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RESUMEN

En afios recientes ha aumentado el interés de la poblacién de la zona norte de nuestro pais en la
siembra y exportacion de la famosa raicilla (C. ipecacuanha). Esta planta medicinal es exportada
a Europa y su precio depende del contenido de sus alcaloides isoquinoleinicos. Con la raiz de esta
planta se preparan jarabes con propiedades eméticas muy efectivas. Desafortunadamente se
desconoce por parte de los productores el momento ideal de cosecha de la raicilla, para obtener la
mayor concentracion de emetina y cefaelina. Esta es la razon por la cual se hizo el presente estudio,
para determinar el mejor momento de cosecha de la C. ipecacuanha (raicilla o ipecacuana). La
obtencidn de las muestras fue mediante un muestreo aleatorio. Se muestrearon plantas de 1 afio de
sembradas durante 9 meses a intervalos aproximados de 1,5 meses. Se analiz0 la raiz de la planta,

parte en la cual se acumulan los alcaloides responsables de sus efectos medicinales.

Para el secado de las raices se emplearon dos métodos (al sol y al horno), en donde se observo que
ambos métodos presentan resultados estadisticamente semejantes, por lo tanto, se establece el

primer método como el idoneo por ser mas simple, rapido y econémico.

La extraccion de los alcaloides se realizd mediante tres extracciones sucesivas con éter etilico en
medio basico y la determinacidn de la concentracion se hizo por medio de dos métodos; mediante
una valoracion acido-base y mediante la técnica de UHPLC. En ambos casos tomando el alcaloide
emetina como referencia, se observd que el tercer punto de muestreo fue el de mayor concentracion

de alcaloides, momento en el cual las plantas tenian 16,5 meses de edad.

Se efectud un analisis de la actividad antibiotica utilizando el método Kirby-Bauer modificado, con
el extracto crudo de los alcaloides totales. Se emplearon seis bacterias con resistencia comprobada
hacia los antibidticos comunes, categorizadas con el acronimo ESKAPE. El resultado mas
relevante fue la obtencion de halos de inhibicion formados por el extracto en el medio con la

bacteria Acinetobacter baumannii, para el cual el control positivo no formé halo de inhibiciéon.

Analizando los resultados en esta investigacion se recomienda cosechar las plantas de ipecacuana
a partir de los 15 meses y hasta los 19 meses de edad. Ademas, se recomienda la posibilidad de
analizar el efecto antibiotico con mayor profundidad para el posible tratamiento de bacterias
resistentes y la manera de mejorar dicho efecto mediante una combinacidn con otros extractos que

muestren efectos semejantes.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Antecedentes y justificacion

El uso de plantas para el tratamiento de enfermedades o padecimientos crénicos es bien conocido
en las regiones tropicales. En América del Sur, ha existido un fuerte interés en el uso de plantas
de la familia Rubiaceae, entre ellas una conocida popularmente como raicilla, ipeca o ipecacuana
(Carapichea ipecacuanha (Brot.) L. Andersson)?, la cual ha sido identificada a lo largo de Centro

y Sudamérica 3 y cuya expansion ha llegado a abarcar el continente europeo*”.

Segun los autores Camargo de Assis y Giulietti el nombre correcto para estas poblaciones es
Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes; sin embargo, el nhombre aceptado para las especies y
utilizado en este trabajo es C. ipecacuanha (Brot.) L. Andersson, segin de Boer y Thulin por la

gran variedad de nombres en la zona para esta especie®® "8,

A la especie C. ipecacuanha se le atribuyen propiedades eméticas, amebicidas, diaforéticas y
expectorantes®°, conocidas desde el siglo XX por su gran beneficio en la medicina tradicional.
Esta especie es también conocida en el tratamiento de la disenteria amebiana causada por
Entamoeba hystolitica. Los beneficios antes mencionados se deben a la produccion de alcaloides
aromaticos, emetina y cefaelina, los cuales son del tipo isoquinoléicos monoterpénicos derivados

de la fenilalanina y tirosina®'2,

En el periodo de 1980-1990, Costa Rica y Nicaragua representaban el 20% y 32% de la produccion
mundial de raicilla respectivamente®®. El resto de la produccion la proveian otros paises, entre ellos
de la region americana, Colombia y Brasil'®, en este periodo de tiempo segin el Centro
Internacional de Comercio®® se estimé que la demanda mundial de ipecacuana rondaba las 100

toneladas anuales.

Las principales plantaciones de esta especie se han ubicado en la region Huetar Norte, como se
muestra en la figura 1, la cual cubre un éarea de alrededor de 10.000 km? 4 considerando la

distribucion original del territorio, de la cual no toda el area ha sido cultivable.
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Figura 1. Mapa del distrito de Pocosol de San Carlos, el punto rojo indica el sitio conocido como

La Guaria, lugar en donde se encuentran las fincas, escala 1:137.00015.

En la década de 1980, el periodo de mayor auge en la produccion de raicilla, se instalaron varios
centros en la region norte del pais. Un estudio realizado en el 2007, demuestra que en el distrito de
Cutris perteneciente al canton San Carlos, se encuentra la mayor concentracion de cultivos de
ipecacuana, de la cual dependen 43 familias!®. Otras areas donde se cultiva la raicilla son los

cantones de Upala, Los Chiles y Guatuso®®.

Entre 1961 y 1985, las exportaciones anuales de raicilla fluctuaron entre 11,5 toneladas y 30
toneladas, con un promedio de 20 ton/afio. Desde entonces, el comportamiento en las exportaciones
de este producto ha sido oscilante, pero con un patrén de ascenso, para 1988, 1993 y 1996 las
exportaciones alcanzaron entre 100 ton/afio y 200 ton/afio, y para el 2017 la produccién llegé a
12,1 toneladas con un valor que representa 1,8 millones de dolarest’. Al igual que las
exportaciones, los precios en el mercado también han sufrido considerables aumentos, en 1976 los



precios FOB (Free On Board) cambiaron de $4,6 a $38, y en 1980 el precio lleg6 a alcanzar $66
por kg8, El precio entre el 2015 y el 2018, en el mercado costarricense, ha rondado entre $85 y
$114 por kg, influenciado este valor por la oferta, la demanda y la produccion®®. Los mercados
principales de este producto son China, Hong Kong, India, Alemania, Bélgica, Inglaterra y Francia,

entre otros'’°,

Al determinar el momento idéneo de madurez de la planta para cosecharla se pretende maximizar
la produccion®!, y a su vez mejorar el ingreso econémico de las familias productoras que es

proporcional a la concentracion de alcaloides en la raiz seca.

Con este trabajo se pretende establecer los pardmetros minimos para el cultivo éptimo de esta
planta en el pais y asi, suministrar una herramienta mas a los productores de ipecacuana de Costa
Rica, que les permita superarse. Por tanto, se plantea realizar el estudio de la determinacion de la
concentracion de alcaloides de la raiz de ipecacuana en funcién del tiempo y determinar el mejor

momento de cosecha.

1.2 Marco tedrico
1.2.1 Metabolitos extraidos de fuentes naturales

En el siglo XXI, se empezd a gestar un cambio en el uso de productos naturales, hacia la sintesis
de anélogos de los compuestos de las plantas. Esta ruta fue considerada muy promisoria para el
descubrimiento y produccion de nuevas drogas. A pesar de estos esfuerzos por sintetizar los
compuestos, la utilizacion de las plantas en la prevencién y tratamiento de enfermedades es muy

amplia, especialmente en los paises en vias de desarrollo?.

La busqueda de la cura para enfermedades en personas, animales y plantaciones ha motivado el
estudio y desarrollo de la quimica de productos naturales?>2. Sean estas sustancias provenientes
de microorganismos, animales vertebrados e invertebrados o plantas. Estas fuentes asemejan
pequefias fabricas bioquimicas especializadas para la biosintesis de metabolitos, tanto primarios

como secundarios.

Los metabolitos secundarios son producidos por muchos microorganismos debido al papel
fundamental que tienen a nivel ecoldgico. Estos metabolitos participan activamente en la

interaccién de los organismos con el medio que les rodea. Los metabolitos secundarios se



diferencian de los primarios pues su distribucion es mas restringida en el organismo y en las
especies. En las plantas, por ejemplo, estos metabolitos secundarios son de suma importancia para
su supervivencia. Los mismos son utilizados como mecanismo de defensa ante posibles
depredadores, para atraer especies polinizadoras beneficiosas para la planta, e incluso para

contrarrestar infecciones de patdgenos microbianos?22324,

Entre las funciones de los metabolitos secundarios, pueden sefialarse las funciones fisioldgicas
como sucede con las pectinas que poseen la capacidad de transportar nitrégeno toxico, asi como
ciertos compuestos de almacenamiento. Por otro lado, metabolitos como los compuestos fendlicos,
en particular los flavonoides, pueden cumplir funciones protectoras contra los rayos ultravioleta®.
Por ende, los metabolitos secundarios son una importante fuente de principios activos para

medicamentos y productos quimicos de gran interés por su alto valor agregado?®.

