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RESUMEN

El principal objetivo de este estudio fue investigar la influencia de las fases de desarrollo
de Hypericum laricifolium sobre los metabolitos responsables de la actividad
antibacteriana frente a Staphylococus aureus meticilino resistente (SAMR) utilizando la
metddica de Fingerprint cromatografico. Un método de HPLC-DAD se desarrollo para
separar los componentes presentes en las muestras de H. laricifolium mediante la
optimizacion de las condiciones cromatograficas utilizando un disefio factorial 2°. Se
utiliz6 el método de minimos cuadrados parciales, conocido por sus siglas en inglés PLS,
(partial least squares) para establecer una correlacion entre la actividad antibacteriana y
los perfiles cromatograficos de los extractos de H. laricifolium a 254, 280 y 360 nm. Se
construy6 un modelo utilizando 30 muestras con 7501 variables (X) correspondientes a
las respuestas obtenidas en el espectro UV en diferentes tiempos; las variables (Y)
consistid en valores experimentales de concentracion inhibitoria media (CI50) de cada
extracto. Previo al andlisis por PLS, los cromatogramas fueron sometidos a un
pretratamiento por centrado de columnas. El modelo PLS fue aprobado por validacion
cruzada; su capacidad se evalud utilizando los pardmetros de correlacion (R?) y la raiz del
error medio cuadratico de prediccion (REMCP). Los mejores resultados se lograron con
el cromatograma a 254 nm (R? = 0.90, REMCP = 2.25). En estas condiciones, el niimero
de componentes 6ptimo (NCO) fue ocho. Finalmente, la prueba T de Student no mostrd
una diferencia significativa entre las actividades antibacterianas de los estadios joven y
adulto de H. laricifolium.

Palabras claves: Actividad antibacteriana, Estadio de desarrollo vegetal, Fingerprint
cromatografico, Hypericum laricifolium, Minimos cuadrados parciales.
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ABSTRACT

The main objective of this study was to investigate the influence of the development
phases of Hypericum laricifolium on metabolites responsible for the antibacterial activity
against methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) using Chromatographic
Fingerprint as methodology for modeling. An HPLC-DAD method was developed to
separate the components present in H. laricifolium extracts by optimizing the
chromatographic conditions, using a factorial design 2°. The partial least squares (PLS)
method was used to establish a correlation between the antibacterial activity and the
chromatographic profiles of H. laricifolium extracts at 254, 280 and 360 nm. A model
was constructed using 30 samples with 7501 X variables corresponding to the responses
obtained in the UV spectrum at different times; the Y variables consisted of experimental
values of inhibitory concentration 50% (IC50) of each extract. Prior to the PLS analysis,
the chromatograms were subjected to a pre-treatment of column centering. The PLS
model was validated by cross validation; their capacity was evaluated using the
correlation parameters (R?) and the root mean square error prediction (RMSEP). The best
results were achieved with the 254 nm chromatogram (R? = 0.90, RMSEP = 2.25). Under
these conditions, the optimal number of components was eight. Finally, the Student's T
test did not show a significant difference between the antibacterial activities of the young
and adult stages of H. laricifolium.

Keywords: Antibacterial activity, Chromatographic fingerprint, Hypericum laricifolium,
Partial least squares, Plant development stage.
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1. Introduccion

Hypericum laricifolium Juss es un arbusto esclerofilo que pertenece a la familia
Guttiferae, cuya area de distribucion comprende desde el oeste de Venezuela hasta el
norte de Perti (Crockett, Eberhardt, Kunert, & Schiihly, 2010; Robson, 1990). Varias
propiedades medicinales se atribuyen a esta planta. Asi, en la medicina tradicional de
estos paises, H. laricifolium es reconocido por su actividad antibacteriana, antiviral y
antifingica (Bussmann et al., 2010), y por su eficacia en el tratamiento de afecciones
gastrointestinales (Ansaloni et al., 2010). La infusién de esta planta se usa
tradicionalmente como tranquilizante, para tratar resfrios y para dolores postparto
(Aguilar, Ulloa, & Hidalgo, 2009).

En diversos estudios, varias especies de Hypericum han mostrado actividad antibacteriana
sobre SAMR (Bussmann et al., 2010; Gibbons, Ohlendorf, & Johnsen, 2002; Saddiqe,
Naeem, & Maimoona, 2010). La actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram positivas
ha sido observada y atribuida a la hiperforina, el principal acilfloroglucinol aislado en el
género Hypericum (Bussmann et al., 2010). Ademas, se ha informado acerca de la accion
de la quercetina y la rutina contra S. aureus; estos compuestos flavonoides comunmente
encontrados en el género Hypericum son bien conocidos por su actividad antibacteriana
(Ragunathan & Ravi, 2015). En cuanto a la especie H. laricifolium seleccionada para el
presente trabajo, existen reportes que destacan su potencial como agente antibacteriano
sobre SARM (Bussmann et al., 2011; Jerves-Andrade et al., 2014; Tistaert, Dejaegher, &
Heyden, 2011), asi como el aislamiento e identificacion de derivados adicionales de
acilfloroglucinol encontrados en el extracto de n-hexano de una ascension venezolana de
H. laricifolium (Ccana-Ccapatinta & von Poser, 2015).

