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RESUMEN 

 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa que suele afectar los 

pulmones y es causada principalmente por la bacteria Mycobacterium tuberculosis. El 

tratamiento actualmente disponible requiere de un tiempo prolongado y causa efectos 

secundarios lo que conlleva al paciente al abandono del tratamiento, esto ocasiona la 

aparición de cepas multidrogorresistentes (Mtb-MDR). Debido a esto, son requeridos 

nuevos fármacos con actividad antituberculosa y que sean seguros para los pacientes 

y los productos naturales (PN) representan una excelente alternativa para la búsqueda 

y desarrollo de nuevos fármacos antituberculosos. En este sentido, las técnicas 

quimiométricas son una herramienta novedosa para la caracterización de PN 

bioactivos. Por lo anterior, en el presente trabajo se determinó la actividad 

antituberculosa de dos plantas nativas del estado de Veracruz: Bidens alba (L.) DC y 

Xylosma flexuosum (H. B. & K.) HEMSL contra la cepa de M. tuberculosis H37Rv por 

medio del ensayo en microplaca de azul alamar (MABA). Se obtuvieron los perfiles 

químicos de ambas plantas por HPLC-UV y se realizó el análisis quimiométrico 

usando el análisis de componentes principales (PCA) y proyecciones ortogonales a 

las estructuras latentes (O-PLS) para detectar las variables responsables de la 

bioactividad. Los resultados mostraron que ambas plantas poseen metabolitos con 

actividad antituberculosa, siendo la fracción hexánica (Fc Hex) de la raíz de B. alba la 

más activa con una concentración mínima inhibitoria (MIC) de 25 µg/mL y el extracto 

hexánico (Ext Hex) de las hojas de X. flexuosum con una MIC= 50 µg/mL. La Fc Hex 

de la raíz de B. alba fue la más activa, por lo cual, se obtuvo su perfil químico por 1H-

RMN y se realizó el análisis quimiométrico. Para corroborar esta bioactividad la Fc 

Hex de la raíz se fraccionó y se determinó la MIC de cada una. La Fc 8 fue la más 

activa con una MIC=12.5 µg/mL, se obtuvo el espectro de 1H-RMN donde se 

identificaron los protones presentes en las moléculas responsables de la actividad 

antituberculosa, encontrándose la presencia de protones alifáticos (δ= 0.92 y 1.28 

ppm); protones unidos a oxígenos, característicos de azúcares (rango de δ= 3.5–4.5 

ppm). Con estos resultados concluimos que la quimiometría es una herramienta 

importante para la caracterización de metabolitos bioactivos. 
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ABSTRACT 
 

Tuberculosis (TB) is an infectious disease that usually affects the lungs and is 

caused mainly by the bacterium Mycobacterium tuberculosis. The currently available 

treatment requires a long time, causes side effects which leads the patient to abandon 

the treatment, this causes the appearance of multidrug resistant strains (Mtb-MDR). 

Due to this, new drugs with anti-tuberculosis activity are required, which are safe for 

patients and natural products (NP) represent an excellent alternative for the search 

and development of new anti-tuberculosis drugs. In this sense, chemometric 

techniques are a novel tool for characterizing bioactive PN. Therefore, in the present 

work the antituberculosis activity of two native plants of the state of Veracruz was 

determined: Bidens alba (L.) DC and Xylosma flexuosum (HB & K.) HEMSL against 

the strain of M. tuberculosis H37Rv by means of the alamar blue microplate assay 

(MABA). Chemical profiles of both plants were obtained by HPLC-UV and chemometric 

analysis was performed using principal component analysis (PCA) and orthogonal 

projections to latent structures (O-PLS) to detect the variables responsible for 

bioactivity. The results showed that both plants possess metabolites with 

antituberculosis activity, being the hexane fraction (Fc Hex) of the root of B. alba the 

most active with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 25 µg / mL and the 

hexane extract (Ext Hex) of X. flexuosum leaves with MIC = 50 µg / mL. The Fc Hex 

of the root of B. alba was the most active, therefore, its chemical profile was obtained 

by 1H-NMR and the chemometric analysis was carried out. To corroborate this 

bioactivity, the Fc Hex of the root was fractionated and the MIC of each one was 

determined. Fc 8 was the most active with a MIC = 12.5 µg / mL, the 1H-NMR spectrum 

was obtained where the protons present in the molecules responsible for the 

antituberculosis activity were identified, finding the presence of aliphatic protons (δ = 

0.92 and 1.28 ppm); protons bound to oxygen, characteristic of sugars (range δ = 3.5–

4.5 ppm). With these results we conclude that chemometric is an important tool for the 

characterization of bioactive metabolites.
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo 

Mycobacterium tuberculosis, que afecta principalmente los pulmones, sin embargo, 

también se puede diseminar a otros órganos y tejidos (WHO, 2018a). Es transmitida 

de persona a persona a través de gotitas de saliva provenientes de la garganta y 

pulmones de las personas con la enfermedad respiratoria activa. El tratamiento 

empleado actualmente para tratar la TB sensible a los fármacos requiere de mínimo 

6 meses causando numerosos efectos secundarios, además de que es ineficaz para 

las cepas farmacorresistentes (FR) (Zumla et al., 2014; WHO, 2018a).  

En el año 2019 se registró un total de 45,637 casos nuevos de TB pulmonar en 

la república mexicana. El estado de Veracruz registró 4,451 casos nuevos, con estas 

cifras el estado de Veracruz se posicionó en el primer lugar con el mayor número de 

casos de TB (Secretaría de Salud, 2019). A pesar de los buenos resultados del 

tratamiento actual contra la TB se requieren nuevos fármacos que provoquen menos 

efectos secundarios, con tiempos de duración menores y eficaces contra las cepas de 

M. tuberculosis multidrogorresistentes (Mtb-MDR). Esto nos lleva a pensar que, 

durante décadas nuestros antepasados han aprovechado los principios activos que 

poseen algunas plantas para su uso medicinal, debido a sus constituyentes químicos, 

generalmente metabolitos secundarios que las plantas producen para mediar las 

interacciones entre la planta y su ambiente (Elena Monroy-Vázquez et al., 2009). 

Estos metabolitos son llamados Productos Naturales (PN) y algunos de ellos tienen 

propiedades biológicas, por lo que la industria farmacéutica ha explorado ampliamente 

este campo, sin embargo, aún hay muchas plantas sin documentar y sin reportes de 

su actividad biológica. El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad 

antituberculosa de extractos y fracciones de B. alba (L.) DC y, Xylosma flexuosum (H. 

B. & K.) HEMSL utilizando técnicas quimiométricas para determinar el (los) metabolito 

(s) responsable (s) de la actividad antituberculosa.  
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 La quimiometría es la combinación de matemáticas, estadística, y otros métodos 

basados en la lógica para gestionar de manera eficiente e interpretar datos analíticos. 

Las técnicas quimiométricas pueden identificar rápidamente las variables clave que 

son importantes para hacer distinciones entre las muestras (Bansal et al., 2014). Entre 

las técnicas quimiométricas que se emplearon en este proyecto se encuentra el 

análisis de componentes principales (PCA) y las proyecciones ortogonales de las 

estructuras latentes (O-PLS). El PCA es una de las técnicas de análisis multivariante 

más utilizadas, su principal objetivo es reducir los datos a unas pocas dimensiones 

características para la visualización y análisis, esto se logra mediante el cálculo de un 

nuevo conjunto de variables o componentes principales (PCs), cada uno de los cuales 

es una combinación lineal de las variables originales (Arumugam et al., 2012). Por otra 

parte, la aplicación del O-PLS proporciona un patrón de discriminación que puede ser 

correlacionado con la actividad biológica, ya que el modelo ilustra las clases de 

compuestos responsables de las agrupaciones observadas en el modelo de PCA, con 

la adición de una variable “Y” obtenida de los resultados in vitro contra M. tuberculosis 

H37Rv.  (Galindo-Prieto, Eriksson and Trygg, 2015) Por tales motivos, estas dos 

técnicas se utilizaron para caracterizar los metabolitos con actividad antituberculosa 

de B. alba ó X. flexuosum. 
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2. ANTECEDENTES 
 
 

2.1. Aspectos generales de la tuberculosis 

 

Mycobacterium tuberculosis es el principal agente etiológico de la TB en los seres 

humanos, padecimiento infeccioso y transmisible descrito por Villemin en 1865, pero fue 

hasta 1882 que Robert Koch logró aislarlo en cultivos e inocularlo experimentalmente en 

animales, de donde pudo recuperarlo, lo que confirmó su papel patógeno (Romero 

Cabello, Raúl, Romero Feregrino, Raúl & Romero Feregrino, 2018). Mycobacterium 

tuberculosis son bacilos de 1 a 10 µm de longitud, se multiplican dentro de las células 

fagocíticas, principalmente macrófagos y monocitos. Más del 60% de su pared celular se 

compone de lípidos denominados ácidos micólicos (ácidos grasos de cadena muy larga, 

de C30 a C90), que están covalentemente unidos al peptidoglicano, el arabinogalactano, 

el cual se une al peptidoglicano por un enlace fosfodiéster. La membrana celular de las 

micobacterias también contiene manósidos de fosfatidilinositol y lipoarabinomananos 

(LAM) (Brennan, 1995; Zuber et al., 2008). Por fuera de la membrana esta la capa de 

peptidoglicano se compone de N-acetilglucosamina en un enlace β-1,4 con ácido N-

glucolilmurámico. Algunos de los residuos de ácido N-glucolilmurámico están unidos por 

enlaces fosfodiéster a una capa superpuesta de macromoléculas de polisacáridos de 

cadena ramificada llamadas arabinogalactanos, los residuos de arabinosa alejados de 

esta capa se unen a los ácidos micólicos superpuestos (Figura 1), (Woods, 2008). 

 

Figura 1. Estructura de la pared celular de M. tuberculosis. Fuente: Facultad de Medicina, UBA. N.d. 
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Ningún componente por sí solo puede considerarse como factor de patogenicidad, 

sin embargo, el factor cordón que causa la agrupación de los bacilos en filas paralelas es 

la threhalosa 6’6 dimicolato, la cual está relacionada con cepas virulentas y es la 

responsable de la inhibición de la migración de polimorfonucleares (PMN) al sitio de 

colonización e induce la formación de granulomas (Romero Cabello, Raúl, Romero 

Feregrino, Raúl & Romero Feregrino, 2018). 

 

2.2. Mecanismo de infección 

La tuberculosis se transmite de persona a persona por la inhalación de “gotitas 

flügge” que contienen las micobacterias cuando las personas con tuberculosis pulmonar 

activa tosen, estornudan o hablan; una vez inhalada la bacteria alcanza los alveolos 

pulmonares, donde se replica dentro de los macrófagos residentes dificultando la 

maduración del fagosoma y su fusión con los lisosomas, proporcionando las condiciones 

favorables para la supervivencia y la replicación (Cambier, Falkow and Ramakrishnan, 

2014). 

 
 

Figura 2.Ciclo de vida patogénico de Mycobacterium tuberculosis. Modificado (Cambier, Falkow and 
Ramakrishnan, 2014). 
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En la Figura 2 se puede observar cómo los bacilos tuberculosos reclutan 

macrófagos en la superficie del pulmón, estos se infectan y transportan las bacterias a 

través del epitelio pulmonar hacia los tejidos más profundos. Durante los estadios 

tempranos del proceso infeccioso, los macrófagos infectados comienzan a secretar 

citocinas proinflamatorias como interleucinas (IL) IL-1, IL-6, IL-12 y factor de necrosis 

tumoral alfa (TNFα), así como quimiocinas, las cuales reclutan a neutrófilos, monocitos, 

macrófagos, células T y células B al sitio de infección. Las células reclutadas forman el 

granuloma, estructura organizada compuesta de macrófagos, localizados centralmente y 

rodeados por linfocitos T y B. Este granuloma ayuda a contener y prevenir la diseminación 

de la infección y favorece el contacto entre la célula T y el macrófago (Geffner, 2008). El 

granuloma en sus primeras etapas expande la infección al permitir que las bacterias se 

propaguen a los macrófagos recién llegados. A medida que se desarrolla la inmunidad 

adaptativa, el granuloma puede restringir el crecimiento bacteriano. Sin embargo, en 

muchas circunstancias, los macrófagos infectados del granuloma pueden sufrir necrosis, 

formando un núcleo necrótico que soporta el crecimiento bacteriano y la transmisión al 

próximo huésped (Cambier, Falkow and Ramakrishnan, 2014).  

 

2.3. Incidencia de la tuberculosis 
 

La epidemia de tuberculosis es más grande de lo que se había estimado 

previamente, lo que refleja nuevos datos de vigilancia epidemiológica. Según la OMS en 

el año 2019, se registraron 10,0 millones de nuevos casos de tuberculosis en todo el 

mundo, de los cuales 5,6 millones (56%) correspondían a hombres, 3,2 millones (32%) a 

mujeres y 1,2 millones (12%) a niños. Las personas que viven con el VIH representaron 

el 8.2% de todos los nuevos casos de tuberculosis. La TB-FR continúa siendo una crisis 

de salud pública, en el 2018, hubo aproximadamente medio millón de casos nuevos 

(rango de 417,000-556,000) que desarrollaron TB resistente a rifampicina (RR-TB) de los 

cuales el 78% fue de MDR-TB. Por otra parte, se estima que en 2019 hubo 1,2 millones 

de defunciones por TB entre personas VIH negativas y un adicional de 208,000 muertes 

de personas VIH positivas (World Health Organization, 2020). 
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En el año 2019 se registró un total de 45,637 casos nuevos de TB-P en la república 

mexicana. El estado de Veracruz registró 4,451 casos nuevos, de los cuales 2,405 

correspondían a hombres y 2,046 a mujeres. Con estas cifras el estado de Veracruz se 

posicionó en el primer lugar con el mayor número de casos de TB (Secretaría de Salud, 

2019). Por otra parte, en ese mismo año se registraron 1846 defunciones a nivel nacional, 

de las cuales 184 muertes correspondieron al estado de Veracruz ubicándose en el 

segundo lugar respecto a defunciones por esta infección, después de Baja California con 

237 decesos (Salud., 2020). Hasta el mes de marzo de 2020 se había registrado un total 

de 11,159 casos nuevos de TB en México, de los cuales 1,593 casos corresponden al 

estado de Veracruz (810 hombres y 783 mujeres) (Dirección General de Epidemiologia. 

Secretaría de Salud, 2020). Por otra parte, en cuanto a tuberculosis fármaco resistente 

(TB-FR) hay registros de que del año 2010 al 2018 se han registrado 250 casos por año, 

de los cuales el 70% de la TB-FR se concentra en 8 estados: Nuevo León, Veracruz, Baja 

California, Guerrero, Tamaulipas, Puebla, Estado de México y Chiapas (Salud, 2019). 

 

2.4. Fármacos empleados para el tratamiento de la tuberculosis 

 

La vacuna Bacillus Calmette-Guerin (BCG) es la única vacuna contra la TB en uso 

clínico, previene la tuberculosis diseminada en niños pequeños, sin embargo, tiene una 

eficacia limitada para prevenir la enfermedad transmisible en adolescentes y adultos 

(Achkar and Prados-Rosales, 2018). 

Las micobacterias presentan una resistencia natural a numerosos antibacterianos, 

por el hecho de poseer una pared celular compleja, muy hidrófoba, con una permeabilidad 

reducida para un gran número de compuestos, aunado a que la penetración de los 

antibióticos en cavidades pulmonares, pus o material caseoso resulta muy difícil. Por otra 

parte, el pH del material caseoso y del interior de los macrófagos es muy bajo, lo que 

condiciona la actividad de los distintos fármacos (Abbate et al., 2007). Mycobacterium 

tuberculosis tiene un tiempo de replicación prolongado, además, tiene la capacidad de 

entrar en periodos de latencia con una limitada actividad metabólica, debido a ello, el 

tratamiento de la tuberculosis debe interferir en cada etapa de replicación del bacilo y 

debe realizarse con antimicrobianos específicos (con actividad antituberculosa) que 
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tienen la capacidad de atacar diferentes blancos en cada fase de replicación o de latencia 

del bacilo (Castillo, 2004). Los fármacos actualmente empleados para el tratamiento de 

la tuberculosis se dividen en dos grupos:  

 

 

1) Fármacos de primera línea: isoniacida, rifampicina, pirazinamida, etambutol y 

estreptomicina (Figura 3). 

 

2) Fármacos de segunda línea o subsidiarios, son utilizables en reacciones 

adversas y resistencias: kanamicina, amikacina, capreomicina, rifabutina, 

rifapentina, ácido para-aminosalicílico (PAS), etionamida-protionamida, 

cicloserina-terizidona, ciprofloxacina, ofloxacina, levofloxacina, moxifloxacina 

(Figura 4) (Abbate et al., 2007). 

La isoniazida se utiliza para atacar a los bacilos metabólicamente activos, es un 

profármaco bactericida intra y extracelular que actúa inhibiendo la síntesis de ácidos 

micólicos y otros ácidos grasos de cadena larga (Castillo, 2004); la rifampicina es un 

fármaco bactericida y actúa en los bacilos metabólicamente activos, en estado de latencia 

y con crecimiento intermitente inhibiendo la síntesis del ARNm y por lo tanto la 

transcripción de proteínas; la pirazinamida es bactericida y tiene acción frente a bacilos 

en estado de latencia en el interior de los macrófagos (Coll, 2003); la estreptomicina es 

un fármaco bactericida en medio alcalino y extracelular, inhibe la síntesis proteica 

bloqueando la traducción del ARNm (Coll, 2009). Por otra parte, el etambutol es un 

fármaco bacteriostático que actúa inhibiendo la síntesis de arabinogalactano y 

lipoarabinomamanano de la pared celular; otro medicamento bacteriostático es el ácido 

para-aminosalicílico, que inhibe la producción de ácido fólico (MathWorks, 2020). La 

etionamida es un fármaco bactericida débil y actúa inhibiendo la síntesis de ácidos 

micólicos (Camacho, Picó and Ferrer, 2010; Carneiro et al., 2019). 

 

 

 



Capítulo 2. Antecedentes 
 

8 | P á g i n a  
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Fármacos de primera línea empleados para el tratamiento de la tuberculosis. 
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El tratamiento actual contra la TB es de al menos 6 meses. Cuatro de los 

medicamentos orales de primera línea (rifampicina, isoniazida, pirazinamida, etambutol y 

estreptomicina) (Tabla 1) deben de ser tomados en conjunto durante los dos primeros 

meses de tratamiento, y dos de ellos (rifampicina e isoniazida) durante los cuatro meses 

posteriores de tratamiento en la fase de continuación. Estos regímenes de tratamiento se 

asocian con altas tasas de incumplimiento, aumento de la mortalidad y pueden crear 

Figura 4. Fármacos de segunda línea empleados para el tratamiento de la tuberculosis. 
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casos crónicos de TB-FR (Zumla et al., 2014). Los pacientes con TB pulmonar pueden 

tener bacilos tuberculosos activos e inactivos, siendo estos últimos difíciles de eliminar 

con los fármacos antituberculosos utilizados actualmente, favoreciendo el desarrollo de 

cepas resistentes e infecciones latentes. 

 
Tabla 1. Fármacos de primera línea para el tratamiento de la tuberculosis (Abbate et al., 2007). 

 

Fármaco Actividad Efectos adversos Penetración en el SNC 

 

Isoniazida 

 

Bactericida 

Hepatitis tóxica (<2%, aumenta 
con la edad y asociación con 
otros fármacos). 
Neuropatía periférica 
Excitación del SNC 
(convulsiones) 
Síndrome pseudo-lúpico. 
Reacciones de 
hipersensibilidad, acné 
 

Concentraciones iguales a las 
séricas. 

 

Rifampicina 

 

Bactericida 

Intolerancia gástrica 
Hipersensibilidad cutánea. 
Hepatitis tóxica. 
Reacciones inmunológicas 
Leves: síndrome pseudo gripal. 
Graves*:PTT, trombocitopenia, 
anemia hemolítica, insuficiencia 
renal aguda. Interacciones 
farmacológicas**. Coloración 
naranja de fluidos corporales, 
ropas y lentes de contacto. 
 