A pesar, que la mayoria de los medicamentos son producidos por sintesis quimica, sus estructuras
estan basadas en productos naturales. Por ejemplo, como se muestra en la figura 2, 44% de la
produccion mundial de nuevos medicamentos es a base de productos naturales, con su respectiva

distribucioén.

Figura 2. Porcentaje de medicamentos producidos segin su fuente?’.

Ademas, cabe mencionar que el 25% de los medicamentos en paises desarrollados son derivados
de plantas?’. Por la importancia de los productos naturales o derivados de estos, abarcan cerca del
60% de los compuestos anticancerigenos y el 75% de los medicamentos para tratar enfermedades

infecciosas®.



Por tanto, es de gran interés el desarrollo de metodologias y materiales confiables y efectivos, para
el aislamiento y la investigacion de los mecanismos de accion en el organismo. Ademas, para lograr
un mayor aprovechamiento de las propiedades farmacoldgicas (antioxidantes, antiinflamatorias,

antibacterianas, anticancerigenas, entre otras) de las sustancias presentes en las plantas®®.

1.2.2 Generalidades del género Carapichea

El género Carapichea pertenece a la familia Rubiaceae, y se puede encontrar en las zonas
tropicales. El género Carapichea por lo general, esta ampliamente distribuido a bajas elevaciones
de 0 a 500 metros sobre el nivel del mar, y en algunas excepciones se han encontrado e identificado
incluso sobre los 1.570 metros®. La especie C. ipecacuanha se ha encontrado principalmente en el
bosque lluvioso de Centroamérica desde Nicaragua, Costa Rica y extendiéndose hasta la zona este
de Brasil. La distribucion geografica fragmentada, hace que exista una gran diversidad quimica y

genética en las diferentes poblaciones®..

La planta, también conocida como raicilla es herbacea, cuenta con un tallo semilefioso, delgado y
de forma retorcida, mide entre 20 cm y 30 cm de largo; con flores pequefias y de inflorescencia
terminal. Su fruto es una baya pequefia y carnosa, de coloraciones que van desde anaranjado, rojo,

rojo oscuro, azul y parpura oscuro a negro (figura 3)%.

El rizoma de esta planta es tuberoso y posee una envoltura arrugada y aspera de alrededor de un
centimetro de grosor y unos veinte centimetros de longitud, el cual una vez que se cosecha tiende
a perder gran parte de su grosor y peso en agua, pero mantiene su caracteristica forma anillada y

retorcida (figura 3).

La ipecacuana resiste poco la luz solar directa (alta intensidad luminosa), y es por esto considerada
una planta escidfita, este motivo hace que los cultivadores hagan uso de plantas que den sombra
para protegerlas o estructuras creadas con este fin, ademas requieren temperaturas calidas y una

humedad relativa alta, por ejemplo en el bosque y debajo de plantaciones de cacao®®.



Figura 3. Foto de una plantacion, de una planta y de la raiz de ipecacuanha en proceso de secado,

la raiz es la parte de la planta en donde se acumulan los alcaloides y es la parte que se

comercializa (fuente propia).

1.2.3 Alcaloides

Estos metabolitos pueden ser clasificados como alcaloides verdaderos y alcaloides falsos o
pseudoalcaloides, los verdaderos tienen que cumplir con la caracteristica de contener al menos un
atomo de nitrégeno dentro de su estructura de anillos. Generalmente la estructura molecular del
compuesto es compleja con al menos un atomo de nitrégeno basico, son fisiolégicamente activos,

y la fuente de procedencia puede ser vegetal o animal, siendo ésta ultima la menos comun*?

Recientemente se han hecho algunas excepciones a las reglas donde se han incluido compuestos

donde el &tomo de nitrégeno forma parte de una amida, ejemplo de esto es la figura 4.

A B

Figura 4. Estructura quimica de los alcaloides colchicina (A) y piperina (B)%.



Se estima que en la familia de la especie C. ipecacuanha, el 15% contiene alcaloides.
Particularmente en las Rubiaceaes (~450 alcaloides), y se ha estimado que las principales fuentes

de alcaloides se encuentran en las semillas, hojas o la corteza y la raiz**.

Al considerar que las plantas son un organismo en crecimiento, tanto la edad como la localizacién
(tipo de suelo y clima) son factores que afectan el contenido total y relativo de alcaloides, por ello
se deben tomar en cuenta para el cultivo y cosecha estos factores?.

Los alcaloides por su gran variedad de estructuras y su naturaleza basica pueden estar en las plantas
en varias formas, tales como sales de &cidos organicos. Algunas piridinas basicas pueden
encontrarse en estado libre. Algunos pocos alcaloides se encuentran unidos a un azdcar simple
como glucosa, ramnosa o galactosa en forma de glucésidos. En otros casos pueden presentarse en

forma de ésteres de &cidos organicos, sales cuaternarias, Oxidos de aminas terciarias y amidas?.

No se ha determinado con exactitud la funcion especifica que los alcaloides cumplen en las plantas.
Sin embargo, diferentes opiniones consideran que estos cubren ciertas funciones como; agentes
venenosos protectores de la planta contra depredadores o patdgenos y productos de
desintoxicacion. Algunas funciones inclusive son reserva de nutrientes, factores de crecimiento y

subproducto de su metabolismo!*%,

Los alcaloides se pueden clasificar de varias maneras, una de ellas es de acuerdo con su origen
biosintético, el cual toma en cuenta los tipos de compuestos precursores usados por los organismos
para la sintesis de compuestos mucho mas complejos. Un ejemplo de la clasificacion anterior es el
caso de alcaloides inddlicos complejos que derivan del triptéfano. Otra forma de clasificarlos es
respecto a su uso farmacoldgico. Esta clasificacion se basa en la actividad farmacolégica que posee
el alcaloide, ya sea, que cumple una funcién como analgésico, cardiovascular, antitumoral, entre
otros. La clasificacion segun la taxonomia es aquella que considera solo la fuente de donde
proviene el compuesto, sin tomar en cuenta su naturaleza quimica. Finalmente, segun su estructura
quimica, en particular de acuerdo con las caracteristicas ciclicas del anillo. Algunos ejemplos de

estructuras quimicas son los mostrados en la figura 523,
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Figura 5. Nucleos de algunos alcaloides caracteristicos!?.

Los alcaloides que produce la raiz de ipecacuana han sido reconocidos como medicinales en el
conocimiento tradicional*?. Han sido utilizados como un eficaz emético, expectorante, amebicida,
diaforético y contra la disenteria amebiana causada por E. hystolitica®. Segun otras fuentes, ademas,
combate la bronquitis, lombrices intestinales, leucemia, desordenes en la sangre, cancer y alivia el
malestar en los nifios cuando les comienza a salir los dientes®’. Estas propiedades mencionadas
anteriormente se atribuyen a los alcaloides emetina, cefaelina, psicotrina, emetaminay éter metilico
de psicotrina, que corresponden al contenido total de alcaloides (2% a 2,5%) en este tipo de planta.
La emetina es el componente bioactivo encontrado en mayor proporcion (60% a 70% de los
alcaloides totales), seguido por la cefaelina (25% de los AT), y los demés antes mencionados en

menor proporcion®!. La estructura de ambos alcaloides se muestra en la figura 6.

La emetina actia inhibiendo las actividades y sintesis de las proteinas, del ADN y ARN
ribosomales y mitocondriales, determinado segin algunos ensayos realizados en células de
mamifero, levaduras y vegetales®*. En otra fuente se reportd que la emetina posee actividad

antiviral significativa contra el virus del dengue®:.



Figura 6. Estructura quimica de los alcaloides emetina (A) y cefaelina (B), presentes en la raiz de

ipecacuana®,

1.2.3.1 Propiedades fisicas y quimicas de los alcaloides

Los alcaloides son en su mayoria solidos cristalinos incoloros no volatiles, aunque existen algunos
alcaloides que son coloreados como la berberina con coloracion amarilla. La mayoria son
insolubles en agua, a excepcion de la nicotina, pero solubles en solventes organicos polares como
metanol, cloroformo, éter, entre otros. Se caracterizan por su sabor amargo y su actividad Optica

que les permite ser diferenciados en mezclas racémicas®.

Los alcaloides al ser basicos forman sales con los &cidos inorganicos. De esta manera ganan
solubilidad en solventes polares, y caso contrario en solventes organicos no polares. Conocer estas

propiedades permite variar su solubilidad para aislarlos.