Son diversos los estudios realizados en especies del género Hypericum en las que se ha
determinado el contenido de sustancias bioactivas antibacterianas en diferentes etapas de
desarrollo (vegetativo, floracion y fructificacion). Asi, en H. brasiliense e H.
origanifolium se determind que los compuestos acilfloroglucinol, rutina y quercetina
estuvieron presentes en concentraciones mas altas durante la fase de floracion (Abreu,
Porto, Marsaioli, & Mazzafera, 2004; Cirak, Radusiené, Ivanauskas, & Janulis, 2007). En
otro estudio llevado a cabo en H. pruinatum e H. triquetrifolium se establecid que el
contenido de los flavonoides: quercetina y rutina aumentaron durante la fenologia de la
planta, sugiriendo asi que la planta debe ser cosechada durante la floracion para fines
medicinales (Cirak, Radusiene, Ivanauskas, Jakstas, & Camas, 2014; Cirak, Radusiene,
Kapraviciene, Camas, & Odabas, 2013). Sin embargo, hasta donde se sabe ningin estudio
acerca de la influencia de las fases de desarrollo de H. laricifolium sobre la actividad
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antibacteriana frente a SAMR utilizando la metddica de Fingerprint cromatografico ha
sido realizado.

En los ultimos afos, la técnica de perfiles cromatograficos ha desempefiado un papel
importante en el control de calidad de la medicina herbaria (Gong, Wang, Chau, & Liang,
2005), y estudios de metabolomica y protedémica (Andersson, Kaiser, & Jacobsson, 2004;
Daszykowski et al., 2007). Si bien el analisis de perfiles cromatograficos permite el
analisis quimico de matrices complejas, estos se pueden correlacionar de alguna manera
con la actividad biologica del material curativo. Con el objetivo de correlacionar la
actividad biolégica de la medicina herbaria y su huella digital, pueden usarse diferentes
técnicas de regresion multivariante como los minimos cuadrados parciales (PLS) y
regresion de componentes principales (PCR). El modelo ajustado puede utilizarse para
describir la relacion entre las dos variables o para predecir nuevas variables (Camo, 1996).
Con estos antecedentes, el principal objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del
estadio de la planta sobre la actividad antibacteriana en extractos lipofilicos de H.
laricifolium utilizando fingerprint cromatografico.

2. Materiales y métodos
2.1 Instrumentacion

La optimizacion de las condiciones cromatograficas se realizo utilizando un equipo de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Agilent Serie 1200, Santa Clara,
EE.UU) con un detector de arreglo de diodos (DAD) (G1315D). La separacion
cromatografica se realizd6 a través de una columna monolitica C18 (100x4.6mm)
(Chromolith® Merck, Darmstadt, Alemania).

El dispositivo utilizado en el proceso de extraccion fue un equipo de extraccion de fluidos
supercriticos (FSC) (Waters Corporation, Milford, EE.UU).

2.2 Reactivos

Etanol absoluto para andlisis y el dimetilsulféxido (DMSO) se adquirieron de Merck
KGaA (Darmstadt, Alemania) para la extraccion de FSC. El diéxido de carbono se
adquiri6 de Indura S.A (Guayaquil, Ecuador). Acetonitrilo, metanol, acido acético glacial
y acido fosforico concentrado para el analisis HPLC fueron adquiridos de Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). El agua utilizada como fase movil cromatografica se purifico en
un sistema MilliQ Millipore (Madrid, Espaiia).

2.3 Analisis de datos

La herramienta de software matematico MATLAB 9.0 (The MathWorks, Inc., USA) fue
utilizada para construir el modelo quimiométrico, la determinacion de los valores atipicos
y para establecer la diferencia significativa entre las medias de CI50 de los estadios de H.
laricifolium mediante la prueba T de Student, con un nivel de significancia del 5%.

2.4 Recoleccion del material vegetal
Las muestras de H. laricifolium fueron seleccionados mediante un muestreo no
probabilistico o dirigido debido a las caracteristicas especificas de muestreo (estadio

joven y adulto) (Roberto, Collado, & Lucio, 2010). Se recolectaron 15 muestras de H.
laricifolium en estado de desarrollo adulto y 15 muestras en estado de desarrollo joven
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(brotes) en las provincias de Azuay y Cafiar. Las plantas en estado de floracion fueron
clasificadas como pertenecientes a la etapa de desarrollo adulta y los brotes adyacentes a
estas plantas fueron consideradas como pertenecientes a la etapa de desarrollo joven y se
identificé la altitud y coordenadas del lugar de recoleccion (Tabla 1).