10-20% de los niveles séricos, 
mejora con la inflamación 
meníngea.  

 

Pirazinamida 

 

Bactericida 

Hepatitis tóxica (relacionada con 
la dosis). 
Trastornos gastrointestinales. 
Artritis gotosa, la hiperuricemia 
asintomática es normal.  
Rash por hipersensibilidad. 
Dermatitis fotosensible 
 

Concentraciones igual a las 
séricas.  

 
Etambutol 

 
Bacteriostático 

Neuritis óptica retrobulbar, 
relacionada con la dosis. 
Reacciones cutáneas de 
hipersensibilidad. 
Alopecia 
 

Penetración escasa aún con 
inflamación.  

 
Estreptomicina 

 
Bacteriostático 

Ototoxicidad 
Nefrotoxicidad 

Penetración escasa aún con 
inflamación. 

 
SNC: Sistema Nervioso Central, PTT: Tiempo parcial de tromboplastina 
*Su aparición implica la suspensión definitiva de la R.  
**La R es un potente inductor del citocromo P450 (isoenzima CYP3A4) por lo que presenta numerosas 
interacciones farmacológicas. 
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La población de bacterias de M. tuberculosis de un individuo infectado pueden tener 

una sensibilidad diferencial a los medicamentos, que puede surgir a través de tres 

mecanismos (Kester and Fortune, 2014). Las bacterias "persistentes" y "resistentes" 

surgen de dos de los tres mecanismos, y estos tipos de bacteria son los menos sensibles 

a los antibióticos (Natalie Verstraeten, Wouter Knapen, Maarten Fauvart, 2016). Las 

bacterias resistentes tienen rasgos hereditarios derivados de una o más mutaciones en 

genes cuyos productos son necesarios para una eficacia máxima de antibióticos. La 

adquisición de tales mutaciones puede conducir a la generación de cepas bacterianas 

estables y resistentes a los medicamentos (Russell, 2017). Un tercer tipo de sensibilidad 

reducida al medicamento puede ocurrir porque algunas bacterias en una población tienen 

la capacidad de sobrevivir una exposición transitoria a concentraciones de antibióticos 

que generalmente serían letales. Este fenómeno, conocido como tolerancia fenotípica, 

se promueve por la heterogeneidad de una población bacteriana. Además, esta forma de 

insensibilidad a los medicamentos es sin duda el mayor obstáculo para la quimioterapia 

efectiva. En contraste con la persistencia y la resistencia, la tolerancia fenotípica involucra 

una proporción sustancial de bacterias en una población dada que exhibe baja 

sensibilidad a la exposición al fármaco (Kester and Fortune, 2014). La resistencia a los 

antimicrobianos es el fenómeno por el cual un microorganismo deja de ser afectado por 

un antimicrobiano al que anteriormente era sensible. Es consecuencia de la capacidad 

de la bacteria de neutralizar el efecto de los antibióticos (Organization, 2019).  

Se habla de TB resistente al referirse a los casos causados por M. tuberculosis 

resistente a uno de los antituberculosos de primera línea. La TB-MDR es cuando los 

casos son causados por M. tuberculosis resistente a isoniazida y rifampicina, requiere al 

menos de 20 meses de tratamiento con medicamentos de segunda línea compuestos de 

capreomicina, kanamicina, amikacina y fluoroquinolonas; estos son más tóxicos, menos 

eficientes y con tasas de curación en el rango de 60-75% (Riccardi and Pasca, 2014; 

Organization, 2019). Por otra parte, la TB extremadamente resistente a los fármacos (TB-

XDR) es la resistencia de M. tuberculosis a la rifampicina, isoniazida más a cualquier 

fluoroquinolona y al menos a uno de los tres medicamentos inyectables de segunda línea: 

amikacina, kanamicina o capreomicina (Tabla 2) (Abbate et al., 2007; Organization, 

2019). En pacientes afectados por TB-XDR, las posibilidades de tratamiento exitoso son 

bastante bajas (Riccardi and Pasca, 2014) lo que apuntala la necesidad urgente de 
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descubrir nuevas alternativas terapeúticos a las actualmente existentes y que sean 

efectivas contra cepas de Mtb-MDR, mejorando algunos de los efectos secundarios y en 

donde los tiempos de tratamiento sean más cortos, por tales motivos los productos 

naturales pueden ser de gran relevancia en el proceso de descubrimiento y desarrollo de 

nuevos fármacos. 

Tabla 2. Fármacos subsidiarios para el tratamiento de la tuberculosis (Sharma et al., 2017). 

 

Fármaco Actividad Efectos adversos 
Penetración 
en el SNC 

Uso en insuficiencia 
renal/diálisis 

Kanamicia y  
amikacina 

Aminoglucósido 
bactericida 

Ototoxicidad 
Nefrotoxicidad 

Penetración 
escasa aún 

con 
inflamación. 

Ajustar dosis por clearance 
de creatinina. En 
dializados: dosis usual 
postdiálisis. 

Capreomicina 

Antibiótico 
polipetídico 
bactericida 

Ototoxicidad 
Nefrotoxicidad 

No penetra  
meninges 

Ajustar dosis por clearance 
de creatinina. En 
dializados: dosis usual 
postdiálisis. 
 

Etionamida 

Bactericida 
débil. 

Resistencia 
cruzada con 
tiacetazona 

 

Sabor metálico 
Gastrointestinales 
Hepatotoxicidad (2%) 
Neurotoxicidad 
Hipotiroidismo 

Concentracio-
nes igual a las 

séricas 

Dosis de 250-500 mg/d con 
clearence de creatinina < 
30 ml/ min o dializados. 

Cicloserina- 
Terizidona  
(L-
cicloserina) 

Bacteriostático Neurotoxicidad: depresión, 
sicosis, convulsiones. 

Concentracio-
nes igual a las 

séricas 

Contraindicada con 
clearence de creatinina<50 
ml/min. En dializados: 500 
mg posdiálisis. 
 

PAS (ácido p-
aminosalicíli-
co) 

Bacteriostático Intolerancia digestiva Rash 
Hipotiroidismo 
Hepatitis tóxica. 
 

Penetra 
meninges 

Dosis usual 

Rifabutina 
(resistencia 
cruzada en 
rifampicina) 

Bactericida. 
Puede asociarse 

con algunos 
inhibidores de 

proteasa. 

Neutropenia en HIV+ 
Intolerancia gastrointestinal 
Hepatotoxicidad, Rash  
Síndrome pseudogripal 
Coloración naranja de 
fluidos corporales, ropa y 
lentes de contacto. 
 

Penetra 
menínges 
inflamadas 

Dosis usual 

Rifapentina 
Antibiótico 
bactericida 

Similares a la RMP, potente 
inductor del citocromo P-
450 

No hay 
información. 

No hay información.  

Ciprofloxacin
a (la 
quinolona de 
menor 
actividad anti-
TBC) 

5-F quinolona, 
bactericida 

Tendinitis (aquiliana). 
Neurotoxicidad: excitación, 
delirio, convulsiones. 
Prolongación del QT.  
Trastornos 
gastrointestinales. 
Rash 
Escasa fotosensibilización. 
 

30 a 50% con 
inflamación 

Ajustar dosis por clearance 
de creatinina. No es 
eliminada por hemodiálisis. 

Ofloxacina 
5-F quinolona Tendinitis (anquiliana) 

Neurotoxicidad: excitación, 
delirio, convulsiones. 

30 a 50% Ajustar dosis por clearance 
de creatinina. No es 
eliminada por hemodiálisis. 
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Prolongación del QT. 
Trastornos 
gastrointestinales. Rash. 
Fotosensibilización. 
 

Levofloxacina 

5-F quinolona 
bactericida 

Tendinitis (aquiliana). 
Neurotoxicidad: excitación, 
delirio, convulsiones. 
Prolongación del QT.  
Trastornos 
gastrointestinales 
Rash 
Escasa fotosensibilización. 
 

16 a 20% Ajustar dosis por clearance 
de creatinina. No es 
eliminada por hemodiálisis. 

Moxifloxacina 

18-metoxi-4F 
quinolona. 
Bactericida, 
fluoroquinolona 
anti- TBC más 
potente 

Tendinitis (aquiliana) 
Neurotoxicidad: excitación, 
delirio, convulsiones. 
Prolongación del QT 
Trastornos 
gastrointestinales. Rash 

Penetración 
comparable a 

otras 
fluoroquinolon
as en modelos 

animales. 

Ajustar dosis por clearance 
de creatinina. No es 
eliminada por hemodiálisis. 

 

 

 

2.5. Mecanismos de resistencia de M. tuberculosis 

 

Existen varios factores que promueven la resistencia de M. tuberculosis a los 

fármacos, los cuales están implicados en la aparición de cepas MDR. Hay dos tipos de 

resistencias: la resistencia adquirida y la resistencia constitutiva. En M. tuberculosis la 

resistencia adquirida se debe principalmente por alteraciones en genes que codifican el 

blanco de los antibióticos (Nguyen and Thompson, 2006) 

 

La resistencia constitutiva o intrínseca, es aquella que no ha sido adquirida como 

resultado de una exposición previa a antibióticos. Entre este tipo de resistencia tenemos, 

que debido a la composición de la pared celular de las micobacterias esta tiene una 

permeabilidad restringida para un gran número de compuestos antibacterianos. Es decir, 

los antibióticos no polares pueden ingresar a la célula por difusión a través de la bicapa 

hidrofóbica, mientras que los antibióticos polares utilizan canales como las porinas para 

ingresar. Otro mecanismo de resistencia es la modificación y degradación enzimática de 

los antibióticos (Gómez-Tangarife et al., 2018).  Por otra parte, los mecanismos de salida 

contribuyen de manera importante a la resistencia intrínseca a los fármacos como las 

bombas de eflujo. Las bombas de eflujo son proteínas transportadoras localizadas en la 

membrana citoplasmática y actúan como transportadores activos, ya que requieren una 

fuente de energía. Su papel fisiológico es proteger a la célula contra moléculas tóxicas, 
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incluyendo antibióticos, al transportarlos una vez que ingresan a la célula bacteriana 

hacia el ambiente extracelular (Balganesh et al., 2012; Gómez-Tangarife et al., 2018). El 

aumento en la expresión de genes que codifican las proteínas que regulan el mecanismo 

de las bombas de eflujo es la primera etapa del proceso de farmacorresistencia, ya que 

ocasiona una disminución de los niveles de antibióticos intracelulares a través del 

mecanismo de salida, lo que permite a M. tuberculosis sobrevivir durante un largo tiempo 

hasta que se produce una mutación cromosómica contra ciertos antibióticos(Umar et al., 

2019). 

 

Aunque las bombas de eflujo se conocen principalmente por su papel en la salida 

de antimicrobianos, las bombas de eflujo están involucradas principalmente en procesos 

fisiológicos como la comunicación de célula a célula, la homeostasis del pH, virulencia 

bacteriana, desintoxicación de metabolitos intracelulares y tráfico de señales 

intracelulares (Machado et al., 2018). Las bombas de eflujo de M. tuberculosis pertenecen 

a diferentes grupos: transportadores primarios, a los cuales pertenece la familia de casete 

de unión a ATP (ABC) que utilizan como fuente de energía el ATP y los transportadores 

secundarios, que se caracterizan por utilizar el gradiente de protones o iones de sodio 

como fuente de energía, estos últimos se dividen en 4 familias: Superfamilia de Máximo 

Facilitador (MFS), Familia Multi-fármaco Resistencia Pequeña (SMR), Resistencia a 

División por Nodulación (RND ) y Familia de Expulsión de Compuestos Tóxicos y multi-

fármacos (MATE) (Balganesh et al., 2012; Gómez-Tangarife et al., 2018; Umar et al., 

2019). 

 

2.6. Nuevos compuestos con actividad antituberculosa 

 
En la actualidad, se encuentran 22 medicamentos para el tratamiento de la TB 

sensible y TB-MDR en ensayos de fase I, II o III.  Estos comprenden 13 nuevos 

compuestos, dos medicamentos que han recibido aprobación regulatoria acelerada, un 

medicamento que fue aprobado recientemente por la FDA de los Estados Unidos y seis 

medicamentos reutilizados. Varios regímenes de combinación con fármacos nuevos o 

reutilizados se encuentran en ensayos de fase II o III. Además, hay 14 vacunas 

candidatas en ensayos clínicos: tres en la Fase I, nueve en la Fase II y dos en la Fase III. 
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Incluyen candidatos para prevenir la infección y la enfermedad de TB, y candidatos para 

ayudar a mejorar los resultados del tratamiento de la enfermedad de TB (World Health 

Organization, 2020). 

Debido a la emergencia global de la TB son necesarios nuevos fármacos con 

mecanismos de acción diferentes, sin resistencias cruzadas con los demás fármacos 

antituberculosos, que tengan actividad frente a las cepas sensibles a fármacos y a las  

MDR y que tengan el potencial de reducir la duración y la frecuencia de dosificación del 

tratamiento (Coll, 2009). Es por esto, que se ha trabajado en el desarrollo y 

descubrimiento de nuevas moléculas con actividad contra M. tuberculosis, para el 

desarrollo de nuevos fármacos antituberculosos.   

Esencialmente, el descubrimiento de un nuevo compuesto químico con actividad 

antituberculosa implica la identificación de nuevas entidades químicas (NCE), que tengan 

las características requeridas para un medicamento. Estas entidades se pueden obtener 

mediante síntesis química o mediante el aislamiento de productos naturales (PN).  

Los PN son metabolitos secundarios de cualquier fuente natural, como plantas, 

animales, hongos, bacterias y organismos marinos que han desempeñado un papel 

importante en el proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevos fármacos (Patridge 

et al., 2016; Guo, 2017). Se estima que aproximadamente más de la mitad de los 

productos farmacéuticos en uso clínico en la actualidad se derivan de PN (Awan, Shaw 

and Ellis, 2016; Rao et al., 2019). Esto es acertado si pensamos que nuestros 

antepasados utilizaban las plantas para el tratamiento de diversas enfermedades, y 

dichos conocimientos han ido pasado de generación en generación, hasta cierto punto 

donde la industria farmacéutica ha sabido explotar este campo en el desarrollo de nuevos 

fármacos con distintos tipos de actividades biológicas. El número de NCE, derivado de 

PN y aprobado para la venta de 1981 a 2014 fue de 1,328; la mayoría de estos en las 

áreas anticancerígenas, antibacterianas y antivirales (Newman and Cragg, 2016). 
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2.7. Medicina tradicional mexicana 

 
La OMS define a la medicina tradicional como todo el conjunto de conocimientos, 

aptitudes y prácticas basados en teorías, creencias y experiencias indígenas de las 

diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, así 

como para la prevención, el diagnóstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades 

físicas o mentales (Organización Mundial de la Salud, 2020). 

En México, al igual que en otros países la medicina tradicional es una fuente 

importante para el tratamiento de enfermedades (Molina-Salinas et al., 2007). En la 

medicina tradicional, las especies vegetales utilizadas son preparadas y administradas 

de diferentes maneras de acuerdo con el padecimiento que sufre la persona. México es 

el segundo país que más plantas medicinales posee, con un aproximado de 4,500 

especies de plantas de uso medicinal, y solo el 11% de estas se ha evaluado y 

comprobado su eficacia química, farmacológica y biomédica (Domínguez-Barradas, 

Cruz-Morales and González-Gándara, 2015).  El estado de Veracruz es poseedor de 

alrededor de 1,205 especies vegetales medicinales (Cano, L., Vázquez, M. & Jácome, 

1997).  En Veracruz la parte de la planta comúnmente usada en los remedios herbolarios 

son las hojas, seguida de la planta completa con raíz, tallos, ramas, la planta entera sin 

raíz y frutos respectivamente. En cuanto a su forma de preparación destacan 

principalmente las plantas hervidas o en cocimiento, crudas, en cataplasmas, tés o 

infusiones o untadas (Gheno Heredia et al., 2011). 

Las plantas medicinales tienen diversos usos en la medicina moderna, entre los 

cuales destacan: 

• Son fuente de agentes terapéuticos directos 

• Se emplean como materias primas para la fabricación de compuestos 

semisintéticos más complejos. 

• Las estructuras químicas derivadas de las sustancias vegetales pueden 

servir de modelos para nuevos productos sintéticos. 

• Se pueden utilizar como marcadores taxonómicos en la búsqueda de nuevos 

compuestos (Akerele, 1993). 
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Las familias de plantas que exhiben propiedades antibacterianas incluyen la Asteriaceae 

con 57 especies (16.61%), Lamiaceae con 21 especies (6.12%) y Euphorbiaceae con 14 

especies (4.08%). Estas familias son las más diversas en el territorio mexicano. 

Asteriaceae es una familia importante en la farmacopea mexicana debido a la gran 

cantidad de especies disponibles en el país y una amplia gama de PN presentes en las 

especies vegetales. Se han encontrado una gran cantidad de metabolitos secundarios de 

diferentes clases químicas en esta familia, incluidos poliacetilenos, lactonas 

sesquiterpénicas, aceites esenciales, alcaloides y flavonoides (Sharma et al., 2017). 

 
 

2.8. Plantas seleccionadas para su estudio 
 

En un trabajo previo de maestría, se eligieron dos plantas nativas del estado de 

Veracruz que son utilizadas en la medicina tradicional del estado para tratar la 

tuberculosis o síntomas relacionados, como fiebre, tos, sangre en el esputo y otras 

enfermedades infecciosas. Se demostró la actividad antituberculosa de Bidens pilosa 

L. Xylosma flexousum (H. B. & K.) Hemsl, obteniéndose MICs de 190 µg/mL (Cornejo 

Báez and Sánchez Medina, 2016)) debido a esto, se decidió seguir trabajando con 

estos géneros de plantas para poder llegar al metabolito responsable de la actividad 

antituberculosa. Estas plantas son: Bidens alba (L.) DC y Xylosma flexousum (H. B. & 

K.) Hemsl. 

Estas dos plantas se eligieron con base a los siguientes criterios: 

 

 

✓ Plantas nativas del Estado de Veracruz. 

✓ Utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de la TB o síntomas 

relacionados a esta enfermedad. 

✓ Que tengan reportes previos de su actividad contra M. tuberculosis.  

✓ Que no exista información de los metabolitos responsables de dicha actividad. 

✓ Que su distribución este en zonas aledañas al municipio de Xalapa. 
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2.8.1. Bidens alba L. (DC) 
 

Bidens alba L. (DC) pertenece a la familia Asteraceae es una maleza anual 

ampliamente distribuida por las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Singh et 

al., 2017).  
 

 

  

(Heike, 1995; Vibrans, 2011) 
 

 
 

Figura 5. Parte aérea de B. alba (L.) DC 

 

2.8.1.1. Características botánicas  

Bidens alba (L.) DC (Figura 5) se conoce comúnmente en el estado de Veracruz 

como mozote, mozote blanco, aceitilla tropical. En cuanto a su sinonimia científica se 

conoce como Bidens pilosa var. radiata Sch. Bip. in Webb & Barthelet, Bidens leucantha 

(L.) Willd (Ballard, 1986). Bidens alba pertenece al complejo Bidens pilosa, que incluye 

tres especies: Bidens alba, Bidens odorata y Bidens pilosa. Sin embargo, se considera 

solo como una especie variable, con el nombre de Bidens pilosa. Pero, conocedores del 

grupo consideran que es mejor una separación taxonómica (Ballard, 1986). Se 

encontraron tres especies de Bidens (con variedades cada una), entre ellas esta Bidens 

odorata que se encuentra en regiones templadas más que tropicales, mientras con 

Bidens alba es al revés, Bidens pilosa es más asociada a la perturbación y asentamientos 

humanos que las demás. Además, tienen diferencias en el número de cromosomas que 

poseen, diploides (n = 12) Bidens odorata Cav.; tetraploides B. alba (L.) DC (n = 24); y 

hexaploide B. pilosa L. (n = 36) y la reproducción se lleva a cabo de diferente forma 

(Heike, 1995; Vibrans, 2011). Es una planta compuesta con flores liguladas blancas 

Reino Plantae - Plantas 

Subreino Tracheobionta- Plantas vasculares 

Superdivisiòn Spermatophyta- Plantas con semillas 

División Megaliophyta- Plantas con flores 

Clase Magnoliopsida-Dicotiledoneas 

Subclase Asteridae 

Familia Asteriaceae/Compositae 

Genero Bidens L. 