Los alcaloides al reaccionar con ciertos compuestos (soluciones de acido molibdico, picrico, y
otros) forman precipitados coloreados. Para su detecciobn pueden usarse ciertos reactivos
especiales, como el de Mayer (ioduro de mercurio y potasio), Wagner (iodo disuelto en ioduro de
potasio), Dragendorff (ioduro de bismuto y potasio), Hager (solucion saturada de &cido picrico en
agua), acido cloroplatinico (H2PtCls), reactivo de Frohde (&cido molibdico), por mencionar
algunos. El precipitado obtenido en las reacciones anteriores puede ser cristalino o amorfo y con
variedad de colores. Ejemplos de colores en los precipitados son crema (Meyer), amarillo (Hager)
y rojizo-rosaceo-marron (Wagner y Dragendorff). Existen algunas excepciones como la cafeina 'y

otros alcaloides que no presentan precipitados como los descritos anteriormentet*23,

Los efectos de los alcaloides en el organismo son muy variados a nivel celular, algunos pueden

afectar el sistema nervioso central, otros la sintesis de proteinas, el transporte de membrana e



incluso la actividad enzimatica®®, debido a la alta variedad de actividades bioldgicas de casi 12000
alcaloides, es que son utilizados en narcéticos, productos farmacéuticos y venenos®. Entre los
ejemplos de alcaloides con usos medicinales que se han aislado de plantas y se han utilizado
extensivamente en todo el mundo destacan vincristina, vinblastina y camptotecina que son
utilizados como anticancerigenos; colchicina como supresor de gota; morfina y codeina como

analgésicos; y escopolamina como sedante®’.

1.2.4 Patdgenos y su relacion con ESKAPE

Existe una alta incidencia de casos de pacientes que contraen infecciones nosocomiales o
intrahospitalarias, causadas por una gran diversidad de organismos, entre ellos se pueden citar:
bacterias, hongos, parasitos, virus, u otros agentes. Esta categoria se refiere a las infecciones
contraidas debido al ingreso a instalaciones médicas o entrar en contacto con personal relacionado,
pudiendo existir asi fuentes de contagio exdgenas y enddgenas, dependiendo si el contacto fuese
directo o indirecto con la fuente (pacientes, objetos contaminados, visitantes o inclusive diversas

fuentes ambientales)38:3°,

Un estudio realizado en Estados Unidos de Norte América en el afio 2011 por Magill. S. S. y
colaboradores revel6 que es un asunto de suma importancia con méas de 721.000 casos reportados
de pacientes que sufren por este tipo de afecciones médicas y cerca de 99.000 muertes asociadas*.

La palabra ESKAPE es el acronimo para el grupo de bacterias tanto Gram negativas como Gram
positivas que representan un problema sanitario el cual también se ve reflejado en un alto costo
econdmico a nivel mundial. Este grupo estda compuesto por las especies Enterobacter,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y Enterococcus faecium, y se caracteriza por la resistencia que han adquirido ante los
antibiéticos comdnmente utilizados, incluyendo efectos como alta mortalidad, incertidumbre al
momento del diagndstico y elevacion en los costos de tratamientos infecciosos, lo que conlleva a
la desconfianza en los métodos ortodoxos y en la busqueda de nuevas alternativas, entre ellas la

medicina natural.
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1.2.4.1 Mecanismos de resistencia de los patégenos ESKAPE

Existen multiples mecanismos de accion que poseen los microorganismos para contrarrestar los
efectos de los antibioticos. Ya sea mediante genes en alguna de sus zonas como por ejemplo en el
cromosoma, plasmidos o transposones que les otorgan resistencia; o mediante mecanismos de
resistencia a drogas. De los anteriormente mencionados se pueden citar: 1) alteracion o inactivacion
de la droga, un ejemplo es la produccién de enzimas como la g-lactamasa, que modifican
irreversiblemente los antibioticos y los inactivan, en este caso los genes que codifican este tipo de
enzimas poseen una alta tasa de mutacion, lo cual genera una gran diversidad de estas enzimas, que
se traduce en un aumento en la resistencia a antibioticos*; 2) modificacion de los sitios de union,
mediante la alteracion de las enzimas ligadas a la membrana la célula obtiene una baja afinidad
hacia los antibi6ticos f-lactamicos, como es el caso de S. aureus, por mencionar un ejemplo®2. 3)
reduccion de concentracion intracelular, la susceptibilidad de un microorganismo por cierta
sustancia en particular, esta determinada por el balance que existe entre la entrada y salida de dicha
sustancia, para disminuir dicha susceptibilidad las bacterias han desarrollado ciertos medios, como
por ejemplo la pérdida de moléculas de antibiotico por medio de porinas especializadas, que son
canales que comunican el interior de la célula con el exterior, otro medio para la excrecion de
sustancias son las bombas de expulsion activa, que mediante una accién similar a las porinas
eliminan los antibidticos que se acumula en el compartimento intracelular®. 4) formacion de una
biopelicula, esta formada por polisacaridos, proteinas, lipidos, entre otras sustancias generadas por
las bacterias, la matriz dentro de la biopelicula le otorga a las bacterias un extra de proteccion
mecénica y bioquimica, generando las condiciones que atentian el accionar de los antibiéticos (baja
disponibilidad de agua, oxigeno, pH bajo, acumulacién de diéxido de carbono), este proceso esta

dividido en tres pasos, adhesion, crecimiento/maduracion y desacople®.

1.2.5 Generalidades de la actividad antibiética

Un antibiotico es una sustancia quimica producida por un microorganismo. Los antibioticos tienen
la capacidad de inhibir el desarrollo de otros microorganismos en su entorno. Los antibioticos a
pesar de haber sido parcialmente modificados quimicamente siguen siendo considerados como
tales*®. Un agente antimicrobiano puede proceder de fuentes naturales como microorganismos o de

una sintesis de laboratorio®.
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Existen dos grandes grupos en los cuales se pueden categorizar los antibioticos, ya sea por su
capacidad de inhibir el crecimiento microbiano, Ilamados bacteriostaticos; o por su capacidad de
matar a los microorganismos que se encuentren presentes en su medio, conocidos como
bactericidas. Estos ultimos tienen la capacidad de ejercer una accion irreversible y letal sobre los
microorganismos que le rodean, ejemplo de estos son fosfomicida, rifampicina, quinoleinas,
vancomicida, entre muchos otros. Por el otro lado los bacteriostdticos no matan a los
microorganismos, sino que inhiben su crecimiento, por tanto, al impedir su reproduccién terminan
muriendo. Este efecto menos drastico permite que el huésped con sus propias defensas combata y
elimine a los microorganismos invasores, como por ejemplo la tetraciclina y el cloranfenicol, entre

otros*’48,

1.2.5.1 Medicion de la actividad antibidtica por el método del halo de inhibicion

Existen multiples métodos para medir la sensibilidad bacteriana ante los antibi6ticos, cada uno de
ellos con sus respectivas variantes. Sin importar el método elegido, lo que se mantiene sin variacion
son las caracteristicas del medio de cultivo**®°°. Este medio debe permitir el desarrollo 6ptimo de
aquellos microorganismos a los cuales se les quiere determinar su sensibilidad bacteriana. Ademas
el medio no debe tener efecto inhibidor alguno sobre la actividad antibacteriana de los antibioticos

utilizados*®.

El método de disco de papel es uno de los méas populares, sin embargo, con la variante del método
de Kirby-Bauer en donde se perforan unos pocillos equidistantes en el medio de cultivo para
inocular muestra, controles positivo y negativo, se mejora la difusividad de la muestra en el
medio®. En esta variante se propone utilizar una concentracion fija de antibidtico y medir el
diametro del halo de inhibicién formado. Con esta medicion, se pretende comparar el tamafio del
halo del antibiotico con el tamafio del halo formado por cada uno de los extractos de la muestra.
Finalmente, obtener un porcentaje que representa la relacion entre la zona de inhibicion de la

muestra y la zona de inhibicion del antibiético®”.
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CAPITULO II: OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer la variabilidad en la concentracion de los alcaloides emetina, cefaelina y totales,
presentes en la raiz de C. ipecacuanha en diferentes estados de maduracion, con la finalidad de
optimizar el tiempo de cosecha y su potencial actividad antibiotica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Optimizar las condiciones de preparacion de la raiz de C. ipecacuanha para una extraccion
eficiente de la emetina, cefaelina y alcaloides totales.

2. Evaluar la concentracion de la emetina, cefaelina y alcaloides totales presentes en C.
ipecacuanha en seis estados de maduracion, empleando los métodos de UHPLC y &cido-

base, como pardmetro relevante en la eleccién del mejor tiempo de cosecha.

3. Caracterizar la actividad antibidtica del extracto crudo de la raiz de C. ipecacuanha sobre
las bacterias Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium, Acinetobacter baumannii y Klebsiella pneumoniae como estrategia

para la busqueda de antibidticos de origen natural.
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CAPITULO I1I: METODOLOGIA
3.1 Preparacion de las muestras

Las muestras de raiz de C. ipecacuanha en seis estados de maduracién, fueron muestreadas en
intervalos de mes y medio aproximadamente, mediante un muestreo aleatorio y dependiente de la
existencia, pues todo el material vegetal fue una contribucién gratuita por parte de los productores
colaboradores interesados en el analisis, a partir de plantas de un afio de siembra o “edad”. Las

plantas cosechadas son procedentes de dos fincas ubicadas en La Guaria de Pocosol de San Carlos.