Tabla 1. Lugares de Recoleccion de Hypericum laricifolium.

Ubicacion Altura (msnm) Coordenadas (x;y)
Parque de Aguarongo-Azuay 3160 2°56°12""; 78°50°50""
Granja U. de Cuenca-Azuay 3140 2°57'52";79°6'46"
Via Cumbe-Loja- Azuay 3416 3°11'63"";79°1'62"
Via Biblian-Cafiar- Cafiar 3484 2°37°30°"; 78°54°54""

2.5 Tratamiento de las muestras vegetales

El tratamiento de las muestras de H. laricifolium inicid con la seleccion de hojas y tallos
sin muestras de alteracion, seguido del lavado para eliminar materiales extrafios,
inmersion en agua destilada para eliminar sales contenidas en el agua potable, secado al
ambiente por 24 horas, secado en estufa (Pro 3, Cuenca, Ecuador) a temperatura de 35 +
1°C hasta obtener un peso constante. Finalmente el material vegetal fue colocado en
fundas de papel y se almacend en estantes libres de contacto de polvo y humedad hasta
posterior extraccion (Guillén Mena & Sarmiento Berrezueta, 2011; Organization, 2003).

2.6 Identificacion molecular de Hypericum laricifolium basado en secuencias de codigos
de barras de ADN, rDNA-ITS, rDNA-ITS2 y rbcl

Una muestra (brotes) de cada lugar de recoleccion del material vegetal recolectado se
tomo para la identificacion genética.

Se utilizaron 100 mg de hojas frescas de H. laricifolium. Las muestras se introdujeron en
envases de polietileno y se sumergieron en nitrogeno liquido para su posterior extraccion.
Todo el material empleado en la manipulacién del material vegetal se mantuvo en
condiciones frias (nitrogeno liquido) para optimizar el proceso. En el pesaje y molienda
se empled una balanza analitica (Thomas Scientific, Swedesboro, EE.UU) y un molino
de bolas (RESTCH, Haan, Alemania) programado a 25 frecuencias por segundo durante
dos lapsos de tiempo de 30 segundos. Para la extraccion del ADN gendmico se siguio el
método de bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) (Querci, Jermini, & Eede, 2006) con
modificaciones establecidas por el Laboratorio de Biologia Molecular del CIBE-ESPOL.
En el proceso se empled una incubadora (Thermo Scientific B15), centrifuga refrigerada
(Thermoscientific 5T 16R), estufa (Memmer BM-400) y un concentrador (VACUFUGE
plus/concentrador plus) todos ellos de procedencia estadounidense (Waltham, EEUU).
En la cuantificacion del ADN gendmico se utilizd un espectrofotometro (Biotek Sinergy
HT, Winooski, EE.UU) adaptado a un software para andlisis de datos Gen5™. Se trabajé
con 2 uL. de muestra, depositados en pocillos de placa TAKE3 disponibles para su
medicion. Las lecturas de las absorbancias se realizaron a 260 y 280 nm.

Lareaccion en cadena de la polimerasa (RCP) se realizo en un Termociclador (Eppendorf,
Nueva York, EE.UU) utilizdndose 1 uL del ADN aislado y cuantificado de cada muestra,
0.25 pL de cebadores seleccionados (Tabla 2), 3.5 uLL de agua y 5 pL de la polimerasa
Green Go Taq Promega. La separacion de las moléculas se realizé en un equipo de
electroforesis (Biorad subcell GT, Hércules, EE.UU) a través de una matriz porosa con
gel de agarosa al 1.8% en 80 mL de disolucion tamponada Tris pH 8.0. Las muestras
fueron separadas a 90 V durante 35 minutos. Se utilizd un marcador de peso molecular
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de 100 bp (Promega, Madison, Estados Unidos). Los geles fueron visualizados mediante
transiluminacion UV en un sistema de imagen molecular (Biorad GelDoc, Hércules,
EE.UU). Se contrataron los servicios de la empresa Macrogen, Maryland, EE.UU para la
secuenciacion de los fragmentos de ADN aislados de las hojas de H. laricifolium.

Se utilizo la herramienta de busqueda basica de alineacion local, conocido por sus siglas
en inglés como BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para comparar las
secuencias obtenidas con otros especimenes de H. laricifolium existentes en la base de
datos GenBank del servidor del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica,
conocido por sus siglas en inglés como NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Se ingresé cada una de las secuencias de consulta al algoritmo BLAST, el
cual mediante métodos estadisticos las compara con una base de datos de secuencias
(secuencias sujetas) y regresa aquellas secuencias que tienen un nivel significativo de
similitud con la secuencia de consulta (Madden, 2012).

Tabla 2. Caracteristicas de secuencias de cebadores utilizados.