Especie Bidens alba (L.) DC. 
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alargadas, de 5 a 8 pétalos, a menudo con rayas, tintes rosas o moradas, flores tubulares 

amarillas, con dos tipos de brácteas, las exteriores verdes y angostas, hasta 4 mm de 

largo, y las interiores escariosas, las semillas alargadas y con dos aristas, éstas con setos 

retrorsos, tallo cuadrado, hojas divididas tres a cinco veces. Raíz: Pivotante y fuerte (Lu 

et al., 2014).  

 

2.8.1.2. Distribución en México 

Bidens alba es una maleza cosmopolita nativa de América Central y del Norte 

(Souza-Filho et al., 2019), tiene aproximadamente 340 especies (Vibrans, 2011). Se 

encuentra en Tamaulipas, San Luís Potosí, Querétaro, Hidalgo, Puebla, Veracruz, 

Oaxaca, Tabasco, Chiapas, Campeche, Quintana Roo y Yucatán, aunque probablemente 

también en otras regiones (Boffil Cárdenas et al., 2005). 

 

2.8.1.3. Usos medicinales 

En algunas partes del mundo, la planta se consume como alimento, mientras que 

en otros países B. alba se utiliza en medicinas tradicionales (Singh et al., 2017). Se usa 

como antiinflamatorio, diurético, hepatoprotector, en la angina, para la hepatitis, 

amigdalitis, laringitis, dolor de cabeza, de estómago, de muelas, como tratamiento de las 

intoxicaciones, los trastornos digestivos, diarrea, estomatitis, conjuntivitis, bronquitis, 

entre otros (Oliveira et al., 2004a; Gautam et al., 2007; Bartolome et al., 2013; Bilanda et 

al., 2017; Singh et al., 2017; van Nguyen Thien et al., 2017; Shandukani et al., 2018; Shen 

et al., 2018; Alam et al., 2019). 

 

2.8.1.4. Estudios fitoquímicos y de actividad biológica del género 

Bidens pilosa es la especie más estudiada, hay informes de su actividad 

antidiabética, antihipertensiva, antioxidante, antibacteriana, antiplasmódica, 

anticancerígena, antiinflamatoria, antimicobacteriana (Meléndes Camargo et al., 2004; 

Hernández-Sánchez et al., 2018). Por otro lado, B. odorata tiene informes sobre sus 

actividades hipolipidémicas, antimicobacterianas y diuréticas (Franco et al., 2019). Sin 

embargo, hay pocos informes sobre la bioactividad de Bidens alba.  
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En la medicina tradicional, B. alba se usa para tratar la hipertensión, la ictericia y la 

diabetes. Se ha demostrado que esta planta tiene actividades anticancerígenas, 

antiinflamatorias y analgésicas, además de presentar una baja toxicidad. Entre los 

componentes químicos más comunes se encuentran los poliacetilenos (34%), chalconas 

(12%), flavonoides (9%) y fenilpropanoides (9%) (Figura 6) (United States Department of 

Agriculture and Service., no date; UNAM, 2002).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 6. Ejemplos de los principales metabolitos secundarios presentes en el género Bidens. Fuente: 
(Silva et al., 2011). 
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2.8.2. Xylosma flexuosum (H. B. & K.) Hemsl     
 

Xylosma flexuosa (H. B. & K.) Hemsl pertenece a la familia Flacourtiaceae es un 

árbol o en ocasiones un arbusto distribuido en México, Guatemala, Honduras, El 

Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panamá, Venezuela y Curazao. En México es 

vulnerable a la extinción (Menezes-De-Oliveira et al., 2011). 

  

 (Cano, L., Vázquez, M. & Jácome, 1997) 

 
 

Figura 7. Corteza de X. flexuosum 

 
 
 
 

2.8.2.1. Características botánicas  

 

Xylosma flexuosum (Figura 7) es conocida en el estado de Veracruz como coronilla, 

escobilla, palo de brujo y tempisc. En cuanto a su sinonimia científica se conoce con los 

nombres de Flacourtiosa flexuosa Kunth, Hisingera flexuosa (Kunth) Clos, Hisingera 

nítida Seemann, Myroxylon flexuosum (Kunth) Kuntze, Xylosma anisophyllum Standley, 

Xylosma nitidum Hemsley, Xylosma paliurus (Clos) Briq. Su época de floración es de 

marzo a octubre (Cano, L., Vázquez, M. & Jácome, 1997). 

 

2.8.2.2. Distribución en México 

Se encuentra distribuida en los estados de Campeche, Colima, Chiapas, Guerrero, 

Hidalgo, Jalisco, México, Michoacán, Morelos, Nayarit, Sinaloa, Sonora, Puebla, San Luis 

Potosí, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatán. A una altitud de 700-2050 msnm 

(Cano et al.,1997). 

Reino Plantae - Plantas 

Subreino Tracheophyta- Plantas vasculares 

Superdivisión Spermatophyta- Plantas con semillas 

División Megaliophyta- Plantas con flores 

Clase Magnoliopsida-Dicotiledoneas 

Orden Malpighiales 

Familia Salicaceae/Flacourtiaceae 

Genero Xylosma 

Especie Xylosma flexuosum 
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2.8.2.3. Usos medicinales 

En la sierra de los Tuxtlas, se usa como antipirético, en la región sur de la cuenca 

sedimentaria de Tampico, Tamaulipas y Misantla, en Veracruz se usa para curar la TB, 

en la Sierra Norte de Puebla se utiliza para la tos y para los tlacotes (Truong et al., 2011a). 

 

2.8.2.4. Estudios fitoquímicos y de actividad biológica del género 

No existen reportes de la actividad contra M. tuberculosis de X. flexuosum, sin 

embargo, se evaluó la actividad de Xylosma longifolia contra M. tuberculosis; de esta 

planta se aisló el compuesto 8-hidroxi-6-metoxi-3-pentilisocumarina (Figura 8 A) el cual 

resultó ser el más activo contra M. tuberculosis H37Rv con un valor de MIC de 40.5 

µg/mL (Truong et al., 2011b). Así mismo, fue evaluada la actividad antioxidante y 

antidermatofitos demostrando su bioactividad (Devi, Singh and Singh, 2013) 

Se han aislado algunos metabolitos de X. flexuosum, tales como (rel)-2-([2,6-

dibenzoil]-β-glucopiranosiloxi)-5-hidroxibenzoil-1R,2R,6R-trihidroxi-3-oxociclohex-4-

enoato (xilosmin) y tres glucósidos: Salirespolida, poliotrisosida and 2′-

benzoylpoliotrisosida. También ha sido aislado el triperpeno 3β-lup-20(29)-en-3-ol 

(lupeol), que ha demostrado su actividad inmunomoduladora (Figura 8 B) (Menezes-De-

Oliveira et al., 2011; Wahdaningsih et al., 2020). 

 

 

 

 

 
 
 

 
Figura 8. Ejemplos de metabolitos secundarios presentes en el género Xylosma. 

A B 
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2.9. Análisis químico de plantas medicinales 

   

Durante muchos años la estrategia más usada para el aislamiento de productos 

naturales bioactivos ha sido el fraccionamiento guiado por bioensayo. Este método 

implica el fraccionamiento repetitivo a escala preparativa y la evaluación de la actividad 

biológica hasta el aislamiento e identificación de los constituyentes puros con la actividad 

biológica seleccionada (Kvalheim et al., 2011; Brusotti et al., 2014). Esta metodología 

clásica ha proporcionado un buen medio para el aislamiento dirigido de los componentes 

bioactivos de extractos de plantas complejos, sin embargo, la enorme cantidad de 

material biológico requerido para este procedimiento y el riesgo de perder la actividad 

biológica durante el proceso de aislamiento debido a la dilución o descomposición del 

metabolito en los procesos, limitan el atractivo de esta metodología, que demás se 

percibe como costosa, requiere mucho tiempo y mucha mano de obra (Alvarez-Zapata et 

al., 2015). 

Usando esta estrategia, se han aislado numerosos compuestos químicos bioactivos 

de plantas, hongos, bacterias y organismos marinos. Los compuestos que se han aislado 

usando esta estrategia incluyen: compuestos con actividad citotóxica, como el 5,7,4’-

trihidroxi-3´-metoxiflavona-4´-O-β-D-glucósido, 5,7,4´-trihidroxi-3´-metoxiflavona-4´-O-

(6˝-acetil)- β-D-glucósido y 5,7,4´-trihidroxi-3’-metoxiflavona del extracto etanólico de 

Coronopus didymus (IC50= 43.50, 0.63 y 3.67 µM, respectivamente) (Noreen et al., 2016) 

y un aceite esencial de Chenopodium ambrosioides que también muestra actividad 

citotóxica (Degenhardt et al., 2016). Dos iridoides con actividad antiproliferativa fueron 

obtenidos de la fracción de diclorometano de Euphrasia pectinata: eufrasina y campinol 

(IC50= 0.2 y 1.9 µM, respectivamente) (Marcotullio et al., 2015). 

También se han aislado compuestos con actividad antibacteriana tales como 

lupelol, ácido betúlinico, ácido ursólico y el ácido 2-α-hidroxiursólico aislados de extractos 

de Curtisia dentata (Shai et al., 2008); el lupeol-3β-O-cinamato, lupeol-3β-O-

dihidrocinamato y filacantona (MIC= 0.5, 0.25 mg.ml-1 1 y 5.0 mg.ml-1, respectivamente) 

aislado de extractos de Cnidoscolus quercifolius Pohl (de Oliveira-Júnior et al., 2018); de 

esta misma planta se han aislado compuestos con actividad antioxidante, como α, γ y δ-

tocoferoles y el fitosterol, β-sitostero (Santos et al., 2017). También se han aislado 
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compuestos con actividad antituberculosa, como el alcaloide decarina y N-isobutil-

(2E,4E)-2,4-tetradecadienamida que mostraron una MIC de 1,6 µg/mL., aislados de 

Zanthoxylum capense (Luo et al., 2013). Esta estrategia ha demostrado ser exitosa para 

guiar el aislamiento de compuestos bioactivos de extractos de plantas, sin embargo, se 

pueden mejorar las cualidades de esta metodología cuando se combina con quimiometría 

(Arumugam et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 9. Compuestos con actividad antituberculosa, aislados de la planta Zanthoxylum capense 
Thunb.(Rutaceae) con una MIC de 1.6 µg/mL. Fuente: (Luo et al., 2013).  

 

Algunas de las ventajas que nos ofrece el uso de la quimiometría es que se requiere 

una menor cantidad del material vegetal, menos disolventes, un menor tiempo de trabajo 

y por lo tanto es de menor costo, además de que se pueden detectar los metabolitos 

responsables de la actividad biológica y conocer la naturaleza de los metabolitos 

bioactivos en los extractos de plantas (Alvarez-zapata et al., 2015; Kubova et al., 2017; 

Walicová et al., 2017). 
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2.10. Quimiometría 
 

Durante muchos años, el análisis multivariado se ha utilizado en diversas áreas, 

como informática, ingeniería, farmacia, química entre otras, para la reducción de un 

conjunto de datos de interés. En farmacología, ha contribuido al desarrollo de nuevos 

fármacos, sus formas farmacéuticas y la fabricación de estos (dos Santos et al., 2018); 

otra área en la que se aplica el análisis multivariante es en química (Cornejo-Báez et al., 

2020), y recibe el nombre de “quimiometría” debido a que se realiza utilizando datos 

provenientes de sistemas químicos (Brereton, 2014). 

El término "quimiometría" fue introducido por Svante Wold en 1971, más tarde, en 

1974, junto con Bruce Kowalski, lanzaron Sociedad Internacional de Quimiometría 

(International Chemometrics Society) (Bansal et al., 2014), quien definió a la quimiometría 

como -la ciencia de relacionar las mediciones realizadas en un sistema o proceso químico 

con el estado del sistema mediante la aplicación de matemáticas y métodos estadísticos- 

(Brereton, 2014; C. Q. Li et al., 2019). Desde entonces, la quimiometría se ha desarrollado 

rápidamente y se ha aplicado ampliamente en las áreas de la química (Kumar et al., 

2014). Actualmente, hay disponibles varios softwares comerciales para análisis 

multivariados y quimiometría, como AM IX-TOOLS (Bruker BioSpin, GmbH, MA, EE. 

UU.), Matlab con la herramienta de estadísticas x (MathWorks, Natick, MA, EE. UU.), 

Minitab (Minitab, State College, PA, EE. UU., Pirouette (Info- metrix, Bothell, WA, EE. 

UU.), SIMCA-P (Umetrics, Umea˚, Suecia), SPSS (SPSS, Chicago, IL, EE. UU.) 

Unscrambler (software CAMO, Woodbridge, NJ, EE. UU.). Además, hay muchos 

programas gratuitos para análisis multivariados, como Chemostat, Metaboanalyst, R 

(cran), entre otros, aunque este último requiere una programación previa (Alvarez-Zapata 

et al., 2015; Cornejo-Báez et al., 2020). 

El análisis de datos multivariantes implica el análisis de datos que consisten en 

numerosas variables medidas a partir de una serie de muestras. El objetivo del análisis 

de datos multivariados es determinar todas las variaciones en el estudio de la matriz de 

datos. Por lo tanto, las herramientas quimiométricas tratan de encontrar las relaciones 

entre las muestras y las variables en un conjunto de datos dado y convertirlas en nuevas 

variables latentes. El análisis de datos multivariados se clasifica principalmente en 
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métodos de regresión multivariante y de calibración multivariable basados en la 

complejidad de los datos (Kumar et al., 2014).  El reconocimiento de patrones por medio 

del análisis estadístico multivariado se puede dividir en dos categorías: supervisado y no 

supervisado. El reconocimiento de un patrón no supervisado se utiliza para la 

visualización de datos mediante la observación de la relación entre las muestras y las 

variables con ninguna clase predeterminada. Se utiliza generalmente como un paso 

principal a fin de controlar un grupo de muestras (Yudthavorasit et al., 2014).  

 La quimiometría ha resuelto muchos problemas analíticos en la ciencia 

farmacéutica, por ejemplo, en cuanto a la autenticidad de las hierbas medicinales, el 

análisis de centros quirales de medicamentos, la identificación de medicamentos 

falsificados etcétera (Monakhova et al., 2017).  Los métodos quimiométricos que se 

usaron en este estudio fueron el Análisis de Componentes Principales (PCA) y las 

Proyecciones Ortogonales a las Estructuras Latentes (O-PLS), ya que estas técnicas han 

proporcionado excelentes resultados en la detección y caracterización de metabolitos 

bioactivos (Charles and Alamsjah, 2019; Xia et al., 2019), sin embargo, antes de llevar a 

cabo el análisis quimiométrico se debe de realizar un pretratamiento de datos con el fin 

de eliminar el ruido de este análisis. 

 

2.10.1. Pre-tratamiento de los datos: Teoría 
 

Es preciso realizar la corrección de la línea base y la alineación de los picos de los 

cromatogramas con el fin de evitar las interferencias en el análisis quimiométrico. Para 

esto se usa el programa MATLAB, el cual utiliza dos algoritmos. 

El algoritmo adaptive iteratively reweighted Penalized Least Squares (airPLS) que 

no requiere ninguna intervención del usuario e información previa; el método funciona 

cambiando de forma iterativa los pesos de los errores de suma de cuadrados (SSE) entre 

la línea base ajustada y las señales originales, y los pesos de los SSE se obtienen de 

forma adaptativa utilizando la diferencia entre la línea base ajustada previamente y las 

señales originales. El estimador de referencia es rápido y flexible. El algoritmo se 

implementa en lenguaje R y MATLAB ™, que está disponible como software de código 
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abierto (http://code.google.com/p/airpls) (Zhang, Chen and Liang, 2010; Engel et al., 

2013). Por otro lado, el algoritmo Correlation Optimized Warping (COW) es un método 

clásico de deformación en alineación. Alinea dos cromatogramas por estiramiento lineal 

y compresión en la unidad de segmento. El procedimiento de alineación de COW consiste 

principalmente en tres pasos clave: primero cortar el cromatograma en segmentos, y 

luego estirar y desplazar linealmente los puntos a lo largo del eje de tiempo, y finalmente 

calcular el coeficiente de correlación entre el cromatograma de referencia y el 

cromatograma de prueba después de la alineación (Engel et al., 2013; Alvarez-Zapata et 

al., 2015). COW está disponible como algoritmo de uso libre en  

<http://www.models.life.ku.dk/DTW_COW?fbclid=IwAR2gyLzwpoP6RdQJ_oboS6FkH6K

zeD6HezS3fG5l3wgAmCIcN5_UAyTVexo> 

Para el pretratamiento de los datos de 1H-NMR se usa el software MestRenova, en 

el cual, se busca normalizar las señales alineando la línea base, apodizando se debe 

poner una señal conocida como referencia (es decir, TMS) y el desplazamiento de 

frecuencia es ajustado a 0.0 ppm (McKenzie et al., 2011). Finalmente, otro paso 

importante de pretratamiento de datos es la transformación de datos, donde la 

variabilidad de la información deseada se maximiza mientras que la información no 

deseada se minimiza. Los perfiles de cromatograma se pueden organizar en una matriz 

de datos X= n × p, donde los n son los objetos (muestras) constituyen las filas y las p son 

las variables (puntos de tiempo de medición), las columnas. El centrado de columna (para 

eliminar la media de columna de cada elemento de columna correspondiente), la escala 

de Pareto (para igualar la contribución de diferentes variables asignando diferentes pesos 

a cada variable y la normalización de rango (calculando la diferencia entre cada elemento 

de una fila y el elemento mínimo de la misma fila y dividiendo el resultado con el obtenido 

de la diferencia entre los elementos máximo y mínimo de esa misma fila) se usan 

comúnmente para transformar datos (Nagar et al., 2015). 

 

 

 

http://www.models.life.ku.dk/DTW_COW?fbclid=IwAR2gyLzwpoP6RdQJ_oboS6FkH6KzeD6HezS3fG5l3wgAmCIcN5_UAyTVexo
http://www.models.life.ku.dk/DTW_COW?fbclid=IwAR2gyLzwpoP6RdQJ_oboS6FkH6KzeD6HezS3fG5l3wgAmCIcN5_UAyTVexo
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2.10.2. Análisis de Componentes Principales (PCA) 

 

El análisis de componentes principales (PCA) es una técnica estadística de análisis 

multivariado no supervisado que permite que la información contenida en un conjunto de 

p variables “loadings” de interés se seccione en nuevas variables independientes. Cada 

una explica una parte específica de la información y a través de una combinación lineal 

a partir de las variables originales es posible resumir la información en unos pocos 

componentes que reducen la dimensión del problema (Arumugam et al., 2012).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

l PCA es un algoritmo matemático que reduce los datos multidimensionales a un sistema 

de coordenadas que permite una interpretación gráfica de estos (Kasote et al., 2014). La 

distribución espacial de las muestras se puede observar en una parcela de puntuación 

(score plot) donde muestras similares se agrupan juntas y muestras diferentes caen más 

separadas (Esbensen and Geladi, 2009) .  

Los datos para el PCA deben ser recogidos en una matriz de dos vías o matriz, 

llamada X, en la que los vectores de columna representan "variables" (por ejemplo, 

atributos, longitudes de onda, tiempo de retención, parámetros físicos/químicos, valores 

de toxicidad, y respuestas biológicas), y la fila de los vectores representan "objetos" para 

el que se miden estas variables (Tistaert et al., 2009). De esta forma el PCA reduce el 

número de variables y permite la visualización de la información incluida en la matriz 

(Ecuación 1). 
 

X = n x p 

 

 

Por combinaciones lineales de las variables originales, PCA produce las llamadas 

variables latentes o componentes principales (PC), de tal manera que describen la mayor 

variación posible en X. Los gráficos de score plot (Figura 9) dan información respecto a 

la (des) similitud de los objetos, por ejemplo, sobre su tendencia de agrupamiento, 

mientras que los loading plots proporcionan información sobre la contribución de las 

variables originales (Tistaert, Dejaegher and Heyden, 2011). 

