoides en el extracto acetilico de J. pringlei.

La cromatografia de gases (GC-MS) del extracto hexanico de J. pringlei
revela la presencia de compuestos del tipo alcano (1-Nonadecano,

Eicosano y Heneicosano) y sesquiterpenos (Cariofileno).

Los resultados demuestran el efecto antimicrobiano de J. pringlei y validan

su uso en el tratamiento de enfermedades de posible origen infeccioso.
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ANEXOS

Anexo 1. GENERO Jefea

El género Jefea contiene un numero muy reducido de especies en donde se
pueden encontrar a Jefea brevifolia (A. Gray) Strother, Jefea gnaphalioides (A.
Gray) Strother, Jefea lantanifolia (Schauer) Strother y Jefea pringlei (Greenm.)
Strother (Strother, 1991).

Al ser un género poco estudiado se ha estimado la distribucion potencial de
estas especies mediante el uso de un programa de modelaje bioclimatico
(BIOCLIM). Para ello se han evaluaron 19 pardmetros climaticos y la distribucion

conocida de las especies obtenida de registros de herbario (Villasefor, 2004):

J. brevifolia, se distribuye en el norte de México, en los estados de
Chihuahua, Coahuila, Durango, Nuevo Leo6n, San Luis Potosi y Zacatecas.

Inclusive en parte del sur de Texas en los Estados Unidos.

J. gnaphalioides se registra en el sureste de Coahuila, el suroeste de

Tamaulipas, la porcion central de San Luis Potosi y la porcién central de Hidalgo.

J. lantanifolia se encuentra en la porcion oriental de la Altiplanicie Mexicana,
con registros en el oeste de Hidalgo, el sur de Nuevo Ledn, San Luis Potosi, el

noroeste de Querétaro y el suroeste de Tamaulipas

J. pringlei, a diferencia de las otras tres especies, presenta una distribucion
mas surefia, creciendo en las comunidades xeroéfilas del Valle de Tehuacan-

Cuicatlan, en los estados de Oaxaca y Puebla.
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Anexo 2. DESCRIPCION BOTANICA

Jefea pringlei (Greenm.) Strother

Clasificacion
Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae

Género: Jefea

Especie: Jefea pringlei Figura 12. Jefea pringlei.

Nombre sinénimo: Zexmenia pringlei

Nombre comun: Arnica

Descripcion botanica: Hierba perenne o arbusto pequefo, erecto, con tallos
jovenes muy pubescentes; Hojas simples, opuestas, ovada-deltoides, muy
pubescentes, blancos en el envés y tomentosas, de 2.5-3 cm. de largo, enteras o
levemente crenadas, de peciolos cortos; Cabezuelas florales solitarias, terminales,

de tallos elongados, cada uno con 9-11 pétalos amarillos.
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Distribucién: Presenta una distribucion orientada hacia el sur, creciendo en las
comunidades xerdfilas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, en los estados de Oaxaca
y Puebla y unos cuantos registros en el bosque tropical caducifolio (Villasefior y
Téllez, 2004).

.< Veracruz

Puebla

Oaxaca

Figura 13: Localizacién geografica de Jefea pringlei.
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Anexo 3. METODO DE DIFUSION EN AGAR DE KIRBY-BAUER (Cole, 1994;
Vanden Berghe y Vlietinck, 1991; Beer y Sherwood, 1945).