Cadigo de Nombre de Secuencia de cebadores 5°-3° Tamafio Referencia
barras cebadores medio del
marcador
(pb)
ITS Sa fwd CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG 707 (Kress,
4 rev TCCTCCGCTTATTGATATGC (571-1153) Wurdack,
Zimmer,
Weigt, &
Janzen, 2005)
ITS2 SoF ATGCGATACTTGGTGTGAAT 226 (Chen et al.,
SsR GACGCTTCTCCAGACTACAAT (163-311) 2010)

2.7 Extraccion por fluidos supercriticos (EFS)

2.7.1 Condiciones de operacion y procedimiento de EFS

Se pesaron 2.5 g de muestra triturada en una balanza de precision (Metler Toled,
Columbus, EE.UU) y se colocaron en los cartuchos de extraccion. Se utilizaron como
elementos extractores didoxido de carbono (CO») y etanol como co-solvente en una
proporcion 90:10 (v/v). El contenido del co-solvente se fijo de acuerdo a datos de
literatura para las propiedades criticas de estas mezclas binarias (Abdulagatov, Stepanov,
& Abdulagatov, 2007). Ademas, se conoce que la adicion de un componente polar es
empleado a menudo como modificador para el CO; supercritico en extracciones con el
propodsito de aumentar su eficiencia (Hawthorne, 1990). Las condiciones de temperatura
y presion fueron fijadas en 40°C y 100 bares respectivamente. Finalmente, se establecio
la velocidad de flujo de disolvente en 5 ml/min.

2.7.2 Preparacion de extractos

Los extractos fueron concentrados en un rotavapor (Heidolph, Schwabach, Alemania) a
una temperatura de 40°C. Se utiliz6 un bafio de ultrasonido (Cole Parmer, Vernon Hills,
EE.UU) para redisolver el extracto seco con una mezcla de cloroformo/etanol en una
proporcion 50:50 (v/v). El extracto redisuelto fue concentrado mediante una corriente de
N> gaseoso hasta obtener una cantidad de 1 ml de concentrado y se dividiod en viales para
remover el total de solvente mediante un concentrador de presion reducida (Labconco
Rapid Vap, Kansas City, EE.UU). Las condiciones de presion, velocidad y temperatura
del concentrador se fijaron en 493 mbar, 12 rpm y 35°C respectivamente. Finalmente los
viales con el extracto seco fueron conservados a -20°C hasta su analisis.

14



Universidad de Cuenca

2.8 Determinacion de la Concentracion inhibitoria media (CI150)

Para evaluar la CI50 los extractos fueron disueltos en DMSO y sometidos a bafio de
ultrasonido por 1 hora. Se utilizo la cepa bacteriana SAMR ATCC ba44 para el screening
de la actividad antibacteriana. El Cryo-stock de SAMR de concentracion 5*10° CFU/ml
fue mantenido a -80°C en caldo de tripticasa soya con 10% de glicerol. La concentracion
del inéculo utilizado en el screening fue de 5*10° CFU/ml.

El potencial antibacteriano de los extractos de H. laricifolium fue analizado mediante una
modificacion de la técnica de micro-dilucion (Eloft, 1998). Se probaron concentraciones
decrecientes (64, 16, 4, 1 y 0.25 pg/ml) de todos los extractos en placas de 96 pocillos.
El medio de cultivo utilizado fue caldo de tripicasa soya. Las placas de microtitulacion
con los indculos bacterianos se incubaron a 35°C durante 24 horas. El proceso se controld
mediante diluciones seriadas de ciprofloxacina (0.125 a 16 pg/ml). Ademas, se incluyd
un control positivo (viabilidad de la bacteria) y un control negativo (esterilidad del medio)
para cada screening. Tras el proceso de incubacion, las placas de microtitulacion se
trataron con un lector de microplacas ELISA (Bio tek instruments, Winooski, Estados
Unidos) a una longitud de onda de 405 nm. Se calculd los valores CI50 de los extractos a
partir de las lecturas de inhibicion a diferentes concentraciones. Por ultimo, una alicuota
de 100 pl de los pocillos que mostraron un crecimiento de inhibicion mayor del 90% fue
inoculada en agar tripticasa soya e incubados a 35.5°C durante 24 horas para evaluar ya
sea la actividad bacteriostatica o bactericida de los extractos. Los extractos que inhibieron
el crecimiento de la bacteria después de 72 horas de incubacidén se reportaron como
bactericidas.

2.9 Optimizacion de las condiciones cromatogrdficas
2.9.1 Preparacion de extractos

A partir de 5 mg de extractos secos se prepararon muestras de 500 pg/ml para el analisis
HPLC. Todas las muestras fueron filtradas a través de filtros de membrana de PVDF de
0.45 um previo a la inyeccion cromatografica.