 

 

(1) 
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Figura 10.Score plot de PCA, claramente se puede ver la agrupación de las muestras Fuente:(Cornejo 
Báez and Sánchez Medina, 2016) 

 
 
 
 

2.10.3. Mínimos Cuadrados Parciales (PLS) y Proyecciones 

Ortogonales a las Estructuras Latentes (O-PLS). 

 

Las proyecciones parciales de mínimos cuadrados a estructuras latentes (PLS), son 

una técnica ampliamente utilizada con gran poder de predicción, pero la interpretación de 

los coeficientes de regresión del modelo puede ser complicada para las muestras 

biológicas complejas debido a la modelización de pequeñas variaciones ortogonales en 

la matriz de datos X (Galindo-Prieto, Eriksson and Trygg, 2015). PLS es una técnica de 

regresión para modelar la relación entre dos bloques de datos (X y Y) que maximizan la 

covarianza cuadrada X-Y. PLS es muy útil para el modelo de interpretación, pero también 

para predecir Y de X (Souihi et al., 2015; Ortiz-Herrero et al., 2019).   

Las proyecciones ortogonales a estructuras latentes (O-PLS) son una extensión de 

PLS, el objetivo es dividir la variación sistemática en el bloque X en dos partes, una que 

modela la correlación entre X e Y (predictivo) y otra que muestra la variación sistemática 
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de X no relacionada (ortogonal) a Y (Tistaert, Dejaegher and Heyden, 2011). En O-PLS, 

estas variaciones ortogonales se eliminan de la matriz de datos antes de la construcción 

de un modelo PLS de un componente (Tistaert et al., 2011). Esto mejora la 

interpretabilidad del modelo al tiempo que preserva su poder. Ambos métodos incluyen 

la construcción de un modelo de regresión que maximiza la covarianza entre las cargas 

del descriptor y la respuesta. Las cargas del descriptor en esos componentes especifican 

el origen de esta no correlación, también llamada variación ortogonal. La variación 

correlacionada con la respuesta puede ser interpretada por las cargas en el componente 

predictivo del modelo O-PLS (Trygg and Wold, 2002; Souihi et al., 2013; Silva et al., 

2017). 

 

 La calidad de un modelo O-PLS se describe mediante el valor R2Y, es decir, la 

correlación entre los valores observados y pronosticados para la respuesta estudiada, y 

el valor Q2, es decir, la correlación entre lo observado y la validación cruzada de la 

respuesta predicha. Cuanto mayor sea el valor de R2Y y Q2, mejor será la respuesta que 

se puede describir y predecir en función de las cargas del descriptor, respectivamente 

(Galindo-Prieto, Eriksson and Trygg, 2015). Además, O-PLS proporciona una 

interpretación de modelo superior al separar la variación sistemática contenida en la 

matriz de datos X en dos partes, una parte predictiva que se correlaciona con Y y una 

parte ortogonal que no se correlaciona con Y (Cardoso-Taketa et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Gráfico de O-PLS, obtenido de los perfiles cromatográficos de extractos de plantas; los picos 
hacia abajo representan los metabolitos bioactivos. Fuente: (Cornejo Báez and Sánchez Medina, 2016) 
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2.11. Quimiometría aplicada al estudio de PNs 
 
 

La OMS aceptó el análisis de huellas dactilares (fingerprints) como una metodología 

para la evaluación de productos naturales. Un fingerprint puede definirse como un perfil 

característico que refleja la composición química compleja de cualquier muestra 

analizada, y puede obtenerse mediante técnicas espectroscópicas, cromatográficas o 

electroforéticas (Cardoso-Taketa et al., 2008; WHO, 2018b). 

Se han propuesto varias técnicas para el análisis químico de las plantas medicinales 

y cualquier PN, entre estas incluyen la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

combinada con espectrometría de masas (MS) y/o espectrofotometría de detección UV-

Vis, cromatografía de gases (GC), espectroscopía de resonancia magnética nuclear 

(RMN), espectrofotometría, espectroscopía de infrarrojo cercano (NIRS), cromatografía 

líquida de ultra alto rendimiento (UHPLC), movilidad iónica (MS), electroforesis capilar 

(CE), ensayos colorimétricos. La técnica analítica de HPLC es la más popular para el 

análisis de productos a base de hierbas y extractos de fuentes naturales. Es una 

herramienta fácil de usar, técnica totalmente automatizada con alta resolución, 

selectividad y sensibilidad. Una de las principales ventajas de HPLC es la posibilidad de 

acoplar la técnica a diferentes detectores, uno de los detectores más utilizados en HPLC 

es el detector ultravioleta (UV) y la detección de matriz de diodos (DAD) para compuestos 

absorbentes de UV (Gad et al., 2013). Cabe mencionar que algunos compuestos 

alifáticos no absorben luz UV, debido a la ausencia de cromóforos tales como anillos 

aromáticos, dobles enlaces, y otros sistemas conjugados (Georgiev et al., 2011). Por otra 

parte, la aplicación de RMN para el análisis de plantas ha sido ya demostrada como un 

método adecuado y suficiente para llevar a cabo este tipo de análisis, ya que permite la 

detección simultánea de diversos grupos de metabolitos secundarios y de abundantes 

metabolitos primarios (Alaerts et al., 2010; Kim, Choi and Verpoorte, 2010; Mendiola et 

al., 2010). Además, la espectroscopia de 1H RMN posee una gran ventaja sobre las otras 

técnicas, la intensidad de la señal es dependiente sólo de la concentración molar en la 

solución, lo que permite la directa comparación de las concentraciones de todos los 

compuestos presentes en la muestra sin curvas de calibración para cada compuesto 

individual (Brusotti, G., Cesari, I. Dentamaro, A., Caccialanza, G., & Massolini, 2014). 
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El perfil metabólico de una planta nos proporciona una herramienta importante para 

la identificación de compuestos químicos y blancos de compuestos bioactivos que se 

encuentran presentes en plantas medicinales. A través de un análisis general de 

extractos crudos, es posible discriminar especímenes de plantas activas y no activas de 

las mismas especies que se encuentran en diferentes lugares o que exhiben diversas 

variables. El análisis cromatográfico de fingerprints permitiría una evaluación más amplia 

de las muestras, especialmente cuando todos los picos no son cuantificables, y resaltaría 

pequeñas diferencias entre muestras que no pueden determinarse mediante la 

cuantificación de compuestos individuales, tales fingerprints combinados con el 

pretratamiento de los datos (es decir, la alineación de los picos, la eliminación del ruido 

de fondo y la normalización), permiten un enfoque alternativo para comparar el perfil 

cromatográfico completo, utilizando técnicas quimiométricas (Alaerts et al., 2010; 

Cornejo-Báez et al., 2020). 

Las técnicas quimiométricas también se han aplicado en la estandarización y el 

control de calidad de las plantas medicinales de uso comercial (Mendiola et al., 2010; 

Różańska, Dymerski and Namieśnik, 2018; Sereshti et al., 2018). Existen diversos 

métodos analíticos y quimiométricos para la estandarización de la calidad e identificación 

de los adulterantes en los suplementos a base de hierbas y alimentos (Moon et al., 2018; 

Deconinck et al., 2019; Wang et al., 2019), para la evaluación de la autenticidad de los 

materiales vegetales en remedios herbales y otros extractos (Lucio-Gutiérrez et al., 2019) 

y para la detección de plantas reguladas en los suplementos a base de hierbas 

(Deconinck et al., 2019; Mukherjee, 2019); dado que los extractos de hierbas son 

complejos y a menudo incluyen cientos o miles de compuestos, la quimiometría 

proporciona un medio para comprender su composición química, que es esencial para 

las evaluaciones de riesgos de seguridad. La quimiometría ha demostrado ser útil para 

la producción y estandarización de los extractos de plantas cuando es requerida una 

cierta concentración de algún metabolito de interés (Sharma et al., 2012; Schulze et al., 

2014; Hidalgo et al., 2018; H. Li et al., 2019; L. Hu et al., 2019) y para determinar el 

contenido de algún metabolito en específico (Sharma et al., 2012; Fadil et al., 2017). 

Además, la quimiometría se usa ampliamente en la clasificación taxonómica de plantas, 

de sus diferentes variedades y en la clasificación según su origen geográfico 

(Maisuthisakul, Pasuk and Ritthiruangdej, 2008; Qi et al., 2011; Watkins et al., 2012; 
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Bapela, Meyer and Heyman, 2015; Miao et al., 2016; Huo et al., 2017; Li et al., 2017; 

Mandrone et al., 2018; Sridhar and Charles, 2018; Banerjee et al., 2019; Figueiredo et al., 

2019); para la evaluación de la variabilidad química entre diferentes poblaciones de 

plantas una misma especie o género (Watkins et al., 2012); para evaluar y clasificar los 

metabolitos presentes en las plantas de acuerdo con la actividad biológica que presenten 

(Nguyen Hoai et al., 2009). 

 

2.12. Quimiometría para la caracterización de PNs bioactivos a partir de fuentes 

naturales 

Las técnicas quimiométricas se pueden usar como una estrategia complementaria 

para la caracterización de los metabolitos secundarios presentes en fuentes naturales, 

(Tistaert et al., 2009, 2012). Los metabolitos secundarios son un subconjunto del 

metaboloma de las plantas, son ese grupo de moléculas pequeñas separadas de los 

metabolitos primarios que son requeridos para la vida en todos los organismos (Li et al., 

2020). La metabolómica tiene como base la quimiometría y recientemente se ha discutido 

la aplicación de la metabolómica al descubrimiento de fármacos y la comprensión de los 

mecanismos de acción de las plantas medicinales con actividades biológicas, ya que el 

perfil metabólico proporciona el potencial para determinar el mecanismo de acción de 

extractos o aislados de plantas medicinales, así como para determinar los compuestos 

activos de diferentes plantas con la misma actividad biológica (Tuyiringire et al., 2020)  

En 2009, Nguyen y colaboradores analizaron los fingerprints de varias especies de 

Mallotus por medio de HPLC y evaluaron su capacidad antioxidante utilizando la actividad 

del depurador del radical 1,1-difenil-2picrylhidrazilo (DPPH). Utilizando técnicas 

quimiométricas, como PCA y PLS, la actividad antioxidante observada se correlacionó 

con los picos observados en los fingerprints de HPLC, revelando los picos responsables 

de la actividad antioxidante (Nguyen Hoai et al., 2009).  Luego, Tistaert y sus 

colaboradores aplicaron y evaluaron varias técnicas de calibración multivariadas a los 

fingerprints de Mallotus para buscar la mejor técnica que índicara los picos responsables 

de la actividad antioxidante. Analizando un conjunto de datos que contenían los 

fingerprints de HPLC de 39 muestras de Mallotus y se evaluó su actividad antioxidante. 

Los autores concluyeron que el O-PLS es la técnica de mejor rendimiento para indicar 
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los compuestos antioxidantes en los extractos de Mallotus debido a su simplicidad y 

reproducibilidad (Tistaert et al., 2009, 2012). Por otra parte, Gao y colaboradores, 

evaluaron la actividad antiproliferativa de extractos de raíces de Scutellaria baicalensis 

en la línea celular de pulmón humano SK-MES-1. A partir de los perfiles químicos de 

HPLC y 1H-NMR de los extractos de S. baicalensis combinados técnicas quimiométricas 

como el PCA y PLS, los autores mencionan que identificaron 3 compuestos: la baicalina, 

la baicaleína y wogonina como los compuestos responsables de la actividad de inhibición 

del crecimiento celular de los extractos (Gao et al., 2010).  

Algo importante que se debe de tener en cuenta es el concepto de “metabolómica”, 

que es usada para identificar y cuantificar metabolitos de bajo peso molecular y para 

producir perfiles de metabolitos que reflejen el estado de un sistema biológico de interés 

(Wolfender et al., 2019). La metabolómica mide los cambios en las concentraciones 

relativas de los metabolitos como resultado de factores internos o externos y, por lo tanto, 

puede identificar las interacciones que ocurren entre sistemas biológicos, fármacos y 

enfermedades (Dewi et al., 2013). Sin embargo, la metabolómica se basa en técnicas 

quimiométricas, porque las utiliza para comprender la variabilidad en los sistemas 

biológicos. En general, el papel de las herramientas ‘omicas ahora se reconoce 

plenamente como una estrategia poderosa para la priorización de los PNs con actividad 

biológica (Bapela et al., 2019). 

Un ejemplo de esta metodología fue desarrollado por (Sharma et al., 2012) quien 

comparó los perfiles metabólicos de 1H-NMR de diferentes extractos de Galphimia 

glauca. Después de un análisis quimiométrico utilizando PLS-DA y los datos de la 

evaluación de las actividades ansiolíticas, sedantes y antiinflamatorias de los extractos, 

pudieron correlacionar las galfiminas con la actividad sedante de la planta. Los resultados 

respaldaron la eficacia de 1H-RMN y la quimiometría para la determinación de PN 

bioactivos. Por otro lado, (Dewi et al., 2013) estudiaron la correlación de las señales 

obtenidas por RMN de los metabolitos presentes en extractos de Boesenbergia rotunda 

con el objetivo de identificar los compuestos que se correlacionaban con la actividad de 

unión al receptor de adenosina A1. El análisis de O-PLS predijo que dos compuestos 

previamente reportados en esta planta, la pinocembrina y la hidroxipanduratina fueron 

los responsables de la unión al receptor A1. Con estos resultados, los autores 
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manifestaron que la identificación de compuestos bioactivos de extractos de plantas 

usando 1H-RMN y HPLC apoyados en las técnicas quimiométricas es más eficiente que 

el uso del fraccionamiento guiado por bioensayo. Otro ejemplo, es el de Bapela y sus 

colaboradores que evaluaron la actividad antiplasmodial de extractos de 20 especies de 

plantas, seguido de un análisis por PCA de los espectros de 1H-RMN el cual no mostró 

un patrón de agrupación de las muestras de acuerdo con su actividad biológica, sin 

embargo, la aplicación del O-PLS a los perfiles de 1H-RMN dio como resultado un patrón 

de discriminación que se correlacionó con la actividad biológica. De estos resultados, dos 

alcaloides indólicos con actividad antiplasmodial fueron identificados de 

Tabernaemontana elegan, además, se aislaron friedelina y morindolida de Vangueria 

infausta subsp. Infausta (Bapela et al., 2019). 

 

Otra aplicación interesante de la quimiometría, pero escasamente utilizada, es para 

caracterizar los PNs. Un ejemplo de ello es el realizado por (Alvarez-Zapata et al., 2015); 

que evaluaron la actividad leishmanicida de los extractos y fracciones de Colubrina 

greggii, y se obtuvieron los fingerprints mediante HPLC-UV. Los datos se analizaron 

usando PCA y O-PLS y los resultados mostraron los tiempos retención (tR) de los 

compuestos químicos responsables de la actividad leishmanicida. Estos datos se usaron 

para guiar la purificación final por HPLC semipreparativa de dos componentes (tR= 48.7 

y 49.5 min, respectivamente). La evaluación adicional in vitro de estos confirmó que eran 

los compuestos responsables de la actividad biológica, además, estos picos eran los 

componentes minoritarios de la planta. Por lo tanto, los autores concluyeron que la 

quimiometría es una herramienta valiosa para mejorar y guiar el aislamiento de PN 

bioactivos, incluso cuando son compuestos minoritarios (Bansal et al., 2014; Brereton et 

al., 2017; Li, Y., Shen, Y. Yao, C. & Guo, 2020). 

 

Es importante mencionar que, en un estudio realizado previamente, se evaluó la 

actividad antituberculosa de los extractos de dos plantas nativas del estado de Veracruz: 

B. pilosa L. y X. flexuosum (H. B. & K.) Hemsl, los extractos hexánicos mostraron la mejor 

actividad con una MIC de 190 y 250 µg/mL respectivamente, además, se determinó por 

medio de un análisis quimiométrico de los perfiles de HPLC a los picos responsables de 

la actividad antituberculosa (Cornejo Báez and Sánchez Medina, 2016). 
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Por los argumentos anteriores, se propone el uso de la quimiometría como una 

herramienta complementaria para la caracterización de PNs bioactivos. En una 

publicación reciente producto de este trabajo de investigación se propuso el siguiente 

diseño experimental para llevar a cabo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Diseño experimental para guiar la caracterización de PNs bioactivos por medio de quimiometría. 
Fuente: (Cornejo-Báez et al., 2020).
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3. JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 
 

 

Cada año se registran más de 10.0 millones de nuevos casos de tuberculosis y 

1.4 millones de muertes a nivel mundial, por lo que esta enfermedad se ubica como la 

primera causa de muerte en el mundo respecto a enfermedades infecciosas. El 

tratamiento actualmente disponible requiere de mínimo 6 meses, causando múltiples 

efectos secundarios tales como náuseas, vómito, ototoxicidad, neurotoxicidad, 

hepatotoxicidad etc., esto conlleva a que los pacientes abandonen el tratamiento antes 

de finalizarlo, lo que propicia la aparición de cepas de Mtb-MDR, que requieren de un 

tratamiento más largo y tóxico. Por estos motivos, se necesitan más fármacos con 

actividad antimicobacteriana y los PN representan una excelente fuente para la 

búsqueda y desarrollo de nuevas moléculas con actividades biológicas. Se estima que 

más de la mitad de los fármacos que actualmente se encuentran en el mercado 

provienen de un PN o tienen como estructura base un PN. Para la identificación y 

caracterización de PN con actividad biológica se propone el uso de la quimiometría. 

Esta técnica cuenta con varias ventajas, entre las que destacan el uso de una pequeña 

cantidad de material vegetal, menos cantidad de disolventes, menor complejidad y 

requiere de un menor tiempo de trabajo, lo cual aminora los costos. Además, se 

obtienen los perfiles químicos de las plantas, lo que es muy importante, ya que 

actualmente varias especies se encuentran en peligro de extinción, como es el caso 

de X. flexuosum.  

 

Por estos motivos, en el presente trabajo de tesis se realizó una serie de 

extracciones de cada parte de Bidens alba y Xylosma flexuosum, se determinó su 

actividad antituberculosa por medio del ensayo MABA y realizar el análisis 

quimiométrico, con estos datos, a la planta más activa se le realizó un fraccionamiento 

y se obtuvo nuevamente el espectro de 1H-RMN, con el cual se pudo realizar la 

caracterización de los protones presentes en los metabolitos responsables de la 

actividad antituberculosa.
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4. HIPÓTESIS 
 

 

 

 

 

 

 

El análisis quimiométrico nos permite caracterizar los metabolitos con actividad 

antituberculosa presentes en Bidens alba (L.) DC ó Xylosma flexuosum H.B & K. 

Hemsl.   
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5. OBJETIVOS 
 
 
 

5.1. Objetivo general 

 
Caracterizar por medio de técnicas quimiométricas a los metabolitos 

responsables de la actividad antituberculosa de plantas nativas del estado de 

Veracruz. 

 

 

5.2. Objetivos particulares 

 

• Obtener los perfiles cromatográficos por HPLC-UV de cada extracto y fracción 

de B. alba y X. flexuosum. 

 

• Determinar la MIC contra M. tuberculosis H37Rv mediante el ensayo de MABA. 

 

• Realizar el análisis quimiométrico de los perfiles de HPLC de los extractos y 

fracciones de ambas plantas.  

 

• Efectuar el análisis quimiométrico de 1H-RMN de los extractos y fracciones de 

la planta más activa. 

 

• Llevar a cabo la caracterización por medio de 1H-RMN de las fracciones más 

activa. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 
6.1. Colecta del material vegetal y obtención de los extractos 

 
 

La colecta del material vegetal se realizó en el mes de octubre de 2016. X. 

flexuosum se colectó en el municipio de Xalapa en el santuario el bosque de la niebla 

ubicado en la carretera antigua a Coatepec con coordenadas 19° 30' 44.8" N y 96° 56' 

15.5" W a 1337 msnm. B. alba se colectó en la congregación de Otilpan el municipio 

Tlalnehuayocan con coordenadas 19° 33’ 29.4’’ N y 96°58’ 30.0’’ W a 1560 msnm. La 

identificación taxonómica la realizó el Dr. Edison Francisco Nicolalde Morejon en el 

Instituto de Investigaciones Biológicas de la Universidad Veracruzana, para lo cual se 

dejó un ejemplar de herbario en el Centro de Investigaciones Biológicas de la UV 

registrado con el número de boucher 20567UV. 