Utilizando esta técnica, se evallan cualitativamente la actividad antibacteriana de
los compuestos de un extracto o un compuesto puro, los cuales difunden a través
del agar. Si hay compuestos activos, el crecimiento de la bacteria se detiene y se
forman halos alrededor del disco. Se utiliza como medio de cultivo estandar el
agar Mdller-Hinton. Es importante que el medio alcance en la placa un espesor
uniforme de 4 mm. Si es mas fino, los compuestos tienden a difundir mas en
direccién lateral aumentando el tamafio de las zonas de inhibicion; un agar de mas
de 4 mm de espesor produce una mayor disolucion del compuesto hacia abajo,
con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de inhibicion. Con un asa de
siembra se tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias. Se sumerge el asa
en 10 mL de caldo Miuller-Hinton (Bioxon 260), se enjuaga bien en el liquido para
descargar todo el material y luego se retira el asa, el tubo de cultivo se incuba a
37°C durante aproximadamente 24 h. Una vez logrado esto, se sumerge un hisopo
de poliéster, estéril y seco en la suspension de bacteria, antes de retirarlos se
elimina el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del
tubo. Con este hisopo se inocula la superficie de una placa con agar de Miiller-
Hinton. Previamente, se deja que la placa alcance temperatura ambiente.
Finalmente, se siembra mediante estria en por lo menos tres direcciones, dando
vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60° luego de cada estria. Se
utilizan sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel Whatman N°5. Se
utilizan 2 mg de los extractos disueltos en 10 pL del disolvente correspondiente a
cada extracto. Al llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos
impregnados con las sustancias a evaluar se colocaran en la superficie del agar
utilizando una pinza estéril y deben colocarse por lo menos a 22 mm uno de otro y
a 14 mm del borde de la placa para evitar que las zonas de inhibicion se
superpongan o se extiendan hasta el margen de la placa. Los sensidiscos se
deben presionar suavemente con la punta de la pinza, cuidando de no moverlos

una vez colocados en su lugar. Sobre cada sensidisco se coloca la concentracion
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de cada extracto a evaluar. Para el control negativo se preparan sensidiscos a los
que se les agrega 10 pL del disolvente empleado para disolver el problema. Se
evalla la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos impregnados
con 25 pg de cloramfenicol. Los sensidiscos se preparan 24 horas antes del
bioensayo. Una vez preparadas convenientemente las placas para la prueba de
susceptibilidad, se colocan en una incubadora a 36°C, sin mayor tension de COs-.
Es preciso evitar presion de CO2 debido a que se puede formar &cido carbonico en
la superficie humedecida del agar, provocando un descenso de pH. El desarrollo
de algunos microorganismos es debido al pH &acido, lo cual tiende a estrechar
falsamente la zona de inhibicion. Asi mismo, la actividad de diversos antibioticos
puede aumentar o disminuir con la caia del pH, produciéndose diferencias en las
velocidades de difusién y alteraciones de las zonas de inhibicién. En el caso de
existir zonas de inhibicion se reporta el extracto como activo. Las zonas de
inhibicion se miden con una regla de calibracion en milimetros. En todos los casos,

esta prueba se hace por triplicado y se reportan los valores promedio.
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Anexo 4. MICROTECNICA DE DILUCION EN CALDO (Koneman, 1991)

Con este método se evalla cuantitativamente la actividad antibacteriana de los
extractos 0 compuesto puro, estos se incorporan al agar a diferentes
concentraciones. Se determina la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion bactericida minima (CBM). La susceptibilidad de los
microorganismos a los antimicrobianos se determina en una serie de microtubos
moldeados en una placa plastica con 96 concavidades (placa de ELISA). La placa
se prepara colocando 50 uL de caldo Mdller-Hinton (Bioxon 260) con la
concentracion del extracto probado en las concavidades apropiadas (0.25, 0.50,
0.75, 1.0, 1.5y 2.0 mg/mL). Se prepara una suspension bacteriana inoculando una
asada de la colonia en estudio en 10 mL de caldo Miiller-Hinton (Bioxon 260) y se
incub6 a 35°C durante 24 horas (produciendo una concentracion bacteriana de
aproximadamente 108 UFC/mL) y se diluyeron en caldo Muller-Hinton para obtener
una concentracién aproximada de 10° UFC/mL. En cada una de las 96
concavidades se colocaron 50 pyL de esta suspension diluida. Como control
negativo se colocan 50 pL de caldo Mduller-Hinton con 10 pL del solvente
empleado para disolver el problema. El grupo testigo se prepara colocando 50 uL
de caldo Muller-Hinton en las concavidades y 50 pL de la suspension bacteriana
(10° UFC/mL) Una vez cargada la placa con la suspensién bacteriana, se cubre
con una tapa para evitar el desecamiento durante la incubacién. Todas las placas
se incuban a 35°C durante 24 horas. Después del tiempo de incubacién se afiade
a cada concavidad 50 uL de una solucién al 0.08% de sal de tetrazolio oxidada

(DTT). La placa se incuba 30 min.