2.9.2 Establecimiento de la variable respuesta y factores
En el estudio de perfiles cromatograficos, mas informacion puede ser obtenida cuando se
observan mas picos en el cromatograma, por lo que el nimero de picos se fij6 como
variable respuesta. Ademas, se identificaron 3 factores: temperatura de la columna, tipo
de acido y tipo de gradiente como variables explicativas. Para cada factor se eligié una
amplia gama de condiciones experimentales mediante revision bibliografica. La
temperatura de la columna es conocida como un parametro importante por su influencia
en la retencion, selectividad, presion del sistema y la estabilidad de la columna (Dolan,
2002). Por otra parte, bajo condiciones acidas y altas temperaturas, los flavonoides
contenidos en H. laricifolium podrian hidrolizarse a sus agliconas, (Van Beek, 2002), por
ello se fijo un intervalo de 20-40°C para construir el método de perfiles cromatograficos
(Xie et al., 2006; Yang et al., 2011).
En cuanto a la longitud de onda de deteccion, se fijo un intervalo comprendido entre 200
a 360 nm para la deteccion de una mayor cantidad de analitos; por ejemplo, los
flavonoides reportados en literatura (Ji, Xu, Hu, & Vander Heyden, 2005; Su et al., 2008).
Ademas, se fijaron otros factores controlables como:

e Velocidad de flujo: 1 ml/min

e Volumen inyeccion: 10 pl
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e Longitud de onda de deteccion: las muestras se analizaron a 254, 280 y 360 nm.

2.9.3 Condiciones de optimizacion

La elucion se realizd con una fase movil compuesta de una solucion acuosa de acido
acético o acido fosforico al 0.1% (componente A) y acetonitrilo (componente B). Los
acidos del componente A fueron comparados en el proceso de optimizacion. Para la
optimizacion de las condiciones cromatograficas se utilizd un disefio factorial de 3
factores y 2 niveles. Las especificaciones de este disefio se pueden ver en la Tabla 3.

Tabla 3. Especificacion de factores y el dominio experimental.

Factores Dominio experimental
Nivel (-1) Nivel (+1)
x1: Tipo de acido (%) Acido acético (0.1) Acido fosforico (0.1)
x2: Temperatura de columna (°C) 20 40
x3: Tipo de acido Lineal Mixto

Las especificaciones de los gradientes con cambios en la relacion de volumen de
acetonitrilo (fase movil B) quedaron establecidos de la siguiente manera:

Gradiente mixto: 0-10 min, 2-5%; 10-20 min, 5-30%; 20-30 min, 30-50%; 30-35 min,
50-100%; 35-40 min, 100%; 40-45 min, 100-2%; 45-47 min, 2%.

Gradiente lineal: 0-10 min, 0-50%; 50-53 min, 50-100%; 53-58 min, 100%; 58-62 min,
100-0 %; 62-65 min, 0%.

El nimero de experimentos generado por el disefio factorial (2*) se realizé por triplicado,
dando un total de 24 experimentos.

2.9.4 Optimizacion de gradiente

La optimizacion de gradiente se puede considerar como un punto de estrategia general
para mejorar la separacion en HPLC (Dolan et al., 1999; Horvath, 2013). En dicha
optimizacion pueden ser considerados el tiempo, forma de gradiente y la composicion
inicial de la fase movil (Vivo-Truyols, Torres-Lapasio, & Garcia-Alvarez-Coque, 2003).
Por lo tanto se procedid a optimizar las condiciones del gradiente mixto obtenido en el
paso anterior. Se generaron 2 tipos de experimentos, modificando la concentracion inicial
del solvente orgéanico y el tiempo de gradiente. La concentracion final del solvente
organico se fijo en el 30% para asegurar que cada soluto puede eluir en una sola corrida.
Las especificaciones de los gradientes con cambios en la relacion de volumen de
acetonitrilo (fase movil B) quedaron establecidos de la siguiente manera:

Experimento 1: 0-5 min, 30-40%; 5-25 min, 40-80%; 25-35 min, 80-90%; 35-40 min,
90%; 40-45 min, 90-100%; 45-50 min, 100%; 50-52 min, 100-30%; 52-65 min, 30%.

Experimento 2: 0-5 min, 25-35%; 5-25 min, 35-80%; 25-35 min, 80-87,5%; 35-40 min,
87,5%; 40-45 min, 87.5-100%; 45-50 min, 100%; 50-52 min, 100-30%; 52-65 min, 30%.

2.9.5 Pretratamiento de datos cromatograficos

Previo al andlisis de PLS, el conjunto de datos fueron sometidos a un proceso de
pretratamiento de datos conocido como centrado de columnas. Este pretratamiento de
datos es a menudo el més utilizado para conjuntos de datos espectroscopicos, logrando
disminuir el nimero de variables experimentales y por lo tanto mejorando los resultados
del modelo de prediccion. En la matriz X, con dimension nxp, n es el nimero de
observaciones (huellas digitales de H. laricifolium) y p las variables (los puntos de tiempo
en los que se midieron las absorbancias). El centrado de columnas consisti6 en restar para
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cada columna la media de la columna de los elementos individuales de esa columna,
resultando en una media cero de las variables transformadas y eliminando asi la necesidad
de un término constante en el modelo de regresion (Frenich et al., 1995; Seasholtz &
Kowalski, 1992). Los criterios de evaluacion del modelo PLS fueron los parametros R* y
REMCP.