 

6.2. Acondicionamiento del material vegetal 
 

Una vez colectado el material vegetal se dejó secar a temperatura ambiente, en 

la sombra y con una adecuada ventilación para impedir la aparición de hongos. Una 

vez secas se etiquetaron y se colocaron en bolsas con cierre hermético. 

 

6.3. Obtención de los extractos y fracciones 

 

Las extracciones de las plantas se llevaron a cabo de la siguiente manera: de B. 

alba se realizó una extracción de las flores, tallos, hojas y de la raíz. De X. flexuosum 

se realizó una extracción de las hojas, ramas y parte aérea.   

 

6.3.1. Obtención de los extractos crudos metanólicos y hexánicos de        

B. alba y X. flexuosum 

 

Se molió finamente el material vegetal seco en una licuadora industrial. Se 

pesaron 25 g de material vegetal de cada parte de las plantas y se le adicionaron 250 

mL de MeOH al 100%, también se pesaron 25 g del material vegetal de cada parte de 
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25 g de material seco y molido de 
cada parte de la planta 

Residuo de 
material vegetal 

Extracto 
MeOH 

250 mL de Hexano x2 
 

Filtración 

Sonicar 40 min. 

la planta y se le adiciono 250 mL de hexano; se extrajeron por sonicación (Ultrasonido 

Cole- Parmer 8891) durante 40 min, dos veces. Una vez obtenido los extractos, se 

evaporó el disolvente en un rotavapor (Buchi B-480) y se secó por liofilización. Este 

procedimiento fue realizado de la misma manera para ambas plantas (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Técnica de para la obtención de los extractos metanólicos y hexánicos crudos de B. alba y 
X. flexuosum. 

 
 
 
 

6.3.2. Partición del extracto metanólico con disolventes de polaridad 

ascendente de B. alba y X. flexuosum 

 

Para realizar la partición, se pesó 1 g del extracto MeOH crudo de cada planta y 

se resuspendió en 250 mL de una solución de MeOH/H2O a una concentración 1:9 

usando sonicación. Una vez homogenizado, se le adicionó 400 mL de Hex y se colocó 

en agitación magnética a 650 r.p.m. (Corning PC-620D) durante 20 min. Se recupero 

la fase orgánica y el residuo acuoso fue sometido al fraccionamiento con CH2Cl2 y al 

final se obtuvo la fase acuosa, la cual no fue contemplada en estos análisis. Se 

realizaron dos extracciones con cada disolvente. Una vez obtenidas las fracciones se 

eliminó el exceso de disolvente empleando un rotavapor (Buchi B-480) y 

posteriormente se secó por liofilización. 

Extractos crudos 

Extracto 
Hex 
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1 g del extracto crudo metanólico 

Suspensión 

Fracción Hex 

200 mL de agua/metanol 9:1 
Sonicar hasta 
homogenizar 
 

Agitación magnética 
20 min a 650 rpm. 200 mL de Hexano x2 

Residuo acuoso 

Embudo de separación 

Residuo acuoso Fracción CH2Cl2 

Agitación magnética 
20 min a 650 rpm. 

200 mL de Diclorometano x2 

Embudo de separación 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 14.Técnica usada para la partición del Ext MeOH de B. alba y -X. flexuosum con disolventes 
de polaridad ascendente. 

 

 
 

6.4.  Análisis por Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC) 
 

 
6.4.1. Equipo de HPLC-UV 

 
La separación cromatográfica se llevó a cabo en un equipo de HPLC Varian 

ProStar con detector de arreglo de diodos UV-DAD utilizando una longitud de onda de 

210 y 285 nm. La columna cromatográfica utilizada fue de la marca Thermo ODS 

Hypersil (250 mm x 4.6 mm) Particle Size: 5 µ. Los análisis se efectuaron a 

temperatura ambiente.  

 

 

 

Partición con disolventes de polaridad ascendente 
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6.4.2. Preparación de las soluciones de trabajo 

 

Se pesaron 10 mg/mL de cada uno de los extractos a evaluar y se disolvieron 

con ayuda de vortex (Fine Vortex, Fine PCR, Daigger®) y sonicación (Ultrasonido 

Branson 2510) en 1 mL de una mezcla de agua: metanol a una concentración de 7: 

(hasta formar una mezcla homogénea. Después se preparó una mezcla 1:1 de 

acetonitrilo (Tedia) y ácido fórmico (Sigma Aldrich) al 0.01%, posteriormente a los 

extractos de 10 mg/mL se les hicieron diluciones seriadas hasta 1:4 con la mezcla de 

acetonitrilo:ácido fórmico (1:1), para obtener una concentración de 2.5 mg/mL. 

Finalmente se filtró la solución de trabajo utilizando los filtros (Thermo Scientific, Titan 

3, Nylon Membrane 0.45 µm) y se inyectó 20 µL de la solución de trabajo al equipo 

HPLC. 

Para la fase móvil se preparó el ácido fórmico al 0.01% agregando 100 µL de 

ácido fórmico en 1 L de agua Milli Q. El ácido fórmico al 0.01% y el acetonitrilo se 

filtraron cada tercer día para eliminar cualquier suciedad en estos en un sistema de 

filtración con vacío. Y posteriormente se sometieron a sonicación para desgasificar la 

fase móvil. El ácido fórmico se deja en sonicación durante 30 min y el acetonitrilo por 

25 min. 

 

 

6.4.3. Condiciones cromatográficas 
 
 

Se prepararon 2.5 mg/mL de cada uno de los extractos de B. alba y X. flexuosum. 

La separación cromatográfica se llevó a cabo bajo las siguientes condiciones: el 

volumen de inyección para las muestras y diluciones de curva de calibración fue de 

20 µL, con un flujo de 1 mL/min. La fase móvil estuvo compuesta por una solución de 

ácido fórmico al 0.01% (Sigma Aldrich) y acetonitrilo (Tedia). Se utilizó el gradiente de 

elución de la tabla 3. Las longitudes de onda UV de detección fueron de 210 y 285 

nm. Todos los análisis se llevaron a cabo por duplicado.  
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Tabla 3. Gradiente de elución HPLC. 

 

 

 

 

                      

                        

 

   

 

 

 

                            *Ácido fórmico 0.01% **Acetonitrilo 

 

 

 
6.5. Determinación de la actividad contra M. tuberculosis H37Rv de los 

extractos y fracciones de B. alba y X. flexuosum 
 

 
 

La evaluación de la actividad antituberculosa se llevó a bajo la metodología del 

Ensayo de Azul Alamar en Microplaca (MABA) descrito por (Palomino et al., 2002) 

utilizando una cepa de referencia de M. tuberculosis H37Rv que procede de la 

American Type Culture Collection (ATCC) sensible a todos los fármacos de primera 

línea. 

 

6.5.1. Preparación de medios de cultivo 
 

Para los ensayos se utilizó medio Middlebrook 7H9 enriquecido con ácido oleico, 

albúmina, dextrosa y catalasa (OADC) (MDB 7H9 con OADC). Se pesarón 1.044 g de 

medio Middlebrook 7H9 (Sigma) para 200 mL de agua destilada y se le adicionarón 

888µL de glicerol. Se esterilizó en autoclave por 10 minutos (121°C, 15 

libras/pulgada2). Una vez que el medio estuvo a temperatura ambiente se suplementó 

con el medio de enriquecimiento OADC al 10%, se ajustó el pH a 6.6 ± 0.2 y se 

esterilizó por filtración (membrana de nitrocelulosa de 0.22 µm). 

 

6.5.2. Material biológico 

La cepa de M. tuberculosis H37Rv se sembró en 5 mL de medio Middlebrook 

7H9 adicionado al 10% con Ácido oleico-Dextrosa-Catalasa (OADC) y se incubó a 

Tiempo (min) Fase móvil A* (%) Fase móvil B** (%) 

0-3 90 10 

3-20 76.5 23.5 

20-60 68.5 31.5 

60-83 60 40 

83-90 0 100 

90-92 90 10 
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37°C hasta que la micobacteria alcanzó la fase logarítmica, (entre 2 y 3 semanas), 

una vez alcanzada esta fase se comenzó con los ensayos in vitro. 

 

6.5.3. Preparación de Stocks de los extractos y fracciones 
 
 

Se prepararon en viales de vidrio las soluciones stock con una concentración 

final de 10 mg/mL de los extractos y fracciones de ambas plantas, los cuales se 

disolvieron en Dimetilsulfóxido (DMSO), para ello se pesaron 10 mg del extracto o 

fracción en la balanza analítica y se disolvieron en 1000 µL de DMSO. Posteriormente 

se colocaron en vórtex y se sonicaron hasta solubilizar. Se dejó reposar las soluciones 

stock un mínimo de 4 horas para que el DMSO ejerciera su acción bactericida. 

Finalmente, se tomaron alícuotas de 200 µL en tubos eppendorf estériles de 0.5 mL. 

 

 

6.5.4. Preparación de soluciones de trabajo 
 

Se prepararon las soluciones de trabajo 4x= 800 µg/mL para todos los extractos 

y fracciones. Para ello, se agregaron 920 µL de medio de cultivo Middlebrook (MDB) 

7H9 sin OADC en un vial de 1.5 mL. Posteriormente se adicionaron 80 µL del 

respectivo stock y se alicuotaron en viales eppendorf estériles los cuales se 

refrigeraron a 4°C.  

 

6.5.5. Preparación del inóculo 
 

Se recogieron las colonias de M. tuberculosis H37Rv con un asa bacteriológica 

desechable estéril y se colocaron en un frasco con 8 mL de solución salina estéril. Se 

colocó en vortex por 30 seg. a una velocidad de 1. Se dejó reposar durante 15 min y 

se tomó el sobrenadante con una pipeta pasteur desechable estéril, se transfirió la 

suspensión al vial del nefelómetro y se ajustó la turbidez al estándar 1 de la escala de 

McFarland (equivalente a 184-186 NTU).  Posteriormente, se realizó una dilución 1:50 

en medio (MDB 7H9 con OADC y así se obtuvo el inóculo bacteriano que se agregó 

en el ensayo de azul alamar en microplaca. El ensayo se realizó con los cultivos de 

las micobacterias cuando se encontraban en fase logarítmica, para esto el cultivo de 
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las micobacterias se diluyó 1:10 en medio Middlebrook 7H9 adicionado al 10% con 

OADC, posteriormente en cada uno de los pozos que están dentro del recuadro azul 

(Figura 13) se colocaron 100 µL de dicha suspensión micobacteriana. 

 

6.5.6. Determinación la Concentración Mínima Inhibitoria (MIC) mediante 

el ensayo en microplaca de azul alamar (MABA) 

 

Para evaluar la actividad contra M. tuberculosis H37Rv, se utilizó el ensayo redox 

Azul Alamar™ (Cell Viability Reagent, Invitrigen by Thermo Fisher Scientific) en 

microplaca (MABA), se llevó a cabo como se describe por (Franzblau et al., 1998). El 

ensayo se realizó en placas de fondo plano de poliestireno de 96 pocillos con tapas 

de cubierta baja (Corning/Costar 3585), se añadieron 200 µL de agua destilada estéril 

a los pocillos perimetrales, y se añadió 100 µL de caldo de Middlebrook 7H9 

suplementado con OADC a los pocillos restantes. 

Posteriormente de la fila B2-B11 se agregaron 100 µL de las soluciones de 

trabajo, las cuales se evaluaron por duplicado. Después, en cada uno de los pozos 

que están dentro del recuadro azul se colocaron 100 µL de la suspensión 

micobacteriana. Utilizando una pipeta multicanal se homogenizó la solución y se 

realizaron diluciones seriadas 1:2 hasta la fila G y los 100 µL de la última dilución se 

desecharon, teniendo así concentraciones desde los 200 µg/mL hasta de 6.25 µg/mL 

y con un volumen final de 300 µL en cada uno de los pozos. 

Se incluyeron 3 controles de crecimiento micobacteriano en el estudio, estos se 

muestran en la fila H, cada uno de estos controles se realizó por duplicado:  

✓ Control del 100% de crecimiento: 100 µL de medio Middlebrook 7H9 más 

100 µL de la suspensión micobacteriana. 

✓ Control del 10% crecimiento: 190 µL de medio Middlebrook 7H9 más 10 

µL de la suspensión micobacteriana. 

✓ Control del 1% crecimiento: 199 µL de medio Middlebrook 7H9 más 1 µL 

de la suspensión micobacteriana. 
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Como controles negativos (sin crecimiento de bacterias) se usaron 200 µL del 

medio de cultivo. Finalmente, Las placas se sellaron con Parafilm® y se guardaron en 

bolsas (permeable a CO2) y se procedió a incubar las placas a 37°C de 4-5 días hasta 

que el crecimiento de los controles fuese el adecuado para el revelado y la lectura de 

la placa. 

Una vez terminado el tiempo de incubación (4 a 5 días) se le agregó 20 µL del 

colorante azul alamar a cada uno de los pozos controles y de los pozos donde se 

analizaron los compuestos, las placas se incubaron nuevamente a 37°C por 24 horas.  

 

Terminado este tiempo de incubación con el colorante azul alamar se procedió 

a la interpretación de los resultados, para esto se realizó una lectura en el fluorómetro 

en el cual se obtuvieron las unidades relativas de fluorescencia (RFU). Comparando 

los valores obtenidos de los pozos problema con los valores obtenidos en los pozos 

de los controles de 100%, 10% y 1% se obtuvo la MIC de cada compuesto analizado, 

estas lecturas se comprobaron de forma visual y se fotografió cada placa para tener 

un registro.  

 

6.6. Pre-tratamiento de los datos de HPLC-UV 
 

Una vez obtenidos los cromatogramas, se exportaron los datos de las unidades 

de absorbancia en formato Excel Microsoft Office ® para el pre-tratamiento de los 

datos. Posteriormente los datos se exportaron al software MATLAB para la corrección 

de línea base usando el algoritmo (airPLS), para la alineación de los picos se usó el 

algoritmo (COW) descritos anteriormente. Una vez concluido el pre-tratamiento de los 

datos fueron importados al software SIMCA versión 15.0.2, Umetrics, para llevar a 

cabo el Análisis de Componentes Principales (PCA) y las Proyecciones Ortogonales 

a las Estructuras Latentes (O-PLS). Para ambos análisis se decidió eliminar la tabla 

de picos de la muestra de hojas MeOH, ya que las hojas contienen mucha clorofila y 

esto causaba ruido en el análisis, además de que la muestra no presentó actividad en 

contra de M. tuberculosis.  
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6.7. Análisis Quimiométrico de los datos obtenidos por HPLC-UV 

 

Para el análisis de componentes principales (PCA) la matriz de datos X consistió 

en 15 tablas de picos obtenidos de las absorbancias UV de los extractos de B. alba y 

en 12 tablas de picos de X. flexuosum. Para las proyecciones ortogonales a las 

estructuras latentes (O-PLS) se adicionó la variable Y, que fueron los valores de las 

MIC obtenidas en los ensayos in vitro en contra de M. tuberculosis de cada uno de los 

extractos y fracciones, los análisis se realizaron con el software SIMCA versión 15.0.2, 

Umetrics. 

 

6.8. Análisis por Resonancia Magnética Nuclear de Protón (1H-RMN) de 

los extractos y fracciones de B. alba 

 

Se obtuvieron los espectros de 1H-RMN de la planta con mayor actividad 

antituberculosa. Para ello, se pesaron 10.0 mg de cada uno de los extractos secos de 

B. alba y se disolvieron en 600 μL de CD3OD (Sigma Aldrich) (99.8 %) y contiene 

0.05% v/v TMS. Los espectros de 1H-RMN se registraron en el espectrómetro de 

resonancia magnética nuclear Agilent Technologies Modelo DD2 a 25.0°C operando 

a una frecuencia de RMN de protón de 500 MHz. Cada espectro 1H-RMN consiste en 

128 escanes que requieren 8 minutos y 8 segundos de tiempo de adquisición con los 

siguientes parámetros: 0,16 Hz/punto, ancho de pulso (PW) = 3.850 ms, y tiempo de 

relajación (RD) = 1.000 s. Una secuencia de pre-saturación se utiliza para suprimir la 

señal de H2O residual con baja potencia de irradiación selectiva a la frecuencia de 

H2O durante el retardo de reciclaje. Se aplica transformada de Fourier sobre FIDs con 

LB = 0,3 Hz. Se realiza corrección de fase y línea de base de forma manual sobre los 

espectros resultantes, y se hace referencia al disolvente CD3OD 3.31 ppm, utilizando 

el software MestReNova versión 12.0. 
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6.9. Pre-tratamiento de los datos obtenidos de 1H-RMN de B. alba 

Los espectros de 1H-RMN se reducen automáticamente a archivos .csv. Se usó 

el software MestReNova para el pretratamiento de los datos. Se normalizaron las 

señales alineando la línea base y apodizando, posteriormente se pone como 

referencia una señal conocida, en este caso fue TMS a 0.0 ppm. El desplazamiento 

de la frecuencia es ajustado a 0.0 ppm. Las intensidades espectrales fueron 

normalizadas sobre las intensidades totales y se redujeron a regiones integradas de 

igual anchura (0.04 ppm) correspondiente a la región de δ= 0.0-10.0 ppm. Las 

regiones de δ= 4.80- 4.90 ppm y δ= 3.30- 3.32 ppm se excluyen del análisis debido a 

la señal residual de CD3OD.  

 

6.10. Análisis Quimiométrico de 1H-RMN de la planta más activa 

Para el PCA la matriz de datos X consistió en 15 tablas de picos para B. alba, 

obtenidas de los desplazamientos químicos de los compuestos existentes en dicha 

planta. Para el O-PLS se adicionó la variable Y que fueron las MIC obtenidas en los 

ensayos in vitro contra M. tuberculosis. Los análisis se realizaron con el software 

SIMCA versión 15.0.2, Umetrics. 

 

6.11. Fraccionamiento cromatográfico de la Fc Hex de la raíz de B. alba 

 Debido a que la Fc Hex de la raíz de B. alba presentó la mejor actividad 

antituberculosa, se decidió realizar un fraccionamiento en columna. Para ello, se 

mezcló 1.7 g de la fc. Hex de B. alba con 5 g de silica y se mezcló perfectamente. 

Posteriormente se pesaron 40 g de silica y se resuspendió en 500 mL de hexano, se 

mezcló perfectamente. Se colocó un algodón compactado al final de la columna 

cromatográfica (de que largo y diámetro, marca) con la ayuda de una varilla de vidrio 

y se vertió la silica ya disuelta con el hexano, se eluyó 2 veces con el mismo disolvente 

y finalmente se agregó la mezcla de la fc. Hex con la silica y se selló con un algodón 

compactado. Se le agregaron 500 mL de hexano (volumen final), y se sacaron 

fracciones de 250 mL cada una. El sistema de elución que se utilizó fue el siguiente: 



Capítulo 6. Materiales y método 

51 | P á g i n a  
 

Tabla 4. Gradiente de elución de cromatografía en columna de la Fc. Hex de B. alba. 

 

 

 

 

 

 

Del proceso de fraccionamiento se obtuvo un total de 52 fracciones, las cuales 

se plaquearon mediante TLC (ver anexos), las que tenían las mismas manchas 

pertenecientes a compuestos similares se juntaron, de tal forma que se obtuvieron 14 

fracciones en total (tabla 5), las fracciones 1, 2 3 y 4 se desecharon ya que no 

mostraron ninguna mancha en el TLC. 