Las raices, la parte utilizada de la planta se limpiaron de residuos de suelo y separaron en dos
grupos para proceder a su respectivo secado. Un grupo fue secado al horno a una temperatura
aproximada de 40°C durante cuatro dias; y el otro grupo al sol, durante el mismo periodo de tiempo,
hasta que la humedad de las raices fuera lo suficientemente baja para que se quebraran con facilidad
(debido a que este es el método utilizado por los agricultores para determinar el secado éptimo),
este tiempo de secado fue solamente en horas de sol y sombra, antes de llover se recogian. Las

muestras fueron resguardadas en el laboratorio durante las noches.

Luego de la etapa de secado, las muestras fueron molidas en un molino de cuchillas Thomas Wiley
con un tamiz de 1 mm. Finalmente, las muestras se almacenaron dentro de un refrigerador a 4°C,
hasta que fueron analizadas para determinar si hubo diferencia en la concentracion del contenido

de alcaloides a causa de los métodos de secado seleccionados.

3.2 Determinacion del contenido de alcaloides totales presentes en la raiz de C. ipecacuanha,

empleando el método &cido-base

Se analizaron seis muestreos de raiz de C. ipecacuanha con un intervalo aproximado a los 45 dias
cada uno, con el objetivo de determinar el momento de mayor concentracién de alcaloides y evaluar

el efecto del método de secado sobre la concentracion de estos.

En un erlenmeyer de 125 mL se adicion6 la masa de 3,75 g aproximadamente de raiz de C.
ipecacuanha finamente molida (1 mm), se agrego 50 mL de éter etilico (en adelante llamado éter)
y luego fue agitado durante cinco minutos en agitador orbital a 400 rpm. Luego de la agitacion, se
agreg6 2,5 mL de hidréxido de amonio diluido (6 N) y se agité durante una hora en un agitador

orbital a 400 rpm.
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Terminada la agitacion, se agreg6 2,5 mL agua y se agitaron enérgicamente los erlenmeyers de
manera alternada de forma tal que todos fueron bien agitados al menos tres veces. Se dejaron en
reposo por unos minutos y se transfirio la parte etérea (superior) a un erlenmeyer de 125 mL
empleando un embudo mediano de espiga corta y algodon como filtro (el filtro lo méas pequefio y
homogéneo posible). El residuo fue lavado dos veces con 15 mL de éter, se filtro y el segundo
filtrado fue més exhaustivo logrando filtrar todo el éter, al final se lavé el embudo con 5 mL de

éter para lograr una filtracion cuantitativa.

Combinadas las fases etéreas, estas se evaporaron hasta sequedad utilizando un bafio maria en una
capilla de extraccion de gases. Se disolvio el residuo en 2,5 mL de etanol al 97% v/v, calentado
levemente hasta disolucion completa y en el bafio maria levemente y se agregaron 7,5 mL de

disolucién de &cido sulfirico 0,1 N.

La cuantificacion del contenido de alcaloides totales se llevo a cabo mediante una titulacion acido-
base por retroceso, en donde se emple6 una base fuerte (NaOH) 0,1 N para neutralizar el exceso
de &cido fuerte (H2S04) 0,1 N adicionado al extracto de la muestra de ipecacuana extraido con éter.
Para esto se adiciond a la disolucion anterior 15 mL de agua destilada, cinco gotas de indicador,
compuesto de una mezcla de 100 mg de rojo de metilo y 50 mg de azul de metileno en 100 mL de
etanol al 97% v/v, se hicieron lavados a la pared del erlenmeyer para no tener muestra ni indicador
que pudiera no haber sido valorada, el punto final se observa al cambiar el indicador de rojizo a
verde-amarillo. Cada mililitro de acido sulfarico 0,1 N equivale a 24,03 mg de alcaloides totales,

calculados como emetina®%3,

3.3 Determinacion del numero éptimo de extracciones de la muestra para la cuantificacion

de alcaloides, empleando el método de UHPLC

El método utilizado en el apartado anterior fue modificado para ser utilizado en la cuantificacion
de emetina y cefaelina empleando el método cromatografico de UHPLC. Para esto se procedio a
determinar el nimero Optimo de extracciones de la muestra. Se realizaron por triplicado la serie de
extracciones de 2 mL de éter etilico y 0.5 mL de amoniaco 6N (la base se adiciona una unica vez)
sobre 0,1 g de las muestras hasta obtener un volumen méaximo de 10 mL, es decir, este proceso se

realizd de una a cinco veces con diferentes muestras. El volumen final se almacend en un balon
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aforado de 10 mL. Para su analisis, una alicuota de 1 mL fue evaporada a sequedad y reconstituida

con igual volumen de metanol®*°%%,

Para la prueba del numero optimo de extracciones de la muestra se midio la concentracion de los
alcaloides empleando la técnica cromatografica de UHPLC y la serie de datos obtenidos fueron
analizados mediante el programa estadistico Minitab, considerando una significancia de 0,05. Se
realizé la prueba ANOVA a los datos con mas de dos variables para evaluar los diferentes factores
que se tomaron en cuenta para el analisis y la obtencién de los diferentes resultados que

respondieran las incognitas®’.

3.4 Caracterizacion de alcaloides por cromatografia liquida de ultra alta resolucién
(UHPLC)

Los solventes requeridos para las extracciones fueron grado analitico; y para los andlisis en
UHPLC, de grado HPLC, metanol, acetonitrilo, acido tricloroacético y etanol; el agua utilizada fue
provista por un sistema Milli-Q, y el éter utilizado para las extracciones fue de grado para analisis.

Se utiliz6 un UHPLC marca Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 acoplado a varios mddulos,
bomba con desgasificador modelo LPG-3400RS, auto muestreador modelo WPS-3000RS, detector
de arreglo de diodos modelo DAD-3000RS y el compartimiento con control de temperatura para
la columna modelo TCC-3000RS. La metodologia utilizada fue la descrita por Han Gui-ru y
colaboradores®, con algunas modificaciones. La columna que se utilizd fue una C18 (Thermo
Scientific™ Acclaim™ 120) analitica, con un tamafio de (250 X 4,6) mm y 5 um de tamafio de

particula, equivalente a la descrita por la metodologia.

De las muestras molidas de raiz de C. ipecacuanha se tom6 0,1 g en un tubo de ensayo con tapa y
se le adiciond 3 mL de éter y 500 pL de disolucion de amoniaco 6 N (adicion unica). Luego el tubo
se coloco en un bafio ultrasénico por 10 min. Se centrifugd el tubo durante 15 min a 2200 rpm y el
liquido sobrenadante fue removido a un balén aforado de 10 mL con la ayuda de una pipeta Pasteur,
el proceso de extraccion se repitio varias veces (ver resultados) y el volumen del balon llevado a la
marca de aforo con éter. Las extracciones se realizaron por triplicado. Finalmente se tomé una
alicuota de 1 mL de la disolucion del balén a un vial de HPLC y se evapor6 a sequedad. El sélido

fue reconstituido con 1 mL de metanol para realizar las corridas en el cromatégrafo.
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La fase mdvil estuvo compuesta por agua acidificada al 0,08% con &cido trifluoroacético, y

acetonitrilo, en una elucion en gradiente (ver Tabla 1), con un flujo de 0,6 mL/min.

Tabla 1. Gradiente propuesto en la separacion de los alcaloides presentes en la raiz de C.

ipecacuanha, empleando el método de UHPLC.

Tiempo (min.) Flujo (mL/min.) Agua (%) Acetonitrilo (%)
0,000 0,6 100 0
0,50 0,6 90 10
1,25 0,6 80 20
2,50 0,6 50 50
3,75 0,6 30 70
4,00 0,3 20 80
4,50 0,3 100 0
6,00 0,3 100 0
6,50 0,6 100 0
7,00 0,6 100 0

El efluente de salida fue analizado por un detector de arreglo de diodos, a una longitud de onda de

285 nm (ver figura 7); la temperatura de la columna se establecio en 40 °C, la cantidad de muestra

inyectada fue de 5 pL y la duracion de la corrida fue de 7 minutos®8,
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Figura 7. Espectro de absorcion de 210 a 350 nm del alcaloide cefaelina, presente en la raiz de la

C. ipecacuanha.

3.5 Evaluacion de la actividad antibiodtica de los extractos de alcaloides de C. ipecacuanha

empleando el método de Kirby-Bauer modificado

Se empled el método de Kirby-Bauer conocido cominmente como ensayo del halo de inhibicion.
En esta prueba se utilizaron placas Petri con agar Muller Hinton como medio de cultivo y las
bacterias seleccionadas fueron las del grupo ESKAPE. Fueron unas cepas especificas, cuatro Gram
Negativas, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Acinetobacter
Baumannii ATCC 19606, Klebsiella Pneumoniae ATCC 13883, y dos Gram Positivas,
Enterococcus Faecium ATCC 6056, Staphylococcus aureus ATCC 25923, las cuales son
patdgenas para los humanos y crean resistencia con gran facilidad®, en donde E. coli fue la

representante del grupo de las Enterobacterias®e.