2.9.6 Correlacion entre la actividad antibacteriana y los perfiles cromatograficos

Para la obtencion del modelo predictivo que pueda relacionar la actividad antibacteriana
y los cromatogramas de las muestras de H. laricifolium en estadio joven y adulto se utilizd
el andlisis de PLS. La regresion PLS es un método muy utilizado para encontrar las
relaciones fundamentales entre las variables independientes (X) y las variables
dependientes (Y) (Berrueta, Alonso-Salces, & Héberger, 2007). Es decir, cuando se
especifica una variable dependiente para una regresion, la técnica PLS es mas eficiente
que la técnica PCA para la reduccion de dimensiones debido a la naturaleza supervisada
de su algoritmo (Maitra & Yan, 2008). Los resultados se evaluaron utilizando 3 matrices
de datos: los cromatogramas a longitudes de onda de 254, 280 y 360 nm. Ademas del
calculo de R?, se obtuvo el valor de REMCP. Este valor indica la incertidumbre media
que puede esperarse al predecir los valores de Y para las nuevas muestras expresadas en
las mismas unidades que la variable Y (Camo, 1996). Finalmente, el modelo PLS fue
validado por medio de validacion cruzada (10-fold C-V). El método de la validacion
cruzada permitié obtener los valores de EMCP, por lo general, el resultado se presenta
como un grafico que muestra EMCP en funcién del nimero de componentes y se
denomina curva EMCP. Al mismo tiempo se determiné el NCO para los modelos de
prediccion, al elegir estos se evita la superposicion de datos al no reutilizar los mismos
datos para ajustarse a un modelo y para estimar el error de prediccion. De acuerdo a
literatura se procedid a elegir el menor valor de EMCP para el menor nimero de
componentes posibles (Osten, 1988).

3. Resultados y discusion
3.1 Identificacion molecular de Hypericum laricifolium

Los resultados de las coincidencias de los genes nucleares ITS e ITS2 con la base de datos
de Gen bank del NCBI se muestran a continuacion en la tabla 4.

Tabla 4. Secuencias que producen alineaciones significativas.

Descripcion Identidad® Valor E°
Gen (Procedencia de muestra)
ITS (Parque Aguarongo) 99% 0.0
(Via Nabon-Loja) 98% 0.0
(Via Biblian-Caiar) 99% 0.0
ITS2 (Parque Aguarongo) 98% 8e-167
(Via Nabon-Loja) 99% 3e-171
(Via Biblian-Caiar) 99% 0.0

4 Identidad: similitud porcentual entre la consulta y la secuencia sujeta, ° Valor E: indica el grado de
significancia de la coincidencia, cuanto mas bajo es el valor E, mas “significativo” es la coincidencia.

El gen de cloroplasto rbcl no reportd coincidencias para la especie H. laricifolium, pero
si para diferentes especies del género Hypericum, por ejemplo, la base de datos GenBank
de NCBI reporta la coincidencia con la especie H. guitense, con identidad de 99%. Esto
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significa que hasta ahora no se ha realizado un estudio de reconocimiento genético de H.
laricifolium con el gen rbcl. En contraparte, los genes nucleares ITS e ITS2 en la mayoria
de los casos correspondieron a las secuencias con la puntuacion BLAST mas alta,
confirmando asi que las muestras utilizadas en la identificacidn genética pertenecen a la
especie H. laricifolium. Estos resultados coinciden con los reportados en trabajos previos
y confirman que los genes IDNA-ITS y rDNA-ITS2 son eficientes para la identificacion
molecular de H. laricifolium. (Howard et al., 2009; Niirk, Scheriau, & Madrifidn, 2013).

3.2 Determinacion de la CI50

Los valores de CI50 obtenidos para los extractos de H. laricifolium son presentados en la
tabla 5 mostrada a continuacion.

Tabla 5. Actividad antibacteriana de los extractos lipofilicos sobre SARM.

Estadio adulto CI50 (ug/ml) Estadio joven CI50 (ug/ml)
T101A 2.1 T104B 1.2
T103A 5.6 T106B 1.3
T105A 5.9 T208B 2.4
T209A 1.6 T210B 1.4
T211A 1.5 T212B 1.7
T313A 1.6 T315B 1.4
T314A 1.3 T316B 7.4
T319A 2 T317B 2.6
T421A 3.1 T318B 4.4
T423A 7.1 T220B 1
T425A 2.7 T422B 10.3
T427A 10.9 T424B 3.4
T429A 1.7 T426B 2.3
T431A 2.5 T428B 7.3
T435A 2.1 T433B 12.7

Un extracto es considerado: muy activo si el valor de su CI50 es menor que 5 pg/ml; ligeramente activo, si
los valores de CI50 estan entre 5 a 30 pg/ml, e inactivo, cuando el valor de la CI50 es mayor a 30 pg/ml.