Tabla 5. Fracciones de B. alba con su clave asignada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

% Hex % AcOEt 

100 0 

95 5 

90 10 

85 15 

80 20 

75 25 

60 40 

40 60 

0 100 

Fracciones de B. alba 

Fracción Clave asignada 

Fracción 5 1Ba 

Fracción 6 2Ba 

Fracción 7 3Ba 

Fracción 8 4Ba 

Fracción 9 y 10 5Ba 

Fracción 11, 12 y 13 6Ba 

Fracción 14, 15, 16, 17, 18 y 19 7Ba 

Fracción 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 26 8Ba 

Fracción 27, 28, 29, 30 y 31 9Ba 

Fracción 32, 33, 34, 35, 36, 37 y 38 10Ba 

Fracción 39, 40, 41, 42 y 43 11Ba 

Fracción 44, 45, 46, 47, 48 y 49 12Ba 

Fracción 50, 51 y 52 13Ba 
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6.11.1. Determinación de la MIC de las fracciones de B. alba  
 

Para la determinación de la MIC se evaluó un total de 13 fracciones de B. alba y 

contra la cepa de M. tuberculosis H37Rv a distintas concentraciones. Todas las 

fracciones fueron disueltas en DMSO a una concentración de 5 mg/mL y fueron 

evaluadas 3 veces, por duplicado intraensayo La metodología empleada fue igual que 

en la sección 6.6. 

 

6.11.2. Caracterización por 1H-RMN de los metabolitos con actividad 

antituberculosa de la Fracción 8 de B. alba 

 

Se realizó la caracterización de los metabolitos responsables de la actividad 

contra M. tuberculosis que se encontraban en la Fc 8, la cual resultó ser la Fc más 

activa de la raíz de B. alba. Se realizó por medio de 1H -RMN bajo las mismas 

condiciones que se describen en la sección 6.8.2.
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7. RESULTADOS 

 
7.1.  Rendimientos del material vegetal 

La extracción del material vegetal seco se llevó a cabo por medio de sonicación. 

Se obtuvo un total de 12 extractos y fracciones de X. flexuosum y 16 extractos y 

fracciones de B. alba. Una vez teniendo todos los extractos de las dos plantas se 

liofilizaron para estabilizar las muestras. 

En general todas las muestras dieron porcentajes de recuperación suficientes 

para las pruebas biológicas y para el análisis por HPLC y 1H RMN, tomando en cuenta 

la pequeña cantidad de material vegetal empleado para cada extracción. En las 

siguientes tablas se proporcionan los gramos y los porcentajes de recuperación 

obtenidos de cada extracto. En la tabla 8 se muestran los porcentajes de recuperación 

de la extracción con hexano, como se puede observar los rendimientos son muy bajos, 

esto puede deberse a que la planta no posee muchos compuestos de baja polaridad.  

 

Tabla 6. Porcentajes de recuperación resultantes de la extracción del material vegetal con hexano. 

 

 

Por otra parte, los extractos metanólicos crudos son los que poseen un mayor 

rendimiento en ambas plantas (tabla 9), obteniendo un porcentaje de recuperación 

mayor de las flores en B. alba y de las hojas en X. flexuosum de 15.22% y 9.22% 

respectivamente, esto podría deberse a que las plantas tienen más compuestos 

polares que no polares.  

Planta Parte de la planta Extracto obtenido (g) % de recuperación 

 
 

B. alba 

Flores 0.06 0.41 

Tallos 0.09 0.36 

Hojas 0.02 0.08 

Raíz 0.06 0.61 

 
X flexuosum 

Tallos 0.07 0.28 

Hojas 0.15 0.6 

Parte aérea 0.09 0.36 
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Posteriormente, los extractos metanólicos se fraccionaron con disolventes de 

polaridad ascendente, se obtuvieron buenos rendimientos con todos los disolventes. 

Por esto, se puede considerar que los rendimientos obtenidos con sonicación son 

óptimos al ser comparados con otras técnicas de extracción tales como la extracción 

soxhlet, percloración y agitación con calor (Castillo, 2004). 

 

Tabla 7. Porcentajes de recuperación resultantes de la extracción del material vegetal con solventes 
de polaridad ascendente. 
 

 
 

Planta 
Parte de la 

planta 
Extracto/Fracción 

Extracto 
obtenido (g) 

% de 
recuperación 

 
 
 
 
 
 

X. flexuosum 

 
Tallos 

Extracto crudo MeOH 0.85 3.41 

Fracción Hex 0.05 10.0 

Fracción CH2Cl2 0.02 4.0 

 
Hojas 

Extracto crudo MeOH 2.30 9.22 

Fracción Hex 0.16 10.66 

Fracción CH2Cl2 0.10 6.66 

 
Parte aérea 

Extracto crudo MeOH 1.66 6.64 

Fracción Hex 0.04 4.0 

Fracción CH2Cl2 0.06 6.0 

 
 
 
 
 

 
B. alba 

 
Flores 

Extracto crudo MeOH 3.80 15.22 

Fracción Hex 0.16 11.42 

Fracción CH2Cl2 0.11 7.85 

 
Tallos 

Extracto crudo MeOH 1.69 6.76 

Fracción Hex 0.05 4.76 

Fracción CH2Cl2 0.03 2.85 

 
Hojas 

Extracto crudo MeOH 2.36 9.44 

Fracción Hex 0.14 14.28 

Fracción CH2Cl2 0.12 12.24 

 
Raíz 

Extracto crudo MeOH 0.81 3.24 

Fracción Hex 0.04 7.81 

Fracción CH2Cl2 0.07 13.67 
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7.2. Obtención de los perfiles cromatográficos por HPLC de los extractos 

y fracciones de B. alba y X. flexuosum 

 

En esta sección se pueden observar los cromatogramas obtenidos de cada una 

de las partes de B. alba y Xylosma flexuosum.   

En el anexo 1 se pueden observar los perfiles cromatográficos antes de la 

corrección de línea base y alineación de picos, se observa que la línea base tiende a 

caer negativamente en algunas muestras y los picos no se observan alineados unos 

con otros. Sin embargo, en el anexo 2 se observan los perfiles cromatográficos con la 

línea base corregida y los picos se encuentran alineados unos con otros, excepto la 

muestra del extracto de las hojas MeOH, el cual no se alinea completamente con los 

demás. Esto podría deberse a la alta concentración de clorofilas presentes en las 

hojas, por lo cual, el cromatograma de este extracto se muestra desfasado, aunque 

se aplique la corrección de la línea base y alineación de los picos. Debido a esto, se 

decidió excluir del análisis quimiométrico a esta muestra, además de que no presentó 

ningún efecto inhibitorio en contra de M. tuberculosis. Si los datos de la muestra se 

conservaran para el análisis quimiométrico, probablemente el software lo catalogaría 

como una variable que tiene una alta contribución (mejor actividad antituberculosa) 

con respecto a las demás muestras, cuando en realidad no la tiene. Para ello, los 

datos se exportaron a Excel para su pre-tratamiento, después se exportaron al 

software MATLAB para la corrección de la línea base y la alineación de los picos. En 

la Figura 12 se aprecia los perfiles cromatográficos ya corregidos de la línea base y 

con los picos alineados y sin el extracto de hojas MeOH.  

Por otra parte, en el anexo 3 se puede observar los cromatogramas de los 

extractos de B. alba a 285 nm.  Se muestran los perfiles cromatográficos antes de la 

corrección de la línea base y la alineación de picos, donde se puede observar que hay 

picos negativos y que el desplazamiento de los picos no siguió específicamente la 

línea base. En el anexo 4 se observa que la línea base de perfiles cromatográficos se 

encuentra corregida y los picos están completamente alineados a excepción del 

cromatograma del ext MeOH de las hojas, que al igual que en la lectura a 210 nm 
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aparece desfasada y no completamente alineado, por lo cual también se excluyó de 

los datos para no afectar el análisis quimiométrico. En el anexo 5 se aprecian los 

perfiles cromatográficos de los extractos y fracciones de B. alba a 285 nm sin el ext 

MeOH de las hojas.  

En el caso de Xylosma flexuosum se puede ver en el anexo 6 los perfiles 

cromatográficos a 210 nm sin corrección de la línea base ni alineación de picos.  Se 

puede ver como al principio de la corrida la línea base va subiendo hasta llegar al 0, 

posteriormente a los pocos minutos antes de finalizar la corrida, la línea base va 

descendiendo negativamente. Una vez que corregimos la línea base y alineamos los 

picos en el software MATLAB el resultado es una línea base pareja y picos 

completamente alineados como se puede ver en la Figura 13. Por otra parte, en los 

perfiles cromatográficos de X. flexuosum a 285 nm no sucede lo mismo que a 210 nm. 

En el anexo 7 se observan los perfiles cromatográficos sin correcciones, se puede ver 

que la línea base está desfasada y tiende a subir demasiado y a desplazarse 

negativamente en algunas muestras. Una vez realizada la corrección de la línea base 

y la alineación de picos esto se pudo corregir.  De igual manera que en Bidens pilosa, 

se puede apreciar que en los perfiles cromatográficos evaluados a 210 nm aparecen 

muchos más picos que a 285 nm ya no se ven.  Por esta razón para el análisis 

quimiométrico se emplearon los datos obtenidos a 210 nm.
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Figura 15. Perfiles cromatográficos de los extractos y fracciones de B. alba a 210 nm. con línea base corregida y picos alineados. El extracto de 
hojas MeOH fue excluido. 
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Figura 16. Perfiles cromatográficos de los extractos y fracciones de X. flexuosum a 210 nm con línea base corregida y picos alineados.
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7.3. Determinación de la actividad contra Mycobacterium tuberculosis 

H37Rv de extractos y fracciones de B. alba y X. flexuosum. 

 
En este estudio se evaluó la actividad en contra de M. tuberculosis de los 

extractos y fracciones de B. alba y X. flexuosum. Se evaluó un total de 20 extractos 

de B. alba y 12 extractos de X. flexuosum. Todos los extractos se evaluaron a distintas 

concentraciones partiendo de 200, 100, 50, 25, 12.5 y 6.25 µg/mL mediante el ensayo 

en microplaca azul alamar (MABA). 

En la tabla 10 se muestran las MICs obtenidas de los extractos y fracciones de 

B. alba. La Fc hex de la raíz fue la más activa, mostrando una MIC de 25 µg/mL. En 

general todos los extractos provenientes de la raíz tuvieron actividad bactericida frente 

a M. tuberculosis en comparación con los extractos provenientes de otras partes de la 

planta de B. alba. Además, la Fc hex y la Fc CH2Cl2 de las flores, tallos, hojas y raíz 

tuvieron MIC de 200 µg/mL contra M. tuberculosis. 

Tabla 8. Actividad inhibitoria de extractos y fracciones de B. alba. 

 

Planta Parte de la planta Extracto/Fracción MIC (μg/mL) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B. alba 

 
 
Flores 

Extracto crudo MeOH NI 

Fracción Hex 200 

Fracción CH2Cl2 200 

Extracto Hex crudo NI 

 
 
Tallos 

Extracto crudo MeOH NI 

Fracción Hex 200 

Fracción CH2Cl2 200 

Extracto Hex crudo 200 

 
 
Hojas 

Extracto crudo MeOH NI 

Fracción Hex 200 

Fracción CH2Cl2 200 

Extracto Hex crudo NI 

 
 
Raíz 

Extracto crudo MeOH 200 

Fracción Hex 25 

Fracción CH2Cl2 200 

Extracto Hex crudo 200 

MIC= Concentración Mínima Inhibitoria; NI= No Inhibitorio a la máxima concentración evaluada. 
Experimentos realizados: Replicas= 2, n=2.  
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Por otra parte, en la tabla 11 se aprecian las MIC´s obtenidas de los extractos y 

fracciones de X. flexuosum. En este caso se puede apreciar que el Ext Hex crudo de 

las hojas tuvo una MIC de 50 µg/mL, siendo el extracto que presentó mejor actividad 

inhibitoria de la micobacteria. Por otra parte, los Ext MeOH de tallos, hojas, PA y la Fc 

Hex resultaron no inhibitorias a 200 µg/mL la máxima concentración evaluada. Los 

demás mostraron una MIC de 200 µg/mL. 

 

Tabla 9. Actividad inhibitoria de extractos y fracciones de X. flexuosum 

 

 

 
 

7.4. Análisis quimiométrico de los perfiles cromatográficos de B. alba L. 

Se obtuvieron un total de 6,091 variables de cada uno de los extractos y 

fracciones de B. alba, que posteriormente se exportaron al software MATLAB para la 

corrección de la línea base y la alineación de los picos. Una vez realizado este 

procedimiento se importaron los datos al software SIMCA versión 15.0.2, Umetrics, en 

el cual se realizó un escalado de Paretto/N de los datos para proseguir con el PCA. 

Planta Parte de la planta Extracto/Fracción MIC (μg/mL) 

 
 
 
 
 

 
 

X. 
flexuosum 
 

 
 
Tallos 

Extracto crudo MeOH NI 

Fracción Hex 200 

Fracción CH2Cl2 200 

Extracto Hex crudo 200 

 
 
Hojas 

Extracto crudo MeOH NI 

Fracción Hex 200 

Fracción CH2Cl2 200 

Extracto Hex crudo 50 

 
 
Parte aérea (PA) 

Extracto crudo MeOH NI 

Fracción Hex 200 

Fracción CH2Cl2 200 

Extracto Hex crudo 200 

MIC= Concentración Mínima Inhibitoria; NI= No Inhibitorio a la máxima concentración evaluada, 
Experimentos realizados: Replicas= 2, n=2.  
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7.4.1. Análisis de componentes principales (PCA) 

 

En total se usaron 5 PCs (Figura 17) y se analizaron distintas combinaciones 

entre cada uno de ellos que formaban las agrupaciones. Se analizó el PC1 vs PC2, 

PC1 vs PC3, PC1 vs PC4, PC1 vs PC5, PC2 vs PC1 y así sucesivamente hasta 

comprobar todas las formaciones de clusters (ver anexos).  Los PC se eligieron de 

modo que la información importante de los datos se mantuviera sólo en algunas de 

estas nuevas variables, que se resumen de manera efectiva en las muestras u 

observaciones mostradas (Shin et al., 2010).  

 

 

Figura 17. Componentes creados en el PCA de B. alba a 210 nm. 

 

 

Al obtener el score plot de la combinación del PC3 vs PC5 (Figura 18) se 

obtuvieron tres clusters (agrupaciones) que explican las MIC’s obtenidas para cada 

una de las muestras en los ensayos de MABA. Los clusters formados son ilustrados 

por elipses y letras y se puede observar que las 14 muestras fueron discriminadas en 

3 grupos. El PC3 explica el 13.3% de la varianza y el PC5 explica el 0.33% de la 

varianza, sin embargo, esto puede deberse a que cada PC sucesivo no está 

correlacionado con los PCs anteriores y expresa la mayor parte de la varianza restante 

como sea posible. Por esto mismo, las demás combinaciones se descartaron al no 

mostrar una correlación entre las agrupaciones con la actividad antituberculosa o con 

la naturaleza de los extractos y fracciones debido a la poca varianza expresada por 

los PCs o en este caso como el análisis es supervisado, descartamos aquellas 
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agrupaciones en donde nuestra muestra de interés (Fc Hex de la raíz) estuviera en 

una agrupación que no permitiera la visualización de las variables que contribuyen en 

esta muestra (Umetrics, 2019). Por tal motivo se decidió trabajar con la combinación 

de PC3 con PC5. 

El primer cluster “A” identificado fue el de la Fc Hex de la raíz de B. alba el cual 

en los ensayos biológicos mostró una MIC de 25 µg/mL, catalogándose como el 

extracto más activo frente a M. tuberculosis. Este cluster se encuentra ubicado en en 

score negativo de PC5 alejado de los demás extractos, debido a que este tiene mayor 

influencia posiblemente por tener el/los compuestos con actividad antituberculosa esta 

muestra se alejó de las demás. El segundo cluster identificado fue el “B” que se 

encuentra ubicado en la parte central del score negativo de PC3 y PC5, sin embargo, 

las muestras tienen mayor peso en el score negativo de PC3. En este score se 

encuentran los extractos y las fracciones Hex de las flores, hojas, tallos y raíz y que 

tuvieron tendencia al agrupamiento, podríamos atribuir la correlación positiva a que la 

mayoría de estos extractos y fracciones obtuvieron una MIC de 200 µg/mL. 

Finalmente, el ultimo cluster identificado es el “C” que se encuentra ubicado en la parte 

central del score positivo de PC5, en este espacio se ubican los extractos y fracciones 

MeOH y CH2Cl2 de las flores, hojas, tallos y raíz, los cuales no presentaron actividad 

a la máxima concentración evaluada, a excepción de los extractos de raíz, que todos 

presentaron buena actividad antimicobacteriana, sin embargo, al ser un extracto de 

CH2Cl2 se agrupo con los demás extractos de la misma naturaleza. La posición que 

adopten las muestras en el score plot se debe a sus similitudes y diferencias en sus 

perfiles químicos (Umetrics, 2019). 

La ventaja de realizar un análisis por PCA es que se pueden observar las 

diferentes agrupaciones de las muestras que influyen mayoritariamente en la actividad 

contra M. tuberculosis y así seleccionar el que mejor resultado muestre, de acuerdo a 

los resultados de los ensayos in vitro, motivo por el cual, se decidió trabajar con el 

PC3 vs PC5 ya que  la Fc Hex de la raíz  cayó alejada de las demás y así se pudo 

realizar el loading plot sin ningún problema y visualizar todas las variables que influyen 

en esta muestra. 
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Figura 18. Score plot de PC3 vs PC5 de los extractos y fracciones de B. alba. El PCA muestra tres agrupaciones de acuerdo con su actividad 
biológica obtenida en los ensayos de MABA.

Sin actividad antituberculosa Mediana actividad antituberculosa 

B 

C 

A 

Alta actividad antituberculosa 
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El loading plot es un gráfico que muestra que variables influyen en el modelo de 

PCA y permite investigar la relación que tienen estas variables en el modelo (Umetrics, 

2019). Este gráfico nos permite observar que variables tienen mayor influencia en la 

muestra que obtuvo la mejor MIC, que en este caso fue la Fc Hex de la raíz de B. alba, 

la cual se alejó del resto de las muestras en el gráfico de PCA. El gráfico de loading 

plot (Figura 19) está representado por puntos verdes (variables) y las variables de 

interés aparecen en rojo. Posteriormente se obtuvo el X-variable line plot, que es un 

gráfico lineal, el cual nos permite visualizar cuales son las variables X seleccionadas 

en el loading plot que contribuyen a que la muestra se separe de las demás (Figura 

20). En este gráfico se pueden observar las variables que influyen en que la muestra 

de la Fc Hex de la raíz caiga separada de las demás muestras, estas variables son de 

la 1225 a la 1277, de la 4894 a la 4992 y de la 6796 a la 6832.  Al buscar estas 

variables en la tabla de datos de los cromatogramas se encontraron estas variables 

con los tR de 16.32-17.01, 65.21-66.54 y 90.57-91.08 min. 

Al ubicar los picos en los cromatogramas se observó que se encontraban 

únicamente en la Fc Hex de la raíz. Se pudo identificar a tres picos principales, los 

cuales corresponden a los tR antes mencionados (Figura 21) y, por el tR en que 

salieron, el de tR= 16.32-17.01 se debe a un compuesto polar, ya que este salió 

primero de la columna cuando el gradiente de elución tenía el 76.5% en la fase móvil 

A (ácido fórmico); el siguiente pico se debe a un compuesto medianamente polar, ya 

que eluyó de la columna cuando la fase móvil A estaba al 60%; y el último compuesto 

identificado en el tR de 90.57- 91.08 se debe a un compuesto no polar, ya que este fue 

expulsado de la columna después de que la fase móvil A llegara al 0%, cuando la fase 

móvil A alcanzó un flujo del 90% prácticamente limpió la columna y se expulsó este 

compuesto. Sin embargo, no responsabilizaremos a estos compuestos de la actividad 

antituberculosa sin antes realizar el análisis de O-PLS, simplemente este análisis nos 

da una idea de cuales podrían ser las variables involucradas en la actividad 

antituberculosa.
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Figura 19. Loading plot de PC3 vs PC5 de los extractos y fracciones de B. alba. 
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Figura 20. X-Variable line plot de las variables correspondientes a la Fc Hex de la raíz de B. alba. 
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Figura 21. Cromatograma de la Fc Hex de la raíz de B. alba, se puede observar que los picos marcados son los correspondientes a las variables 
obtenidas del análisis del X-variable line plot. 
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7.4.2. Construcción del modelo de proyecciones ortogonales a las 

estructuras latentes (O-PLS) 

 
Se construyó un modelo de calibración multivariante O-PLS con 14 muestras 

provenientes de los perfiles cromatográficos de HPLC-UV y se le añadió una matriz 

Y, que está representada por los valores obtenidos para cada extracto y fracción de 

las MIC frente a M. tuberculosis. 