Se prepararon 5,5 L de medio conteniendo 38 g de agar Miller Hinton por litro de agua destilada.
Luego de homogenizado todo el medio, se procedio al trasvase a tubos de ensayo, depositando 30
mL en cada uno. Estos se esterilizaron durante 15 min a 121 °C y 15 libras de presion y
posteriormente se vertio el medio en placas Petri de 94 x16 mm para obtener un grosor de medio
de 4 mm. Luego de estar tanto medio como instrumentos esterilizados, se procedio con el estudio

de la actividad antibi6tica®.
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Para la inoculacion de las bacterias seleccionadas, se preparé la concentracion de los
microorganismos a 0,5 en la escala de McFarlan (1,5 x108 UFC/mL)®L. Para esto, se utiliz6 1 mL
de solucion salina estéril al 0,85 % de cloruro de sodio, se resuspendieron las colonias necesarias
utilizando un asa bacteriologica, mediante el raspado del cultivo del microorganismo de interés, y
se homogenizé la nueva disolucion hasta obtener la concentracion deseada. La concentracion se
confirmé con el esquipo DensiCHEK plus de la marca BIOMERIEUX. Posteriormente, se vertio
una alicuota de 100 uL de la disolucidn de bacterias a cada una de las placas Petri, dicha disolucion
se homogenizo con todo el medio agitando las placas en forma de 8 y se dejé solidificar dentro de

la cdmara de flujo laminar para realizar las perforaciones al medio.

La preparacion de las muestras consistio en medir 60 mg de cada muestra (extractos) a evaluar y
se disolvié en 1 mL de metanol, de esta disolucion se tomo una alicuota de 50 uL y se depositd
dentro del pocillo realizado en el medio. Se emple6 penicilina estreptomicina (1000 pug/mL) como
control positivo y metanol como control negativo en un pocillo. El anélisis fue realizado por
triplicado. Un ejemplo del halo de inhibicion formado, en este caso el cloranfenicol en un cultivo

de la bacteria P. aeruginosa se muestra en la siguiente figura.

Figura 8. Halo de inhibicion de crecimiento producido por el cloranfenicol en cultivo de la

bacteria P. aeruginosa (fuente propia).

Posterior al paso de llenado de los pocillos, las placas se invirtieron y se colocaron dentro de una
incubadora durante 18 h a 37 °C®2. Transcurrido el tiempo de incubacion, las placas fueron
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inspeccionadas en busca de los halos de inhibicion formados, y la actividad antibidtica se cuantificd

mediante la formula siguiente:

DZI muestra — DZI control negativo
%PRDZI= *100%
DZI control positivo

Donde %PRDZI es el porcentaje relativo del diametro del area de inhibicion, y DZI es el diametro
del &rea de inhibicion. Dicha formula permite establecer una relacion entre la muestra evaluada y
el antibiotico utilizado como control positivo para el halo de inhibicion del crecimiento

microbiano®?.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion del contenido de alcaloides totales presentes en la raiz de C. ipecacuanha,

empleando el método acido-base.

Las plantas de C. ipecacuanha se empezaron a muestrear aleatoriamente en intervalos de mes y
medio aproximadamente desde que tenian un afio de haberse sembrado por lo que al observar la
figura 9, se aprecia que el tercer muestreo genera la mayor concentracion de alcaloides totales en
la muestra. Estos resultados nos indican que el momento 6ptimo de cosecha de las plantas de C.

ipecacuanha es aproximadamente a los 16,5 meses de edad.

Las letras en la figura 9 representan el andlisis estadistico realizado, letras diferentes indican
valores diferentes, en caso contrario, los valores seran iguales, con la salvedad que estos datos son

no parameétricos, y se utilizo la desviacion estandar para expresar las barras de error.
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Figura 9. Resultados del contenido de alcaloides totales solubles en éter, mediante el método

acido-base y expresados como porcentaje de emetina.

Como se observa en la figura anterior y segln la estadistica de Kruskal-Wallis se determiné que
hay diferencia entre los muestreos, resaltando asi el tercer muestreo como el momento de mayor
concentracion de alcaloides. En Costa Rica la raicilla seca se exporta a Europa, la cual es pagada
por el contenido de alcaloides. Aquellas muestras con un contenido de alcaloides totales iguales o

superiores al 3% como emetina se considera de buena calidad para su exportacion, por lo tanto y

21



de acuerdo con la figura anterior, del segundo muestreo y hasta el quinto, se consideran momentos
Optimos para su cosecha, siendo el tercer muestreo el momento donde el contenido de alcaloides

totales expresados como emetina se obtiene el valor mas elevado.
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Método de secado

Figura 10. Resultados de los promedio de los seis muestreos de la comparacion del método de
secado (horno y sol) sobre la concentracion de los alcaloides totales solubles en éter mediante el

método &cido-base, expresado en porcentaje de emetina.

Los resultados mostrados en la figura anterior evidencian que el método de secado utilizado no
tiene efecto significativo sobre la concentracion de alcaloides totales solubles en éter, pues la
prueba de Kruskal-Wallis efectuada y representada con letras sobre las barras demuestra que ambos
valores no difieren uno de otro, estadisticamente hablando. Por lo que el método de secado que
brinda mejores resultados en términos econdmicos, tomando en cuenta la relacion requerimientos

energéticos/porcentaje de alcaloides, es el método de secado al sol.
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Figura 11. Resultados de la variacion en la concentracion de los alcaloides totales solubles en
éter mediante el método acido-base durante los muestreos realizados, comparando ambas fincas,

expresado en porcentaje de emetina.

Al comparar las medianas de la concentracion de alcaloides de los seis muestreos, respecto al
método de secado, entre fincas, se obtuvo que no hay una diferencia significativa tal como se
observa en la figura 10, datos que permiten caracterizar mejor asi el biotipo de raicilla de la regién
en estudio. Dicho andlisis muestra un punto de vista que proporciona informacién valiosa, que se
transforma en una herramienta Gtil para los productores, de tal manera que puedan hacer las
comparaciones y correcciones necesarias con miras en aumentar sus rendimientos; asi como
también poder presentar una vision general hacia el mercado consumidor de raicillay la denotacién

de concentracion promedio de la zona.

De igual manera, se puede notar en la figura 11 como en ambas fincas el maximo de concentracion
se encuentra en el tercer muestreo (febrero), segun la literatura se ha encontrado una relacion entre
las caracteristicas del suelo y el contenido de metabolitos secundarios®, se puede pensar en una
posible relacion entre la época del afio y la concentracion de alcaloides, debido a que el suelo y sus
caracteristicas propias se pueden modificar al pasar de una estacion a otra, debido a las alteraciones

en los niveles de humedad y concentracion en el sustrato que puedan surgir.

23



4.2 Determinacion del nimero optimo de extracciones de emetina y cefaelina, presentes en

las muestras de raiz de ipecacuana, para su cuantificacion por UHPLC.

Basados en el método anterior para alcaloides totales, se procedié a modificarlo con el fin de
convertirlo en un méetodo cuantitativo y exclusivo para los alcaloides emetina y cefaelina. Para esto
se procedi6 a determinar el nimero Optimo de extracciones necesarias para una extraccion
cuantitativa de los alcaloides, mediante una serie de extracciones continuas, hasta completar una
serie de cinco extracciones, que nos permitiera obtener estadisticamente el nimero Optimo de
extracciones de la muestra. A continuacion, se observan los resultados obtenidos en una figura de
barras, en donde cada una representa el nimero de extracciones realizadas sobre la muestra y es el

promedio de tres repeticiones.
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Figura 12. Resultados de la prueba del nimero de extracciones de emetina y cefaelina presentes
en la raiz de C. ipecacuanha utilizando éter etilico como disolvente. Las letras diferentes sobre
las columnas significa que las extracciones son estadisticamente diferentes segln la prueba de

Tukey (P <0,05).

Los resultados de la prueba de Tukey con un 95% de confianza se representan en la figura 12
mediante el uso de letras. En esta prueba se representan los valores estadisticamente distintos con
letras distintas sobre las columnas, en caso contrario con letras iguales. Cada columna representa

una serie de extracciones sobre la misma muestra, como se observa, se obtuvo que a partir de la
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segunda extraccion las letras son iguales, lo que significa que no hay diferencia estadistica

significativa a partir de la segunda extraccion de la muestra.

Tomando en cuenta la informacion estadistica de la prueba anterior, muestra que dos extracciones
de la muestra de ipecacuana serian suficientes para el analisis emetina y cefaelina; sin embargo,
por recomendacion se decidid que tres extracciones de la muestra serian mejor para asegurar una

extraccion cuantitativa de los alcaloides presentes.