Todos los extractos lipofilicos de H. laricifolium mostraron actividad antibacteriana sobre
SARM, 22 de los extractos presentaron una actividad antibacteriana muy activa sobre
SARM. En un trabajo previo se reporta una actividad positiva de extractos de cloroformo
de H. laricifolium sobre SARM con una CI50 de 28 pg/ml (Jerves-Andrade et al., 2014).
Otro estudio reporta un valor de CMI de 160 pg/ml para extractos etanolicos de H.
laricifolium sobre SARM (Bussmann et al., 2010). Los mejores resultados alcanzados en
este trabajo en comparacion con los citados puede deberse al uso de extraccion por fluidos
supercriticos modificado (COz supercritico mas un solvente polar) que producen extractos
con un efecto antibacteriano mas consistente que los extractos obtenidos con solventes
organicos debido a su mayor poder de extraccidbn de compuestos polares como la
hiperforina (Cossuta et al., 2012; Lang & Wai, 2001; Reverchon & De Marco, 2006).
Finalmente, el andlisis de la prueba T de Student no evidencié una diferencia significativa
(p<0.05) entre las medias de CI50 en los estadios joven y adulto de H. laricifolium.

3.3 Optimizacion de las condiciones cromatograficas
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El analisis ANOVA revel6 una diferencia significativa (p<0.05) entre los experimentos
realizados y mediante la prueba estadistica de Tukey se determind que el experimento 6
difiere de los demas de manera significativa, mostrando asi al método 6 como el de mayor
numero de picos. En cuanto a la optimizacion del gradiente, las condiciones del
experimento 2 mostraron una mejor separacion de los picos cromatograficos. Por lo tanto,
las condiciones de este gradiente mixto, temperatura de la columna de 40°C y solucion
acuosa de acido fosforico al 0,1% (componente A de la fase movil) quedaron establecidos
como condiciones optimizadas para obtener los cromatogramas de los extractos de H.
laricifolium. Los cromatogramas optimizados se muestran a continuacion en la Figura 1.
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L L
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Figura 1. Cromatogramas optimizados de muestras de H. laricifolium en tres longitudes de onda
diferentes. (4) 254 nm, (B) 280 nm, y (C) 360 nm.
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3.4 Obtencion del modelo predictivo

En la tabla 6 se indican los resultados para los tres modelos predictivos considerando el
NCO, valores de R?, y el error de prediccion REMCP. Los mejores resultados se
obtuvieron utilizando el perfil cromatografico con longitud de onda de 254nm.

Tabla 6. Resultados comparativos de los modelos de prediccion PLS.

Modelo NCO? R?® REMCP*¢
Cromatograma de 254 nm 8 0.9064 2.25
Cromatograma de 280 nm 8 0.8471 2.45
Cromatogramas de 360 nm 8 0.8685 2.55

4NCO: namero de componentes 6ptimos; ° R?: coeficiente de correlacion; ¢ REMCP: raiz de error medio
cuadratico de prediction.

Los graficos de las correlaciones entre los valores de actividad antioxidante experimental
y ajustada para todas los diferentes modelos de prediccion se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Correlacion entre la actividad antibacteriana experimental y ajustada para las muestras
utilizadas para los perfiles cromatogrdficos de 254 nm (4) y 280 nm (B).
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Cuando se construye un modelo PLS la deteccion de posibles valores atipicos y el grado
de influencia de estos son un aspecto muy importante a considerar (Van Nederkassel,
Daszykowski, Massart, & Vander Heyden, 2005). Estos valores atipicos presentes en un
modelo pueden reducir de manera significativa la confiabilidad del modelo (Pell, 2000).
En el presente trabajo una muestra fue considerada como un valor atipico. La muestra
considerada como un valor atipico fue una muestra de H. laricifolium codificada como
T433B con una CI50 de 12.7 pg/ml. Sin embargo, al construir el modelo para el
cromatograma de 254 nm excluyendo este valor atipico no se obtuvo una mejora de la
capacidad predictiva del modelo (R? = 0.87, REMCP = 2.3). Por lo tanto, esta muestra de
H. laricifolium fue considerada en la construccion del modelo de PLS.