Previamente a la construcción del modelo se probaron distintos métodos para 

normalizar los datos y se eligió escalado de Paretto/N. Existen 3 parámetros para 

medir la calidad y la confiabilidad de un modelo de O-PLS. Estos parámetros son R2X 

(cum), R2Y (cum) y Q2 (cum). R2 es el porcentaje de variación del conjunto de datos X 

o Y explicado por el modelo. R2 es una medida de ajuste. Un R2 grande es una 

condición necesaria para un buen modelo, pero no es suficiente. Puede haber 

modelos pobres incluso con R2 grandes. Se puede tener un modelo pobre de R2 

cuando tienes poca reproducibilidad en tus datos (mucho ruido). Es por esto, que se 

decidió eliminar la muestra de las hojas MeOH, porque en los cromatogramas 

causaban mucho ruido (Umetrics, 2019). 

Por otra parte, Q2 es un porcentaje de la variación del conjunto de datos (X en 

PCA) predicho por el modelo de acuerdo con la validación cruzada. Q2 indica qué tan 

bien predice nuevos datos un modelo. Un Q2 grande (>0.5) indica buena 

predictibilidad. Se obtendrá un Q2 deficiente cuando los datos tengan mucho ruido, o 

cuando el modelo esté dominado por unos pocos valores atípicos dispersos (Nguyen 

Hoai et al., 2009). Del modelo obtenido se mostraron valores de R2X (cum)= 0.706, 

R2Y (cum)= 1, Q2 (cum)= 0.216. Esto quiere decir que es un buen modelo respecto a 

la medición de la variabilidad en X y en Y, pero el modelo es pobre en cuanto a 

predicción de los valores de Y. Sin embargo, este parámetro no es necesario para el 

análisis que se llevó a cabo, ya que no se requiere predecir datos de Y, debido a que 

se realizaron los ensayos in vitro para la determinación de la MIC de los extractos y 

fracciones. 
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7.4.3. Evaluación del modelo O-PLS 

Con el fin de obtener las variables responsables de la actividad antituberculosa 

se realizó un análisis discriminante de datos O-PLS. En el grafico obtenido se puede 

ver como las 14 muestras se discriminaron en dos grupos: los activos y los no activos. 

Este grafico es importante realizarlo en el análisis de un problema de separación 

(discriminación) de dos clases de datos, por ejemplo, el grupo control frente al grupo 

tratado, en este caso, la agrupación se dio del lado izquierdo debido a las muestras 

activas contra M. tuberculosis contra las muestras que no presentaron actividad frente 

a dichas micobacterias que se agruparon del lado derecho (Figura 22). El modelo de 

O-PLS-DA siempre tendrá un componente predictivo, y ninguno, uno o más 

componentes ortogonales. El gráfico de dispersión de t1 vs t10 es una ventana en el 

espacio X en la que la separación de las dos clases de observaciones ocurre en 

dirección horizontal (t1). Por lo tanto, es suficiente para interpretar la carga 

correspondiente (loading plot) para descubrir las variables con capacidad de 

discriminación de clase. Por otra parte, la dirección vertical t10 se expresa dentro de 

la variabilidad de clase, que no está relacionada con la discriminación entre dos 

clases, pero que es importante para la compresión total del problema. Para saber que 

variables intervienen en la actividad antituberculosa se procedió a realizar el 

contribution plot (Hernández-Sánchez et al., 2018). 

 El contribution plot es un gráfico que nos muestra el porqué de un punto en un 

gráfico de dispersión o Hotelling T2, de una o varias variables. En este caso se 

seleccionó solo la muestra de interés, que es la Fc Hex de la raíz y se obtuvo el 

contribution plot de esta muestra (Figura 23). Con el contribution plot, se puede 

conocer cuáles son las variables que tienen la presunta actividad antituberculosa. Los 

picos negativos corresponden en el gráfico a las variables con actividad 

antituberculosa. Estas aparecen a tR= 91.48, 91.17, 90.02, 80.29, 66.98, 64.25, 41.74, 

23.26 y 16.04 min.  
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Figura 22. O-PLS-DA de las 14 muestras de extractos y fracciones de B. alba. 
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Figura 23. Contribution plot de O-PLS de la Fc Hex de la raíz de B. alba, muestra los tiempos de retención de los compuestos probablemente 

responsables de la actividad antituberculosa. tR= 16.04, 23.26, 41.74, 62.25, 66.98, 80.29, 90.02, 91.17 y 91.48 min. 
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7.5. Análisis quimiométrico de los perfiles cromatográficos de X. 

flexuosum 

 
Se obtuvo un total de 6,091 variables de cada uno de los extractos y fracciones 

de X. flexuosum. Una vez corregida la línea base y alineados los picos de los 

cromatogramas como se describió previamente, los datos fueron importados al 

software SIMCA versión 15.0.2, Umetrics, para realizar el PCA.  Una vez importados 

los datos se realizó un escalado de Pareto a los datos y se continuó con el PCA. 

Para el análisis de score plot se analizaron las diferentes combinaciones de 

componentes y se compararon entre ellos mismos, para ver cual formaba 

agrupaciones que pudieran explicar las similitudes o diferencias entre las variables 

implicadas, ya sea en la actividad antituberculosa o en la naturaleza química de los 

extractos y fracciones. Se comparó el PC1 vs PC2, el PC2 vs PC3 y así sucesivamente 

hasta encontrar los componentes que tuvieran una mayor explicación (ver anexos).  

En total se utilizaron cinco PCs y se analizaron sus diferentes combinaciones. El PC1 

vs PC2 obtuvo la mejor agrupación, que explica la naturaleza de los extractos (Figura 

24), las demás combinaciones se descartaron al no mostrar ninguna correlación entre 

las agrupaciones respecto con la actividad biológica o a la similitud química de las 

muestras debido a la poca varianza expresada por los PCs (ver anexos). 

El análisis de score plot PC1 explica el 46.7% de la varianza, mientras que el 

PC2 explica el 27.1% de varianza. En el PCA se identificaron 3 agrupaciones 

principales.  El primer cluster “A” identificado fue el extracto Hex de las hojas, este 

está ubicado en el score negativo del PC2 y aparece separado del resto de las 

muestras, este extracto es el más activo presentando una MIC de 50 µg/mL. El 

segundo cluster identificado fue el “B” que se encuentra ubicado en el score positivo, 

las muestras que se agruparon son las que no tuvieron actividad frente a M. 

tuberculosis y fueron todos los extractos MeOH. Por otra parte, el último cluster 

identificado fue el “C” que se encuentra ubicado en la parte central del score positivo 

de PC2.  La PA Hex, PA Fc CH2Cl2, PA Fc Hex, Hojas Fc Hex, Tallos Hex y Tallos Fc 

CH2Cl2 tuvieron tendencia al agrupamiento, debido a que todos los extractos y 
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fracciones tuvieron una MIC de 200 µg/mL. La Fc CH2Cl2 de las hojas se agrupo en 

este cluster. Sin embargo, no presentó actividad a la máxima concentración evaluada. 

Esto puede deberse a que probablemente en la fracción existan compuestos similares 

a las demás muestras que tuvieron tendencia al agrupamiento, ya que como bien 

sabemos las plantas son una mezcla compleja de metabolitos con distintas estructuras 

químicas y actividades biológicas.  

En la Figura 24 se observan las agrupaciones formadas con el PC1 vs PC2. El 

primer cluster identificado está representado con la letra “A” y se encuentra ubicado 

en el score positivo de PC2, éste representa a las muestras polares obtenidas con 

MeOH, que son los extractos de PA MeOH, tallos MeOH y hojas MeOH. En los 

ensayos de MABA estas muestras no presentaron actividad en contra de M. 

tuberculosis. El segundo cluster identificado está representado con la letra “B”, se 

encuentra ubicado en el score negativo de PC2 y corresponde a las muestras de 

mediana polaridad, correspondientes a las fracciones CH2Cl2, en este caso se observa 

que la muestra de la Fc CH2Cl2 se alejó del grupo, esto quiere decir que a pesar de 

que fueron extraídos por el mismo disolvente, esta fracción presenta diferencias en 

sus compuestos químicos que las Fc de Tallos y Hojas CH2Cl2 y por lo cual, alejo del 

cluster. En los ensayos de MABA la Fc CH2Cl2 de tallos y la PA obtuvieron una MIC= 

200.0 µg/mL, en cambio la Fc CH2Cl2 de las Hojas no presentó inhibición del 

crecimiento de la micobacteria. El tercer cluster identificado está representado con la 

letra “C” y corresponde a las muestras no polares, correspondientes a 6 muestras de 

los extractos y fracciones Hex. Éste cluster está ubicado en el score negativo de PC1. 

La Fc Hex de Tallos no presentó actividad significativa, la Fc Hex de las Hojas 

presentó una MIC= 200 µg/mL al igual que la Fc Hex PA, Ext Hex, de Tallos y el Ext 

Hex de PA. El extracto que obtuvo la mejor MIC fue el Ext Hex de Hojas con una MIC= 

50 µg/mL, Sin embargo, como las muestras se agruparon por polaridad y no por 

actividad biológica, nuestra muestra de interés el Ext Hex de Hojas con MIC=50 µg/mL 

aparece agrupada en los demás ext y Fc Hex y es difícil obtener las X-variables que 

influyen en esta muestra. En el loading plot (Figura 25) se observan las variables que 

influyen en las agrupaciones que adoptan las muestras, sin embargo, es difícil obtener 
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las que se encuentran en el Ext Hex de Hojas (las marcadas con rojo) debido a que 

aparecen muy juntas y esto dificulta visualizarlas. 

 Al realizar el X-variable line plot (Figura 26) se aprecian mejor las variables que 

contribuyen en cada muestra. En el Ext Hex de Hojas arroja que las variables:  24-33, 

119-130, 293-295, 318, 319, 460-465, 1521-1529, 1855, 1856, 2448-2453, 2640-

2659, 4369, 5282, 5696, 6230, 6329, 6346, 6883-6900 correspondientes a los tR= 0.3-

0.5, 1.5-1.7, 4.22-4.24, 6.12-6.18, 20.26-20.37, 24.72-24.74, 32.62-32.69, 35.18-

35.44, 61.84, 79.41, 75.93, 83.05, 84.37, 84.6, 91.76-91.98 min. Respectivamente. Al 

revisar los perfiles cromatográficos de X. flexuosum se observó la presencia de picos 

situados en los tR=3.89-4.24, 24.72-24.79, 32.62-35.44, 91.76-91.98 min (Figura 27). 

El pico más grande fue el que se encuentra en el tR=35.62-35.44, sin embargo, no se 

puede atribuirle la actividad biológica hasta realizar el O-PLS de estas muestras. 



Capítulo 7. Resultados 

75 | P á g i n a  
 

 
 
 

 
 
Figura 24. Score plot PC1 vs PC2 de extractos y fracciones de X. flexuosum. El PCA muestra 3 agrupaciones de acuerdo con la polaridad de los 
compuestos presentes en las muestras. 

Muestras polares Muestras de polaridad media Muestras no polares 

B 

A 

C 
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Figura 25. Loading plot de PC1 vs PC2 de los extractos y fracciones de X. flexuosum 
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Figura 26. Cromatograma del Ext Hex de la Hojas de X. flexuosum, se puede observar que los picos marcados son los correspondientes a las 
variables obtenidas del análisis del X-variable line plot. 
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Figura 27. Cromatograma del Ext Hex de las hojas de X. flexuosum, se puede observar que los picos marcados son los correspondientes a las 
variables obtenidas del análisis del X-variable line plot.
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7.5.1. Construcción del modelo de Proyecciones Ortogonales a las 

Estructuras Latentes (O-PLS) 

Para determinar cuáles son las variables que influyen en la actividad 

antituberculosa se construyó un modelo de calibración multivariada O-PLS al igual 

que con B. alba. Previo a la construcción del modelo se probaron diferentes métodos 

de normalización de los datos, y el que mejor resultado mostró fue el escalado de 

Paretto, además se añadió la variable Y con los resultados de la MIC de los extractos 

y fracciones de X. flexuosum contra M. tuberculosis. Respecto a la calidad y 

confiabilidad del modelo O-PLS construido, obtuvimos valores de R2X (cum)=0.832 

R2Y (cum)=1 y Q2(cum)=0.86. Valores cercanos a 1 para R2X (cum) y R2Y (cum) 

indican que el modelo es robusto. R2X y R2Y indican el porcentaje de variación del 

conjunto de datos X o Y explicado por el modelo. Un R2 grande es una condición 

necesaria para un buen modelo. En cuanto a Q2 (cum) índica la capacidad predictiva 

del modelo y valores >0.5 indican un buen modelo predictivo (Nguyen Hoai et al., 

2009; Umetrics, 2019). En este caso, no nos interesa evaluar el modelo predictivo, ya 

que se realizaron los análisis in vitro para obtener las MIC de los Ext y Fc contra M. 

tuberculosis. 

 

7.5.2. Evaluación del modelo O-PLS 

Con el fin de indicar cuales son las variables responsables de la actividad 

antituberculosa se procedió a analizar el coeficiente de regresión de los extractos y 

fracciones de X. flexuosum. Primero se realizó un O-PLS-DA y al observar el score 

scatter plot (diagrama de dispersión) se puede apreciar que las muestras se dividieron 

en dos grupos, las que presentaron actividad en contra de los bacilos tuberculosos 

agrupadas del lado izquierdo y las que no presentaron ningún grado de inhibición del 

lado derecho (Figura 28). 

Se realizó un contribution plot de la muestra de Ext Hex de Hojas, en el cual se 

observa que los picos negativos son los correspondientes a las variables que influyen 

en la actividad biológica contra los bacilos tuberculosos (Figura 29).
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Figura 28.O-PLS-DA de las 12 muestras de extractos y fracciones de X. flexuosum 
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Figura 29. Contribution plot de O-PLS del ext Hex de hojas de X. flexuosum, muestra los tiempos de retención de los compuestos probablemente 
responsables de la actividad antituberculosa. tR= 2.05, 2.96, 3.57, 21.66-21.74, 25.54-25.85, 26.69-26.76, 33.08 y 50.56-50.94 min.

tR= 3.57 min 

tR= 2.96 min 

tR= 2.05 min 
tR= 25.54-25.85 min 

tR= 21.66-21.74 min tR= 26.69-26.76 min 

tR= 50.56-50.94 min 

tR= 33.08 min 
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7.6. Obtención de los perfiles químicos mediante 1H-RMN de los extractos 

y fracciones de B. alba 

 
Una vez obtenidos los resultados de la MIC de cada extracto y fracción se pudo 

determinar cuál muestra fue la más activa. Con los resultados del análisis 

quimiométrico se pudo comparar el grafico de contribución de ambas plantas para 

determinar cuántas variables contribuían (en cada extracto con mejor actividad) y en 

qué proporción lo hacían, esto con la finalidad de que la contribución que presentan 

los metabolitos con actividad antituberculosa no sea un posible sinergismo. Debido a 

ello, se decidió seguir trabajando con B. alba y dejar a X. flexuosum, ya que, esta 

última presentó un mayor número de variables que contribuían enormemente a la 

actividad antimicobacteriana. 

Se obtuvieron los espectros de cada una de las muestras de B. alba. Los 

espectros 1H-RMN se obtuvieron en un sistema de RMN Agylent a 500 MHz usando 

metanol-d4 como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como patrón interno.  

Antes de la normalización de los espectros, algunas de las señales aparecían un 

poco movidas y la línea base estaba un poco dispareja, por lo cual, se llevó a cabo la 

normalización de los espectros. Lo primero que se hizo fue ajustar la línea base de 

todos los espectros, se normalizó a X, para ello se referenció al disolvente de 

referencia CD3OD y el estándar interno TMS a 0.0 ppm. Se ajustó el desplazamiento 

de la frecuencia a 0.04 ppm. Posteriormente normalizamos a Y que corresponde a la 

altura de los picos a 0.0 ppm y se le asigno un valor de 1000. Finalmente se 

suprimieron las señales del CD3OD en desplazamiento δ= 3.30- 3.32 y de 4.80-4.90 

ppm para que no interfieran en el análisis quimiométrico, esto con la finalidad de 

eliminar las variables que pudieran tener mayor contribución en los datos por la 

intensidad de las señales y la presencia de estos en todas las muestras. Una vez ya 

realizados todos estos pasos se obtuvieron los espectros apilados (Figura 30). 
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Figura 30. Espectros de 1H-RMN normalizados y apilados de todos los extractos y fracciones de B. alba L. Se suprimió la señal residual del 
disolvente de referencia CD3OD (δ=3.31 y 4.85 ppm).
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7.7. Análisis quimiométrico de 1H-RMN de los extractos y fracciones de B. 

alba L. 

Los datos se guardaron como los valores de los picos y se redujeron 

automáticamente en archivos .csv los cuales se exportaron a Excel para el 

procesamiento de los datos. Se corrigieron los nombres, se eliminaron los datos <0.0 

ppm y >11.96 ppm, los rangos se ajustaron a un solo valor, para esto se sacó la media 

de los dos valores dados en la primera celda y se sumó 0.04 (bit) para así obtener el 

segundo valor del desplazamiento químico, se arrastró a todas las celdas para tener 

el valor correspondiente para cada uno. Por otra parte, al igual que en el análisis 

quimiométrico de los perfiles cromatográficos también se excluyó el Ext MeOH de las 

hojas, para tener los mismos datos.  

 

7.7.1. Análisis de componentes principales (PCA) 

Una vez lista la tabla de datos se exportaron al software SIMCA versión 15.0.2, 

Umetrics para el análisis quimiométrico, en el cual se realizó un escalado de Paretto/N 

de los datos para proseguir con el PCA, en el cual se generaron 5 PCs. Se probaron 

distintas combinaciones de PC´s (ver anexos) para observar si existían agrupaciones 

en cuanto a su actividad biológica, polaridad de las muestras o partes de la planta; la 

que mejor correlación nos dio de acuerdo con la polaridad de las muestras fue el 

análisis supervisado de PC2 vs PC3. 

Al obtener el score plot del PC2 (12.7% de varianza) contra PC3 (0.98% de 

varianza) nos mostró que las 15 muestras formaron 3 clusters principales, los cuales 

se agruparon de acuerdo a la polaridad de las muestras (Figura 31). Los clusters 

formados son ilustrados con elipses y letras. El primer cluster identificado “A” que se 

encuentra ubicado en el centro del score positivo de PC2 y en la parte central del 

score negativo de PC3 en el score se formó mediante la agrupación de los extractos 

y fracciones Hex, es decir las muestras que componen esta agrupación son no polares 

por lo cual tuvieron tendencia al agrupamiento, además la MIC obtenida por estas 

muestras fue <=200 µg/mL, a excepción de la Fc Hex de la raíz que fue la más activa 
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con una MIC de 25 µg/mL y se encuentra ubicada en la parte central del score plot, 

sin embargo, se ubica sin duda alguna en el score positivo de PC3, un poco más 

alejada que las demás muestras de la misma polaridad. El segundo cluster identificado 

fue el “B” se encuentra ubicado en el score negativo de PC2, en él se muestra el 

agrupamiento de las muestras con mediana polaridad, es decir aquí se ubican los 

extractos y fracciones de CH2Cl2, los cuales tuvieron una MIC >200 µg/mL. El último 

cluster identificado fue el “C” que se encuentra ubicado en el score positivo de PC3, 

en este cluster tuvieron tendencia al agrupamiento las muestras polares que son los 

extractos MeOH. Estas muestras no tuvieron actividad en contra de M. tuberculosis a 

excepción del extracto MeOH de la Raíz que tuvo una MIC de 200 µg/mL. 