Haciendo mencion de la extraccion cuantitativa de los metabolitos y su importancia en los analisis,
cabe mencionar que como factores adicionales para dicho cometido, se encuentran las
caracteristicas del disolvente, tamafio de particula de la muestra, tiempo de contacto entre muestra
y disolvente, y no por ultimo menos importante el uso del bafio ultrasonico y su efecto destructivo
sobre las paredes celulares, lo que asegura que el proceso de extraccién de metabolitos secundarios

sea lo mas efectivo posible en términos de tiempo y cantidad de disolvente a emplear®*.

4.3 Caracterizacion del contenido de alcaloides empleando la técnica de cromatografia
liquida de ultra alta resolucién (UHPLC)

Se realizo la cuantificacion de los alcaloides mediante el uso del software del UHPLC, el cual
midio el area total del pico de la muestra correspondiente a los alcaloides, identificados utilizando
un patrén de ambos alcaloides tomando en cuenta el tiempo de retencion. En las figuras 13y 14 se
muestran los cromatogramas correspondientes a la muestra y el patron, se puede observar cémo
los tiempos de retencidn corresponden en ambos casos, con las variaciones esperadas al estar en

una matriz mas compleja.
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Figura 13. Cromatograma de UHPLC en fase reversa correspondiente al patron de los alcaloides

cefaelina y emetina, detectados a 285 nm.
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Figura 14. Cromatograma en fase reversa de UHPLC correspondiente a los dos alcaloides

presentes en la muestra de raiz de ipecacuana, detectada a 285 nm.

Los resultados correspondientes a la cantidad de los alcaloides (cefaelina y emetina) presentes en
la muestra de raiz de ipecacuana y al método de secado se muestran en las figuras 15 y 16. Dichos
resultados fueron calculados en base a la curva de calibracion, representada en la figura 22 (Anexo

3) realizada utilizando patrones de ambos alcaloides y haciendo uso del software especializado del
equipo de UHPLC, ver Anexo 1.
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Figura 15. Resultados del contenido de los alcaloides cefaelina y emetina presentes en la raiz de

C. ipecacuanha, empleando la técnica de UHPLC.
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Figura 16. Resultados de la comparacion del método de secado de la raiz de C. ipecacuanha
(horno y sol), sobre la concentracién de los alcaloides cefaelina y emetina empleando
la técnica de UHPLC.

En la figura 15 se observa como se mantiene la tendencia de concentraciones en los muestreos al
igual que con el analisis de alcaloides totales, en donde el tercer punto es el que presenta la mayor
concentracion en el alcaloide emetina. En el caso de cefaelina el quinto punto parece ser anémalo,
cortando asi la tendencia que se observa en puntos anteriores.
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En la figura 16 se muestran los resultados de la comparacion entre los métodos de secado en ambos
alcaloides estudiados, y se observa que nuevamente el método de secado no presenta una diferencia

significativa.

4.4 Evaluacion de la actividad antibiotica por el método Kirby-Bauer modificado

Los resultados de la actividad antibiotica producida por los extractos de la raiz de C. ipecacuanha

se muestran a continuacion para los seis muestreos y para las seis bacterias empleadas.

En las figuras 17-19 se observan los resultados de los didmetros de los halos de inhibicién de
crecimiento de las bacterias utilizadas en este estudio. Los resultados corresponden al promedio de
tres repeticiones, cada placa contiene 100 pL de una disolucion salina de bacterias de 1.5 x 108
UFC/mL y en cada pocito se adicion6 en 50 pL de metanol, 3 mg del extracto crudo de raiz de C.

ipecacuanha rico en alcaloides.
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Figura 17. Resultados de la medicion de los diametros de los halos de inhibicion de las bacterias
E. coli (izquierda) y P. aeruginosa (derecha), empleando extracto de raiz de C.

ipecacuanha, expresados en mm.
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Figura 18. Resultados de la medicion de los didmetros de halos de inhibicion de las bacterias S.
aureus (izquierda) y E. faecium (derecha), empleando extracto de raiz de C. ipecacuanha,

expresados en mm.
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Figura 19. Resultados de la medicidn de los didmetros de los halos de inhibicion de crecimiento
de las bacterias A. baumannii (izquierda) y K. pneumoniae (derecha), empleando

extracto de raiz de C. ipecacuanha, expresados en mm.

Los resultados muestran al igual que en las secciones anteriores que hay una tendencia en el
maximo de la actividad antibiotica. Por ejemplo, en el muestreo 3 se obtuvo el maximo de actividad
sobre las bacterias, a excepcion de A. baumannii, que mostré su maximo de actividad antibidtica,
en el dltimo muestreo. Este comportamiento se ajusta con la tendencia del punto 3 que muestra la
mayor concentracion de alcaloides presentes en la muestra, lo que sugiere una relacion directa entre

la concentracion de alcaloides y su efecto inhibidor en el crecimiento de las bacterias.
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Estos resultados de inhibicidn son de gran importancia ya que las cepas de las bacterias empleadas
en este estudio presentan una problematica en el &mbito de la salud nacional, debido a su resistencia
comprobada ante los antibidticos cominmente empleados. En los resultados obtenidos la bacteria
S. aureus seguida de la E. coli mostraron la mayor respuesta inhibitoria en su crecimiento ante el
antibiotico utilizado, mientras que la bacteria A. baumannii mostr6 cero inhibicién ante el mismo
antibidtico, como se observa en la figura 20. Es por esta razon la presencia de una sola barra en la
bacteria A. baumannii (la cual representa el promedio de los halos de inhibicién del extracto), es
un resultado relevante y muy prometedor, pues el extracto crudo de la raiz de ipecacuana mostro

una inhibicién en el crecimiento de la bacteria del 100% bajo las condiciones del experimento.
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Figura 20. Resultados de la medicidn de los halos de inhibicidn de crecimiento de las bacterias
empleando, control positivo (penicilina estreptomicina (1000 pg/mL)) vs extracto de

raiz de C. ipecacuanha, expresado en mm.

De igual manera en la determinacion del %PRDZI se encontro una tendencia semejante al efecto
de los halos de inhibicion con el tercer muestreo como el punto de maximo efecto sobre el

crecimiento bacteriano (las barras color verde con tendencia al punto maximo).

Con base en los resultados mostrados en la figura 21 se puede observar que la bacteria A. baumannii
es la mas afectada por el extrado de alcaloides de C. ipecacuanha, pues en el %PRDZI es la que

muestra los valores mas elevados, seguida de E. faecium y K. pneumoniae.
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Figura 21. Resultados del %PRDZI en los seis muestreos para las bacterias empleadas, excepto

A. baumannii.

En esta parte se evalla el efecto del extracto, comparandolo con el efecto de la penicilina
estreptomicina, para asi tener un pardmetro de comparacion en base a una sustancia que
previamente se sabe posee efecto antimicrobiano. Lo que lleva a concluir que el extracto de C.
ipecacuanha posee el mayor efecto antimicrobiano en relacion con el antibiético sobre la bacteria

A. baumannii.

Se obtuvo una actividad anhibitoria del extracto de alcaloides totales sobre las bacterias ESKAPE

con un promedio de 70% de actividad, respecto al antibiético penicilina estreptomicina.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

-Se establecio el uso de éter etilico y medio bésico junto con el uso del bafio ultrasénico como las

condiciones dptimas para la extraccion de los alcaloides presentes en la raiz de C. ipecacuanha.

-Se comprobd el método de secado al sol de las muestras como el méas adecuado, debido al ahorro
energeético que representa para los productores de raicilla, y por la falta de efectos negativos sobre
la concentracion de alcaloides en la raiz de C. ipecacuanha que puedan evidenciarse

estadisticamente.

-Se determin6 16,5 meses de edad de la planta como el momento de mayor concentracion de

alcaloides en la raiz de C. ipecacuanha,y por ende el mejor tiempo de cosecha.

-A pesar de la disolucién del antibi6tico utilizado en el anélisis, en todas las muestras excepto una,
el extracto posee un elevado %PRDZI, esto significa que comparado con dicho antibidtico el
extracto de C. ipecacuanha es promisorio como alternativa para combatir y contrarrestar el

crecimiento de colonias de estas bacterias.

-Se recomiendan mas puntos de muestreo para poder caracterizar la region de Cutris de San Carlos
y poder evaluar la diferencia que pudiera existir en la concentracion de los alcaloides respecto a las

variaciones, evaluando la época del afio y la edad de la planta.

-Se recomienda hacer futuros analisis con control de los parametros del suelo si se desea corroborar
la tendencia que se observa en el comportamiento fluctuante de la concentracion de los alcaloides,

respecto a la época del afio.
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ANEXOS

1. Medicién de masas para las pruebas.

Tabla 2. Medicidn de las masas de una muestra de ipecacuana en gramos (g) para la extraccion de

los alcaloides y determinacidn del nimero 6ptimo de extracciones.