4. Conclusion

El objetivo de este trabajo fue establecer una relacion entre la actividad antibacteriana y
las etapas de desarrollo de H. laricifolium a partir de los perfiles cromatograficos de esta
especie Hypericum. La identidad de H. laricifolium fue confirmada mediante la técnica
molecular cddigo de barras genético basado en los genes nucleares ITS e ITS2. Debido
al proceso de optimizacion realizado en este trabajo se obtuvieron una buena calidad de
separacion de los perfiles cromatograficos. Se demostr6 que después de un
preprocesamiento apropiado de los cromatogramas (centrado de columnas) se pudo
construir un modelo de PLS confiable para predecir la capacidad antibacteriana de
extractos de H. laricifolium independientemente de la etapa de desarrollo. En cuanto a la
actividad antibacteriana, la prueba T de Student no reveld ninguna diferencia significativa
entre las CI50 de los estadios joven y adulto de H. laricifolium. Esta estrategia llevada a
cabo en este trabajo para relacionar una actividad bioldgica y una variable natural
mediante su perfil cromatografico no solo puede utilizarse para extractos de H.
laricifolium sino también para otras hierbas medicinales para identificar y evaluar la
influencia de las variables naturales sobre una determinada actividad biolégica.
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ANEXOS

ANEXO 1: PROCEDIMIENTO DE LA TECNICA DE MICRODILUCION EN PLACA

Técnica de microdilucion en placa
(96 pocillos).

—

/ PLACA TEST
Se pasan 10 pl de la placa de agua a los
correspondientes pocillos de la placa test.
Se coloca 10 pl del antibiético en la
columna 12 (0.125-16p/ml) y en la
columna 1 se ensaya la viabilidad de la las

\-

bacterias y la esterilidad del medio.

~

J

-

Incubacioén de la placa test (24 horas). ‘

22

PLACA DE DMSO \
Se coloca en las columnas 2 y 7
20ul de DMSO + 20 pl de extracto y
en las columnas 3-6 y 8-11 30ul de
DMSO.

Se homogeniza el DMSO y el
extracto contenidos en las columnas
2y 7,y sepasan 10ul a los pocillos
de las columnas 3 y 7, siguiendo este

columnas 6y 11.

procedimiento hasta llegar a las

2 )

Se coloca 80ul de agua destilada
esterilizada en las columnas 2-11.

PLACA DE AGUA

Desde la placa de DMSO se pasan
11.76 ul a los correspondientes

Kpocillos de la placa de agua y se/

Lectura de las placas y calculo de
la CI50.

Siembra de indculos que produjeron
inhibicion, incubacion por 24 horas
y determinacion bactericida y

hacterinctatica




Universidad de Cuenca

ANEXO 2: EXTRACCION DE ADN MEDIANTE EL METODO CTAB
Preparacion del buffer de extraccion:

Reactivos Concentracién Concentracién Volumen Volumen
inicial final inicial (4.8ml )
(800 nl)
CTAB 7% 2.8% 320 1.92
NaCl SM 1.3M 208 1.24
EDTA (pH 8.0) 0.5M 20mM 32 0.19
Tris-HCL (pH 8.0) IM 100mM 80 0.48
PVP (40000) 1% 8 0.048
B-mercapto ethanol -—- 0.2% 1.6 0.0096
ddH20 - Completar a 800 150.4 0.90
ul

Volumen final= 800 pl

(concentracion final)(volumen final)

Volumen inicial (ul) = ——
concentracion inicial

1. Preparar 800 pl por muestra a extraer de la solucidon descrita anteriormente
(manteniendo las concentraciones y descripciones iniciales).

2. En 120 mg de tejido triturado adicionar 800 pl del buffer de extraccion a cada muestra
y mezclar en vortex.

3. Adicionar 15 pl de proteinasa K (20 pg/pul) y colocar a bano Maria (65°C) durante
una hora, invirtiendo los tubos cada 10 minutos.

4. Retirar los tubos del bafio Maria y dejar enfriar a temperatura ambiente.

5. Adicionar 700 pl de cloroformo-isoamil (24:1) y agitar por inversion los tubos hasta
observar turbiedad.

6. Centrifugar durante 10 minutos a 14000 rpm/4°C, retirar el sobrenadante y colocarlo
en un tubo nuevo de 2 ml.

7. Adicionar 6 pl RNase (40 pg/ml) e incubar por 15 minutos a 37°C.

8. Adicionar 1 volumen de cloroformo-isoamil (24:1) y agitar por inversion.

9. Centrifugar durante 10 minutos a 14000 rpm/4°C, retirar el sobrenadante y colocarlo
en un tubo nuevo de 1.5ml.

10. Adicionar 1 volumen de isopropanol frio, mezclar invirtiendo el tubo por 5 minutos,
colocar las muestras en 20°C durante 30 minutos (o quedarse toda la noche a 4°C).

11. Centrifugar por 20 minutos a 14000 rpm/4°C, remover el sobrenadante y lavar 2
veces el pellet con 200 ul de etanol al 70% y volver a centrifugar en las mismas
condiciones pasadas.

12. Secar a temperatura ambiente de 15-20 minutos o alternativamente usar el Vacufuge.

13. Resuspender el ADN en 100 o 50 pl (dependiendo de la concentracion esperada) de
agua ultra pura.

Opcional:

Purificar el ADN con el kit de purificacion marca Promega.
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