El uso de sales de tetrazolio provee de métodos alternos indirectos para medir la
actividad respiratoria, en este caso en bacterias. La reduccion de una sal de
tetrazolio causa la formacion de un precipitado insoluble de coloracion rojiza
conocido como formazan. Por lo que, en las concavidades donde se desarrolle
organismos, el colorante es reducido a color rojo visible, produciendo un botén rojo

en el fondo de la concavidad. Donde no hay desarrollo, la soluciébn permanece
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clara. La concentracion a la cual existe una disminucion drastica del crecimiento
representa la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la concentracion que
produce una inhibicion completa del desarrollo representa la Concentracion
Bactericida Minima (CBM). En todos los casos, esta prueba se hace por triplicado.
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Anexo 5. EFECTO DE LOS EXTRACTOS SOBRE EL CRECIMIENTO
BACTERIANO (Kubo, et al., 1993)

Este método se emplea para determinar el efecto que tiene el extracto sobre el
crecimiento bacteriano, basandose en las CMI y CBM obtenidas. Y asi determinar
los impactos necesarios para que se produzca la muerte bacteriana. Se utiliza
como medio de cultivo estandar el agar Miller-Hinton. EI medio se coloca en cajas
septadas. Es importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de
4 mm. Se prepara el inéculo con aproximadamente 1x108 bacterias/mL en un tubo
de ensayo con 10 mL de caldo Miuller-Hinton (esta concentracion bacteriana se
obtiene en un periodo de 24 horas de incubacién). Con ayuda de una micropipeta,
se inoculan 0.1 mL de la suspension de bacterias en los tubos que contienen los
extractos a evaluar. La concentracion final es de aproximadamente de 1x10°
bacterias/mL de caldo en cada tubo. Se incubara en una estufa a 35°C sin presion
de COz2. Los extractos o compuestos a evaluar, se prepara en tubos con 10 mL de
caldo Muller-Hinton con las concentraciones de CMI y su multiplo medio; esto es,
la mitad del CMI (2 CMI) y CBM. Se muestrea cada hora durante los primeros 4
tiempos: TO0-0, T1-1, T2-2, T3- 3, T4-4 (tiempo-horas trascurridas), después 2
muestreos cada dos horas, un muestreo a las 12 h y finalmente a las 24 h. En
cada tiempo se realizan diluciones en tubos con solucién salina para determinar
las unidades formadoras de colonias en cada tubo. Como testigo se prepara un
tubo sin extracto. Las cajas se incuban durante 24 h a 35°C. Se cuentan las
colonias de cada concentracion y dilucion. Se grafica el Log del niamero de
sobrevivientes contra el tiempo para determinar el nUmero de impactos necesarios
para que se produzca la inactivacion bacteriana, se prolonga la zona lineal de la

curva de supervivencia hasta su insercion con el eje de las ordenadas.
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Anexo 6. INHIBICION DEL CRECIMIENTO RADIAL POR DIFUSION EN AGAR
(Wang y Bun, 2002)