1 Extraccion

2 Extracciones

3 Extracciones

4 Extracciones

5 Extracciones

0,1004 0,1003 0,1004 0,1004 0,1003
0,1004 0,1005 0,1004 0,1002 0,1002
0,1006 0,1003 0,1003 0,1003 0,1009

Tabla 3. Medicién de las masas de las muestras de ipecacuana en gramos (g) para la determinacion
de los alcaloides totales solubles en éter por el método acido-base.

Cddigo de muestra | Masa (g) Repeticién | Masa (g) Repeticion | Masa (g) Repeticion
1 2 3
OCEH 3.7525 3.7528 3.7557
OCES 3.7500 3.7505 3.7510
OCVH 3.7505 3.7513 3.7513
OCVS 3.7515 3.7509 3.7518
DIEH 3.7506 3.7501 375064
DIES 3.7509 3.7509 3.7501
DIVH 3.7506 3.7511 3.7512
DIVS 3.7504 3.7506 3.7502

39




FEEH 3.7502 3.7509 3.7505
FEES 3.7517 3.7516 3.7518
FEVH 3.7515 3.7506 3.7504
FEVS 3.7505 3.7503 3.7506
MAEH 3.7506 3.7512 3.7515
MAES 3.7501 3.7539 3.7505
MAVH 3.7522 3.7516 3.7512
MAVS 3.7517 3.7514 3.7515
ABEH 3.7503 3.7512 3.7506
ABES 3.7550 3.7515 3.7556
ABVH 3.7515 3.7515 3.7518
ABVS 3.7510 3.7512 3.7525
JUEH 3.7507 3.7523 3.7518
JUES 3.7508 3.7514 3.7512
JUVH 3.7508 3.7511 3.7519
JUVS 3.7518 3.7508 3.7513

Tabla 4. Medicién de las masas de las muestras de ipecacuana en gramos (g) para la determinacion

de los alcaloides emetina y cefaelina, mediante UHPLC.

Cddigo de muestra

Masa (g) Repeticion

Masa (g) Repeticion

Masa (g) Repeticion

1 2 3
OCEH 0.1012 0.1017 0.1005
OCES 0.1015 0.1004 0.1025
OCVH 0.1007 0.1006 0.1012
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OCVS 0.1013 0.1012 0.1012
DIEH 0.1009 0.1012 01025
DIES 0.1008 0.1009 0.1025
DIVH 0.1008 0.1019 0.1010
DIVS 0.1013 0.1016 0.1008
FEEH 0.1005 0.1010 0.1009
FEES 0.1011 0.1005 0.1009
FEVH 0.1003 0.1010 0.1008
FEVS 0.1009 0.1005 0.1006
MAEH 0.1010 0.1011 0.1015
MAES 0.1035 0.1014 0.1022
MAVH 0.1016 0.1024 0.1015
MAVS 0.1029 0.1018 0.1042
ABEH 0.1015 0.1026 0.1011
ABES 0.1018 0.1011 0.1026
ABVH 0.1030 0.1031 0.1030
ABVS 0.1027 0.1027 0.1027
JUEH 0.1020 0.1013 0.1018
JUES 0.1010 0.1020 0.1017
JUVH 0.1014 0.1028 0.1029
JUVS 0.1021 0.1024 0.1021
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Tabla 5. Medicion de la masa de los patrones de cefaelina y emetina en gramos (g), volumen de
disolucion y alicuota en (uL) tomada para la elaboracion de la curva de calibracion en la

determinacién de dichos alcaloides, mediante UHPLC.

Masa (Q) Volumen (uL)

Patron | Cefaelina | Emetina | Cefaelina | Emetina | Metanol
madre | 0.005533 | 0.001745 2500

1 250 250 0

2 250 250 250

3 250 250 500

4 250 250 750

5 50 50 400

Tabla 6. Medicién de las masas, volumen y concentracion de las muestras de ipecacuana para la

determinacion de la actividad antibidtica por el método Kirby-Bauer modificado.

Cddigo de muestra Masa (Q) Volumen (mL) Concentracién

(9/mL)

OCEH 0.0797 1.328 0.0600
OCES 0.0886 1.477 0.0600
OCVH 0.0574 0.957 0.0600
OCVS 0.0906 1.510 0.0600
DIEH 0.0848 1.413 0.0600
DIES 0.0953 1.588 0.0600
DIVH 0.0627 1.045 0.0600
DIVS 0.0929 1.548 0.0600
FEEH 0.0613 1.022 0.0600
FEES 0.0609 1.015 0.0600
FEVH 0.0616 1.027 0.0600
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FEVS 0.0612 1.020 0.0600
MAEH 0.0626 1.043 0.0600
MAES 0.0626 1.043 0.0600
MAVH 0.095 1.583 0.0600
MAVS 0.0636 1.060 0.0600
ABEH 0.0612 1.020 0.0600
ABES 0.093 1.550 0.0600
ABVH 0.0905 1.508 0.0600
ABVS 0.0891 1.485 0.0600
JUEH 0.0722 1.203 0.0600
JUES 0.0691 1.152 0.0600
JUVH 0.0959 1.598 0.0600
JUVS 0.0607 1.012 0.0600

2. Medicién de absorbancias de las muestras.

Tabla 7. Absorbancias de los extractos de ipecacuana, utilizando éter como disolvente, a una

longitud de onda de 285 nm.

1 Extraccion

2 Extracciones

3 Extracciones

4 Extracciones

5 Extracciones

0,143 0,285 0,294 0,279 0,295
0,207 0,284 0,304 0,300 0,309
0,202 0,271 0,290 0,287 0,300
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Tabla 8. Relacion absorbancia/masa de las extracciones realizadas con éter para determinar el

namero Optimo de extracciones, datos analizados con Minitab.

1 Extraccion

2 Extracciones

3 Extracciones

4 Extracciones

5 Extracciones

14243 2,8415 2,9283 2,7789 2,9412
2,0618 2,8259 3,0279 2,9940 3,0838
2,0080 2,7019 2,8913 2,8614 2,9732
Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
2,0349 2,7898 2,9492 2,8781 2,9994
Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion
estandar estandar estandar estandar estandar
0,0380 0,0765 0,0707 0,1085 0,0748

3. Determinacion de concentraciones de las muestras.

Tabla 9. Determinacién de la concentracion de alcaloides totales solubles en éter mediante el

método &cido-base, expresada en porcentaje de emetina en mg en la muestra.

Cddigo de Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Promedio y
muestra desviacion
OCEH 3.074 3.010 2.975 3.020+0.050
OCES 2.948 2.915 2.915 2.926+0.019
OCVH 2.275 2.274 2.242 2.264+0.019
OCVS 3.523 3.492 3.427 3.480+0.049

DIEH 3.01128 3.01168 3.01148 3.01148+0.00020
DIES 2.819 2.723 2.755 2.766%0.049
DIVH 3.364 3.331 3.331 3.342+0.019
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DIVS 3.332 3.364 3.268 3.321+0.049
FEEH 4.069 3.876 3.972 3.972+0.096
FEES 3.843 3.811 3.779 3.811+0.032
FEVH 4.196 4.229 4.165 4.196+0.032
FEVS 4.229 4.229 4.132 4.197+0.056
MAEH 3.876 3.812 3.811 3.833+0.037
MAES 3.845 3.873 3.812 3.843+0.030
MAVH 3.650 3.651 3.619 3.640+0.018
MAVS 3.523 3.459 3.459 3.480+0.037
ABEH 3.556 3.523 3.524 3.534+0.019
ABES 3.488 3.459 3.487 3.478+0.016
ABVH 4.00 3.81 3.81 3.88+0.11

ABVS 3.620 3.491 3.458 3.523+0.085
JUEH 2.338 2.337 2.306 2.327+0.019
JUES 2.274 2.242 2.274 2.263+0.019
JUVH 3.652 3.651 3.619 3.641+0.019
JUVS 3.299 3.171 3.267 3.246+0.066
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Tabla 10. Determinacion de la concentracion tedrica de los patrones de cefaelina y emetina en

(mg/mL) de la curva de calibracion para el andlisis de las muestras de ipecacuana, mediante

UHPLC.

1.2 7

Concentracién (mg/mL)

0.0

1.0 +
0.8 T
0.6 +
04 +
0.2 +

Patron Concentracién (mg/mL)
Cefaelina Emetina

1 1.106600 0.349000

2 0.737733 0.232667

3 0.553300 0.174500

4 0.442640 0.139600

5 0.221320 0.069800

==@==CEFAELINA

y =-0.25x + 1.3309
R?=0.953

==@==EMETINA

y =-0.079x +0.4203
R%=0.9645

Patrones

Figura 22. Curva de calibracion para el analisis de los alcaloides cefaelina y emetina mediante

UHPLC, expresado en mg/mL.