Este ensayo evalla cualitativamente la actividad antifingica sobre hongos
filamentosos de un extracto o un compuesto puro. Los compuestos difunden a
través del agar y si estos son activos, el crecimiento del hongo es mas lento o se
detiene, resultando la deformacion de la colonia. EI método se lleva a cabo en
cajas petri que contienen 20 mL de agar papa-dextrosa (PDA), en el cual se
inocula el micelio del hongo activamente en crecimiento. Se utilizan sensidiscos de
5 mm de didmetro de papel Whatman No. 5. Se impregnan con 2 mg del extracto
0 compuesto puro, disueltos en 10 pL del disolvente. Los sensidiscos se preparan
24 h antes del bioensayo, para dejar que el disolvente se evapore por completo.
Los discos de colocan a una distancia de 5 mm del limite micelial, utilizando una
pinza estéril. Los sensidiscos se presionan suavemente con la punta de la pinza,
cuidando de no moverlos una vez colocados en su lugar. Como control negativo
se colocan sensidiscos a los que se les agrega 10 pL de disolvente, y como
control positivo se usaron sensidiscos con 7 ug de ketoconazol, en ambos casos
se dejan evaporar durante 24 h (al igual que los experimentales). Se realizan tres
repeticiones. Las cajas se incuban a 28°C durante 72 h o hasta que el crecimiento
micelial se haya desarrollado. En el caso de existir alguna deformacién en el
crecimiento del hongo, se reporta el extracto como activo, ya que, en condiciones
normales, el crecimiento del hongo es circular y éste debe crecer encima de los
sensidiscos con control negativo, también cualquier signo de diferencia de color,
esporulaciéon o morfologia indican actividad antifungica.
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Anexo 7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION FUNGICIDA MEDIA
(CFs0) (Método modificado de Wang & Bun, 2002)

El ensayo mide el efecto antifungico sobre hongos filamentosos de un extracto o
compuesto puro. Se utilizan cajas de 24 pozos y se preparan con el compuesto a
evaluar incorporandolo en el agar a determinadas concentraciones. Se coloca en
cada pozo 15 mL de agar papa-dextrosa (PDA), con las siguientes
concentraciones del compuesto a evaluar: 2.00, 1.50, 1.00, 0.75, 0.50 y 0.25
mg/mL. Posteriormente se coloca una pequefia cantidad de micelio en el centro de
cada pozo. Por triplicado. Para el control negativo se le agrega al agar el mayor
volumen de disolvente usado en los grupos experimentales y se emplea un grupo
testigo para comparar la velocidad de crecimiento. Las placas son incubadas a
28°C durante 72 h o hasta que el crecimiento micelial se haya desarrollado. Se
mide el crecimiento del hongo y se realiza una grafica dosis-respuesta, en la que
la respuesta es el porcentaje de inhibicién, tomando en cuenta que el grupo testigo
es el 0% de inhibicion. La concentracion que representa el 100% de inhibicion es
aguella en la que ya no se observa crecimiento, la cual corresponde a la
Concentracion Fungicida Minima (CFM); mientras que la concentracion que
representa al 50% de inhibicién corresponde a la Concentracion Fungicida Media
(CFs0).
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Anexo 8. METODOS COLORIMETRICOS CUALITATIVOS

Alcaloides: Reactivo Dragendorff y Mayer (Wagner, 2001).

Los alcaloides son compuestos nitrogenados, estando en la mayoria de los casos
el nitrégeno formando parte de un heterociclo. Por la gran heterogeneidad de los
alcaloides aparecen numerosas pruebas coloridas o de precipitacion que solo son
positivas con ciertos grupos de alcaloides, por lo que se han propuesto, para
clasificaciones parciales; aunque no son suficientes para una identificacion

definitiva.

Reactivos para la identificacion general de alcaloides:

Reactivo de Mayer: Se disuelven 1.36 g de HgCl2en 60 mL de agua y 5 g de Kl en
10 mL de agua. Se juntan las dos disoluciones y se aforan a 100 mL. El reactivo
s6lo debe afadirse a disoluciones previamente aciduladas con HCl o H2SOa4
diluidos. La disolucidon no debe contener acido acético o etanol, porque disuelven
el precipitado. Sélo deben agregarse unas cuantas gotas de reactivo porque

algunos alcaloides son solubles en exceso de reactivo.

Reactivo de Dragendorff. Se disuelven 8.0 g de Bi (NO3) 3 5 H20 en 20 mL de
HNOs y 27.2 g de KI en 50 mL de agua. Se mezclan las dos disoluciones y se
dejan reposar 24 h. Se decanta la disolucién y se afora con agua a 100 mL. Se
usa sobre disoluciones aciduladas. Se puede recoger el precipitado anaranjado-
marron, liberar los alcaloides con solucién de carbonato de sodio y extraerse con

éter etilico o un disolvente similar.

Las anteriores disoluciones, preparadas en condiciones especificas, forman parte
de los llamados reactivos de alcaloides, aunque los precipitados también pueden

ser causados por proteinas, purinas, betainas, cumarinas y algunos polifenoles.
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Como la ausencia de precipitados es indicativa de que no hay alcaloides, se usan

estos reactivos como prueba presuntiva de su presencia.

Fenoles: Cloruro Férrico (FeCls) (Dey y Harborne, 1989).
Los fenoles son compuestos organicos en cuyas estructuras moleculares
contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromatico unido a al menos un grupo

funcional hidroxilo. Es un grupo caracteristico de flavonoides y fenilpropanoides.

La prueba del cloruro férrico es una prueba cualitativa para determinar la

presencia de fenoles.

Se utiliza una disolucion al 1% de cloruro de hierro (Ill) la cual es neutralizada con
hidroxido sédico hasta formar un ligero precipitado de FeO(OH), que debe ser
filtrada antes de usarla. La muestra del extracto se disuelve en agua, metanol o
etanol segun su solubilidad. Luego se afiade la disolucién neutra de cloruro férrico:
una coloracion transitoria 0 permanente (normalmente purpura, verde o azul)

indica la presencia de un fenol o enol.
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Anexo 9. TECNICAS CROMATOGRAFICAS (Gros et al., 1985; Mathews et al.,
2002)

La cromatografia es la distribucion de los componentes de una muestra entre dos

fases, una movil (gas o liquido) u una fija o estacionaria (liquido o sélido). Los

meétodos cromatograficos son los procedimientos separativos mas utilizados.

e Cromatografia liquida de alta presion (HPLC).

Es un tipo de cromatografia en columna, se utiliza para separar componentes de
una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las
sustancias analizadas y a columna cromatografica. Es muy comun en analisis
quimicos para la separacion, identificacién, purificacion y cuantificacion de
componentes. Los elementos que participan en la interaccion en un HPLC son:
fase movil, fase estacionaria y la muestra. En el HPLC el compuesto (muestra)
pasa por la columna cromatografica a través de la fase estacionaria. Normalmente
un cilindro con pequefias particulas rodeadas con ciertas caracteristicas quimicas
en su superficie, mediante el bombeo de liquido (fase maovil) a alta presion a través
de la columna. La muestra a analizar es introducida en pequefias cantidades y sus
componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones
quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por la
columna. El grado de retencién de los componentes de la muestra depende de la
naturaleza del compuesto, de la composicion de la fase estacionaria y de la fase
movil. El tiempo que tarda un compuesto a ser eluido de la columna se denomina
tiempo de retencion y se considera una propiedad caracteristica que identifica a un
compuesto en una determinada fase movil y estacionaria. La utilizacion de presion
en este tipo de cromatografias incrementa la velocidad lineal de los compuestos
dentro de la columna y reduce asi su difusion dentro de la misma mejorando la

resolucién de la cromatografia.
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e Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS)

La cromatografia de gases es una técnica de andlisis cualitativo la cual
tiene su fundamento en la ccf, solo que en este caso la fase mévil, que en la
cromatografia clasica es un solvente liquido, es substituida por un gas, como el
helio, hidrogeno o nitrégeno. La GC se acopla a un espectrometro de masas, el
cual es un potente detector para un analisis cualitativo y cuantitativo de las
muestras. La espectrometria de masas tiene su fundamento de la ionizacion de las
moléculas en un estado gaseoso, estas convertidas en cationes son aceleradas en
un campo eléctrico y luego separadas de acuerdo a su masa. El proceso de
ionizacion suministra de suficiente energia para que las moléculas se rompan en
diversos fragmentos los cuales son mostrados en el espectro de masas, que
consiste en un grafico que muestra la abundancia de cada uno de los fragmentos

gue choca con el detector de masas (Harris, 2001).
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