Tabla 11. Determinacion de la concentracion del alcaloide cefaelina mediante UHPLC, expresada

en mg en la muestra.

Cadigo de Repeticién 1 Repeticién 2 Repeticion 3 Promedio y
muestra desviacion
OCEH 0.1273 0.1333 0.1297 0.1301+0.0030
OCES 0.152 0.102 0.105 0.120+0.028
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OCVH 0.025 0.059 0.127 0.070+0.052
OCVS 0.331 0.336 0.279 0.315+0.031
DIEH 0.256 0.259 0.226 0.247+0.018
DIES 0.2150 0.2017 0.2183 0.2117+0.0088
DIVH 0.2863 0.3007 0.2853 0.2908+0.0086
DIVS 0.2923 0.3007 0.2813 0.2914+0.0097
FEEH 0.375 0.383 0.352 0.370+0.016
FEES 0.2830 0.2873 0.2703 0.2802+0.0088
FEVH 0.342 0.364 0.376 0.361+0.017
FEVS 0.3373 0.3283 0.3413 0.3357+0.0067
MAEH 0.3197 0.3220 0.3260 0.3226+0.0032
MAES 0.295 0.323 0.313 0.310+0.014
MAVH 0.321 0.343 0.354 0.339+0.017
MAVS 0.3383 0.3420 0.3237 0.3347+0.0097
ABEH 0.350 0.337 0.358 0.348+0.011
ABES 0.369 0.386 0.421 0.392+0.026
ABVH 0.414 0.441 0.406 0.420+0.018
ABVS 0.3637 0.3550 0.3483 0.3557+0.0077
JUEH 0.2173 0.2093 0.2210 0.2159+0.0060
JUES 0.2017 0.2080 0.2050 0.2049+0.0032
JUVH 0.306 0.332 0.329 0.322+0.014
JUVS 0.3330 0.3250 0.3267 0.3282+0.0042

47



Tabla 12. Determinacion de la concentracion del alcaloide emetina mediante UHPLC, expresada

en mg en la muestra.

Cddigo de Repeticién 1 Repeticién 2 Repeticién 3 Promedio y
muestra desviacion
OCEH 0.05333 0.05300 0.05200 0.05278+0.00069
OCES 0.0473 0.0407 0.0377 0.0419+0.0049
OCVH 0.068 0.074 0.092 0.078+0.013
OCVS 0.1303 0.1407 0.1360 0.1357+0.0052

DIEH 0.1217 0.1263 0.1200 0.1227+0.0033
DIES 0.1240 0.1227 0.1343 0.1270+0.0064
DIVH 0.2133 0.2163 0.2163 0.2153+0.0017
DIVS 0.193 0.194 0.175 0.187+0.011
FEEH 0.1697 0.1647 0.1623 0.1656+0.0037
FEES 0.1283 0.1270 0.1210 0.1254+0.0039
FEVH 0.1920 0.2077 0.2047 0.2014+0.0083
FEVS 0.1983 0.1853 0.1987 0.1941+0.0076
MAEH 0.187 0.165 0.171 0.174+0.011
MAES 0.1790 0.1827 0.1820 0.1812+0.0020
MAVH 0.1413 0.1500 0.1503 0.1472+0.0051
MAVS 0.13667 0.13600 0.13767 0.13678+0.00084
ABEH 0.14933 0.14800 0.14767 0.14833+0.00088
ABES 0.1453 0.1283 0.1387 0.1374+0.0086
ABVH 0.1463 0.1473 0.1360 0.1432+0.0063
ABVS 0.1543 0.1460 0.1417 0.1473+0.0064
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JUEH 0.0250 0.0260 0.0223 0.0244+0.0019
JUES 0.0227 0.0207 0.0247 0.0227+0.0020
JUVH 0.1263 0.1347 0.1360 0.1323+0.0052
JUVS 0.1433 0.1460 0.1323 0.1406+0.0072
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Tabla 13. Medicion de los halos de inhibicion formados por las muestras de ipecacuana para la determinacion de la actividad antibidtica
por el método Kirby-Bauer modificado.

Coli Aeruginosa Aureus Faecium Baumannii Pneumoniae
[OCEH | NO |10 11[12011033] 9 | 7 | 8 | 800 /1918 |17 [1800] 1010 |11 11033] 15[ 15|15 1500 12| 12 | 12 [ 12,00
(OCVH| NO | 8 |8 |8[800]/20[09]9]933/12]120[12]1200]10]10]11/12033]13[13[15]1367]8 | 8 |10] 867]
[ DIEH | NO | 101020 [1000] 9 | 8 | 8 | 833 |13] 12|12 [1233]10] 10101100013 [ 13|14 /1333 10|10 ] 10 [ 10,00
[ DIVH | NO |10 |14 |14 [1267] 8 | 8 | 7 | 767 13|13 [13]1300] 12|12 | 12 [12.00] 13 |13 ] 13 | 1300 9 | 10 | 10 | 967 |
| FEEH | NO |13 |12 11 112000 10 | 11| 9 | 1000 14 | 15 15 [1467] 1] 41 [ 11 11100 15[ 15| 15 [1500] 11 | 11 ] 13 | 1167

[ MAEH | NO | 101010 [1000{ 7 | 7 | 8 | 733 | 1413 |13 [1333]10] 10 10 |10.00] 13 [ 13 | 15 [ 1367 10| 10 | 10 [ 10,00
[MAVH| NO | 9 | 9109387 7|8 |73 |11]1[11[1000]10]20]10]12000]12[12]13/1233] 9] 9] 9 [9.00
[ ABEH | NO | 10|11 (11 /1067] 9 | 8] 9 |867|12]12]12/1200]10] 1011110331919 19 /19.00] 8 |10] 10933
(ABVH | NO | 9 |99 ]900]7 7|7 ]|700]12]12[12[1200]20]10]11]1033]13[13]13/1300]10]10] 101000
[ JUEH | NO | 9 | 9 [ 9 [900] 8 88800 14]14]14/1400] 211212 1067]19]19]19/1900] 9 |10] 9 | 933
(JUVH | NO | 9 |10[10 967 7 | 7|7 |700]14]14] 4 [1067]20]11]10]1033]13]13] 1411333/ 11]11] 101067
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Tabla 14. Determinacion del %PRDZI de las seis bacterias empleadas en la prueba de actividad

antibiotica.

Escherichia | Pseudomona | Staphylococcus | Enterococcus| Acinetobacter | Klebsiella
Muestra|  Coli Aeruginosa Aureus Faecium Baumannii | Pneumoniae
OCEH | 73.8095 | 61.5385 91.5254 83.7838 | 15000.0000 94.7368
OCES | 69.0476 | 58.9744 66.1017 89.1892 | 14000.0000 92.1053
OCVH | 57.1429 | 71.7949 61.0169 83.7838 | 13666.6667 68.4211
OCVS | 64.2857 | 64.1026 62.7119 86.4865 | 13000.0000 73.6842
DIEH | 71.4286 | 64.1026 62.7119 81.0811 | 13333.3333 78.9474
DIES | 69.0476 | 53.8462 55.9322 86.4865 | 13666.6667 65.7895
DIVH | 90.4762 | 58.9744 66.1017 97.2973 | 13000.0000 76.3158
DIVS | 64.2857 | 56.4103 55.9322 81.0811 | 13666.6667 73.6842
FEEH | 85.7143 | 76.9231 74.5763 89.1892 | 15000.0000 92.1053
FEES | 85.7143 | 79.4872 76.2712 100.0000 | 15000.0000 89.4737
FEVH | 88.0952 | 79.4872 72.8814 89.1892 | 14000.0000 89.4737
FEVS | 76.1905 | 66.6667 72.8814 97.2973 | 14333.3333 73.6842
MAEH | 71.4286 | 56.4103 67.7966 81.0811 | 13666.6667 78.9474
MAES | 714286 | 51.2821 66.1017 81.0811 | 12000.0000 71.0526
MAVH | 66.6667 | 56.4103 55.9322 81.0811 | 12333.3333 71.0526
MAVS | 66.6667 | 53.8462 62.7119 89.1892 | 14000.0000 71.0526
ABEH | 76.1905 | 66.6667 61.0169 83.7838 | 19000.0000 73.6842
ABES | 61.9048 | 46.1538 61.0169 81.0811 | 13666.6667 73.6842
ABVH | 64.2857 | 53.8462 61.0169 83.7838 | 13000.0000 78.9474
ABVS | 64.2857 | 51.2821 64.4068 97.2973 | 12666.6667 71.0526
JUEH | 64.2857 | 61.5385 71.1864 94.5946 | 19000.0000 73.6842
JUES | 69.0476 | 58.9744 71.1864 89.1892 | 14333.3333 73.6842
JUVH | 69.0476 | 53.8462 54,2373 83.7838 | 13333.3333 84.2105
JUVS | 69.0476 | 58.9744 71.1864 97.2973 | 14000.0000 71.0526
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