Para entender mejor las agrupaciones formadas por las muestras, observamos 

el loading plot, así tendremos una idea de cuáles son las variables que contribuyen a 

la actividad biológica. El loading plot (Figura 32) nos muestra el mismo gráfico que el 

score plot, sin embargo, en vez de mostrarnos las muestras agrupadas, en este gráfico 

se puede observar cuales son las variables presentes en las muestras (extractos o 

fracciones) que se parecen químicamente y por lo tanto caen juntas o en el caso 

contrario, que no se parecen químicamente y por lo tanto caen alejadas unas de otras. 

En el gráfico de score plot se observan 3 clusters, sin embargo, nuestra muestra de 

interés que es la Fc Hex de la raíz no aparece alejada de las demás como en el caso 

del PCA de los perfiles cromatográficos, por lo cual el análisis del loading plot se nos 

dificulta un poco, ya que todas las variables de interés aparecen amontonadas y se 

dificulta mucho ver cuáles son las variables que únicamente están en la Fc Hex de la 

raíz. Se seleccionaron las variables que por la ubicación que adoptaron en la parcela 

pudieran estar en la Fc Hex de la raíz y se obtuvo el X-variable line plot, el cual nos 

arrojó un gráfico que muestra que las X-variables son: 1-13, 15, 29, 31, 60, 62, 63 y 

74. Se analizaron los desplazamientos químicos de los picos que corresponden a 

estas variables, y se buscaron estas señales en la muestra de la Fc Hex de raíz. Estas 

variables corresponden a δ= 0.128 – 0.528, 0.608, 1.16, 1.24, 2.40, 2.48, 2.52 y 2.80 

ppm. (Figura 33) 
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Figura 31. Score plot de PC2 vs PC3 de los extractos y fracciones de B. alba. El PCA muestra tres agrupaciones de acuerdo con la polaridad de 
los compuestos presentes en las muestras.
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Figura 32. Loading plot de 1H-RMN de los extractos y fracciones de B. alba. 
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Figura 33. Espectro de 1H-RMN de la Fc Hex de la raíz de B. alba. 
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7.7.2. Construcción del modelo de Proyecciones Ortogonales a las 

Estructuras Latentes (O-PLS) 

 
Antes de la construcción del modelo, se probaron diferentes tipos de 

normalización de los datos, el que mejor resultado nos dio fue el escalado de 

Paretto/N, además se añadió la variable Y, que como mencionamos anteriormente la 

variable Y está conformada por los valores obtenidos de la actividad biológica, en este 

caso la MIC que obtuvimos en los resultados in vitro en contra de M. tuberculosis. En 

cuanto a la calidad y confiabilidad del modelo O-PLS obtuvimos valores de R2X 

(cum)=0.907 R2Y (cum)=0.918 y para Q2 (cum)= 0.0561. Los dos primeros valores 

nos indican que el modelo construido es robusto, ya que tenemos valores cercanos a 

1. Sin embargo, la capacidad predictiva del modelo no es buena, ya que no se acerca 

al valor de 0.5 (Heike, 1995).  En este caso no se requiere predecir la actividad de las 

muestras porque se realizaron los ensayos in vitro. 

 

7.7.3. Evaluación del modelo de O-PLS 

Con el fin de indicar cuales son las variables responsables de la actividad 

antituberculosa se procedió a analizar el coeficiente de regresión de los extractos y 

fracciones de B. alba. Primero se realizó un O-PLS-DA (análisis discriminante de 

datos) y al observar el score scatter plot (diagrama de dispersión) se puede apreciar 

que las muestras se dividieron en dos partes, las activas del lado izquierdo y las no 

activas de lado derecho (Figura 34). Por otra parte, al realizar el contribution plot de la 

Fc Hex de la raíz, el gráfico muestra una barra hacia abajo por cada variable activa, 

en este caso se puede observar que las variables que tienen un efecto en la 

contribución de la actividad antituberculosa de la Fc Hex de la raíz. Se puede ver en 

la Figura 35 que los picos negativos son los que el modelo nos índica como activos.  
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Figura 34.O-PLS de las 14 muestras de extractos y fracciones por 1H-RMN de B. alba



Capítulo 7. Resultados 

91 | P á g i n a  
 

 

 

Figura 35. Contribution plot de O-PLS de la Fc Hex de B. alba por 1H-RMN. δ=0.92, 1.28, 4.20, 4.28, 7.60, 7.72 y 8.08 ppm.
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7.8. Determinación de la MIC de las fracciones de la Fc Hex de la raíz de 

Bidens alba por medio del ensayo de azul alamar 

De acuerdo con el análisis quimiométrico y los resultados de la actividad 

antituberculosa, se fraccionó la Fc Hex de la raíz, ya que fue la más activa, obteniendo 

un total de 13 fracciones a las cuales se les determinó la MIC. Se obtuvieron los 

siguientes resultados. 

Como se puede observar en la tabla 12, todas las fracciones evaluadas tuvieron 

actividad en contra de M. tuberculosis H37Rv, sin embargo, la Fc8 mostró una mejor 

actividad antituberculosa con una MIC de 12.5 µg/mL.  

 

Tabla 10. MIC obtenida de las fracciones de la Fc Hex de la Raíz de B. alba. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Finalmente, se realizó un análisis de 1H-RMN a la Fc8 de B. alba, ya que es la 

Fc que mejor actividad antituberculosa mostró, esto con el fin de caracterizar a los 

metabolitos responsable de la actividad antituberculosa. 

Fracciones de B. alba 

Fracción MIC (µg/mL) 

1Ba 100 

2Ba 50 

3Ba 50 

4Ba 50 

5Ba 50 

6Ba 100 

7Ba 100 

8Ba 12.5 

9Ba >100 

10Ba >100 

11Ba >100 

12Ba >100 

13Ba >100 

MIC= Concentración Mínima Inhibitoria; NI= No Inhibitorio a la máxima 
concentración evaluada. Experimentos realizados: Replicas= 2, n=3. 



Capítulo 7. Resultados 

93 | P á g i n a  
 

7.8.1. Caracterización por 1H-RMN de la fracción 8 de la raíz de B. alba. 

Se obtuvo un espectro de 1H-RMN de la Fc8 de B. alba, ya que fue la que mostró 

una mejor actividad antimicobacteriana (Figura 35) en el cual se pueden observar las 

señales del compuesto responsable de la actividad antituberculosa. Se referenció 

TMS a δ= 0.0 ppm y las regiones de δ= 4.80- 4.90 ppm y δ= 3.30- 3.32 ppm se 

suprimieron debido a la señal residual de CD3OD.  

 

En la Figura 36, se observa un singulete con un desplazamiento químico de δ= 

7.89 ppm correspondiente a hidrógenos unidos a un sistema aromático, al igual que 

las señales que se encuentran en δ=6.53 y 6.26 ppm. En δ=4.85, 4.12, 4.11, 4.10 y 

4.06 ppm se observan señales correspondientes a protones vinílicos o de protones 

unidos a oxígenos. Por otra parte, se observan señales muy pequeñas en δ=2.60, 

2.58 y 2.56 que por el desplazamiento químico corresponden a protones de alquinos. 

En la región de δ= 3.37 a 2.26 ppm y otras señales más pequeñas en δ= 2.13 a 1.82 

ppm. Finalmente se observan las señales correspondientes a protones alifáticos con 

δ=1.61, 1.52, 1.29. 1.11, 1.02, 0.90 y 0.89 ppm respectivamente. 
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Figura 36. Espectro de 1H-RMN de la Fc8 de B. alba
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8. DISCUSIÓN 
 

 

8.1. Bidens alba 
 

En la determinación de la actividad antituberculosa de los extractos y fracciones 

de B. alba, todos los extractos y fracciones provenientes de la raíz presentaron 

actividad bactericida frente a M. tuberculosis a diferencia de los extractos provenientes 

de otras partes de la planta. La Fc Hex de flores, hojas y tallos fue activa a una MIC 

de 200 µg/mL, sin embargo, la Fc Hex de la raíz mostró una actividad superior a la 

obtenida por los demás extractos y fracciones mostrando una MIC de 25 µg/mL. Esta 

actividad antituberculosa de la Fc Hex puede deberse al hecho de que la pared celular 

de M. tuberculosis está compuesta principalmente de ácidos micólicos, por lo tanto, 

estos ácidos grasos de cadena larga no permiten que los compuestos polares 

penetren la pared celular de la micobacteria, sin embargo, los compuestos no polares 

pueden atravesarla sin ningún problema (Riley, 2010) pudiendo así llegar a su diana. 

Recientemente se evaluó la actividad antituberculosa de Bidens odorata por 

(Hernández-Sánchez et al., 2018), que es una planta del mismo género, pero diferente 

especie. Ellos reportan dos compuestos con actividad antimicobacteriana aislados de 

las fracciones de AcOEt y de EtOH/CH2Cl2, las cuales, presentaron MIC de 50 y 12.5 

µg/mL. Estos compuestos fueron caracterizados por RMN para conocer su estructura 

química; siendo que son plantas de la misma familia y género se espera encontrar 

compuestos similares, por lo que, en el presente trabajo se buscaron similitudes en 

los desplazamientos químicos reportados con los que obtuvimos. El primer compuesto 

que reportaron es un compuesto glucosídico que muestra desplazamientos químicos 

característicos de protones aromáticos en δ= 7.95, 7.46 y 7.13 ppm. También reportan 

protones vinílicos en δ= 7.63 y 6.34 y β-D-glucopiranosida δ= 4.57, 4.34, 3.79 y 3.52 

ppm. Al analizar los espectros obtenidos se encontraron desplazamientos químicos 

similares en algunos de los extractos, especialmente en las fracciones de CH2Cl2. Por 

ejemplo: en las flores, en las hojas y en los tallos de las fracciones de CH2Cl2 se 

pudieron observar desplazamientos químicos de protones aromáticos a δ= 8.11, 7.71, 
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7.62 ppm; protones vinílicos a δ= 5.34 ppm y también se podrían encontrar los 

desplazamientos de protones anoméricos en δ= 5.34, 4.29 y 4.22 ppm entre otros. Sin 

embargo, los extractos son mezclas complejas, por lo cual, no se puede atribuir la 

bioactividad a una sola molécula con cierto desplazamiento químico. Por otra parte, 

con se puede afirmar que, aunque a simple vista sean iguales B. alba y B. odorata son 

químicamente distintas (Heike, 1995; Vibrans, 2011) 

Por otra parte, el segundo compuesto reportado es el ácido 3-5 

dihidroxibenzoico, sin embargo, este ya ha sido aislado previamente de la planta 

Helianthemum canum y se demostró su actividad antibacteriana y antioxidante 

(Baldemir et al., 2017). Cabe destacar, que este grupo de estudio únicamente evaluó 

la parte aérea de la planta en su totalidad; en cambio, en el presente estudio se 

procesó cada parte de B. alba por separado y añadimos al estudio a la raíz. También, 

se realizaron diferentes extracciones y así, se pudo saber, qué parte de la planta en 

específico posee los compuestos con mejor actividad antituberculosa. Por lo que se 

pudo continuar con este trabajo de investigación sin llegar al mismo compuesto que 

ellos aislaron. 

Una vez, obtenidos los fingerprints y los resultados de la actividad 

antituberculosa de todos los extractos y fracciones se hizo uso de la quimiometría para 

llegar al compuesto activo (Cornejo-Báez et al., 2020). El PCA se usó para descubrir 

las relaciones entre un conjunto de variables (actividad biológica) con respecto a las 

variables de un conjunto de datos (perfiles químicos de los extractos y fracciones. La 

reducción de datos se consiguió manteniendo los primeros PCs que contienen la 

mayor parte de la información en los datos (McKenzie et al., 2011). Utilizando los 

perfiles químicos obtenidos por HPLC-UV se probaron distintas combinaciones de PC 

supervisando el comportamiento de las muestras respecto a su actividad 

antituberculosa obtenida previamente en los resultados in vitro (Anexos). La mejor 

combinación fue el PC3 con el PC5 ya que mostró una buena agrupación de las 

muestras respecto a la MIC obtenida en los ensayos in vitro, siendo que la Fc Hex de 

la raíz (la más activa) cayó separada del resto de los demás extractos y fracciones. Al 

revisar el loading plot se observaron las variables que influyeron en que la Fc Hex de 
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la raíz cayera alejada del resto de las muestras, esto la hace diferente de las demás, 

y al ser la que mostró una mejor MIC para M. tuberculosis, nos indica que estos 

compuestos tienen participación en la actividad antituberculosa. Por otra parte, se 

realizó el O-PLS en el cual se observaron como picos negativos a los picos 

responsables de la actividad antituberculosa, a un tR= 91.48, 91.17, 90.02, 80.29, 

66.98, 64.25, 41.74, 23.26 y 16.04 min. Al analizar el perfil cromatográfico de la Fc 

Hex de raíz de B. alba se pudo observar observar que los picos con tR= 91.02 – 91.48 

min corresponden a un solo pico grande que se encuentra al final del cromatograma. 

El pico negativo de tR=80.29 min no es representativo, por lo cual se descarta, los 

picos negativos de tR=66.98 y 64.25 min corresponden a otro pico grande situado en 

medio del cromatograma; los picos de tR=41.74 min no es representativo por lo cual 

se descarta. Los picos de tR=23.26 min se encuentra unido con uno de tR=25.24 min 

y finalmente el pico con tR= 16.04 min también se encontró en el cromatograma. Por 

lo anterior se presume que los picos negativos obtenidos en el O-PLS presentes en la 

Fc Hex de la raíz de B. alba son los mismos picos que los obtenidos en el X-variable 

line plot, a excepción de tR= 23.26 min. Aunque difieren en lo mínimo en los tiempos 

de retención, los picos involucrados en ambos análisis son los mismos. Por lo cual, se 

puede afirmar que los picos responsables de la actividad antituberculosa de la Fc Hex 

de la raíz son las variables presentes en tR= 16.04, 23.26, 64.25, 66.98, 90.02, 91.17, 

91.48 min (Figura 37).
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Figura 37. Cromatograma de la Fc Hex de Raíz de B. alba señalando los picos obtenidos en el modelo de O-PLS.
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8.2. Xylosma flexuosum 
 

El Ext Hex crudo de las hojas tuvo una MIC de 50 µg/mL, siendo el extracto que 

presentó mejor actividad inhibitoria de la micobacteria. Por otra parte, los Ext MeOH 

de tallos, hojas, PA y la Fc Hex resultaron no inhibitorias a la máxima concentración 

evaluada y los demás extractos mostraron una MIC de 200 µg/mL. No hay reportes 

sobre la actividad biológica de esta planta, incluso en México se considera en peligro 

de extinción(Menezes-De-Oliveira et al., 2011), sin embargo, hay reportes de que los 

extractos de otras especies de Xylosma han presentado moderada actividad 

antibacteriana, actividad citotóxica y antioxidante (Mosaddik et al., 2004) 

En el análisis quimiométrico de los perfiles cromatográficos, se probaron varias 

combinaciones de PC para el PCA, en donde el PC1 vs PC2 obtuvo la mejor 

agrupación, ya que todos los extractos se agruparon según su polaridad, es decir 

todas las muestras Hex formaron un cluster, las muestras con CH2Cl2 formaron el 

segundo cluster y por último las muestras provenientes del Ext MeOH se agruparon 

juntas, a diferencia de los clusters obtenidos con B. alba, que se agruparon de acuerdo 

a la actividad antituberculosa que presentaron los extractos. En el análisis de O-PLS, 

se realizó el contribution plot del Ext Hex de Hojas y se obtuvo como resultado que los 

picos negativos responsables de la actividad antituberculosa son las variables: 155, 

223, 269, 1626-1632, 24.82 y 3793-3822 que corresponden a los tR=2.05, 2.96, 3.57, 

21.66-21.71, 25.54-25.85, 26.69-26.76, 33.08 y 50.56-50.94 min. Al analizar el perfil 

cromatográfico del Ext Hex de Hojas se pudo observar que hay picos que 

efectivamente se encuentran en el cromatograma y hay picos que son muy 

pequeñitos, ya que se encuentran al ras de la línea base como los de tR=27.52 y 26.69-

26.76 min. Los cuales fueron descartados. En la Figura 38 se muestra el perfil 

cromatográfico del Ext Hex de Hojas, sin embargo, el pico en tR=25.54-25.85 se 

descartó del análisis a pesar de ser el pico negativo con mayor contribución en el O-

PLS. Como mencionamos anteriormente en el X-variable line plot de PCA nos arrojó 

las variables con tR=24.72-24.79 min. Como las que tienen mayor contribución en la 

muestra, y comparándolos en el perfil cromatográfico corresponden a unos de los 

picos más evidentes del cromatograma del Ext Hex de Hojas. En este caso, este pico 



Capítulo 8. Discusión 

100 | P á g i n a  
 

puede estar enmascarado por el efecto del pico mayoritario que se encuentra al lado, 

por lo cual, se le puede atribuir a que las variables con tR= 24.72 a 25.56 son 

provenientes del mismo pico en el cromatograma. Con estos análisis concluimos que 

hay 7 picos responsables de la actividad antituberculosa del Ext Hex de las Hojas se 

encuentran ubicados en tR=2.05, 2.96, 3.57, 21.66-21.74, 24.72-25.56,33.08 y 50.56-

50.94 min.  

El extracto más activo fue el Ext Hex de las hojas, por lo cual, se realizó el 

fraccionamiento y se volvió a determinar la actividad antituberculosa de cada una de 

las fracciones, siendo la Fc8 la más activa, sin embargo, la MIC no mejoró, se mantuvo 

en 50 µg/mL. Probablemente en la Fc8 aún hay otros compuestos que enmascaran la 

actividad antituberculosa del compuesto que ejerce la inhibición de M. tuberculosis. 

Debido a ciertos contratiempos con la pandemia, no se pudieron obtener los espectros 

de las muestras de X. flexuosum ni de la Fc8 debido al poco rendimiento obtenido, sin 

embargo, sería una buena opción continuar con este trabajo, ya que hay poca 

información sobre esta planta. Y sería bueno conocer la naturaleza de los compuestos 

que participan en la actividad antituberculosa de este extracto, y en el mejor caso 

aislarlos e identificarlos. Como se mencionó anteriormente se sabe muy poco de esta 

planta, sin embargo, hay reportes de que la familia Flacourtiaceae posee terpenos,  

lactonas y  azúcares (Menezes-De-Oliveira et al., 2011; Nko’o et al., 2021) , además 

hay reportes de que el compuesto 8-hidroxi-6-methoxi-pentilisocoumarina presenta 

actividad contra M. tuberculosis con una MIC de 40.5 μg/mL, debido a ello, el 

compuesto responsable de la actividad antituberculosa probablemente tenga una 

estructura similar, ya que las MICs se asemejan mucho (Truong et al., 2011b). 
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Figura 38. Cromatograma señalando los picos obtenidos en el modelo de O-PLS además del pico obtenido en el resultado del X-variable line plot señalado con 

una elipse.
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8.3. Quimiometría de 1H-RMN de la planta más activa 
 
 

Una vez obtenidos los resultados del análisis quimiométrico de HPLC-UV de 

ambas plantas, se determinó que la planta más activa fue B. alba, en especial la Fc 

Hex de la raíz, que en el contribution plot nos mostró 5 picos negativos con una 

contribución mayor a 2, por lo cual, quiere decir que la acción de estos metabolitos es 

poco probable que se esté enmascarando con otros compuestos minoritarios 

radames, umetrics.Por tal motivo se decidió realizar un análisis quimiométrico de los 

perfiles por 1H-RMN.  

En el PCA se probaron y supervisaron distintas combinaciones de PC, la que 

mejor correlación mostró de acuerdo con la polaridad de las muestras fue PC2 vs PC3. 

Sin embargo, no mostró una buena separación de las muestras como en el caso del 

PCA por HPLC-UV. El análisis del loading plot se dificultó un poco, ya que todas las 

variables de interés se encontraban muy juntas, lo cual dificultó la identificación cuáles 

de las variables que están presentes en la Fc Hex de la raíz. 

Por otra parte, el análisis de O-PLS mostró como responsables de la actividad 

antituberculosa a las señales presentes en 0.92, 1.28, 1.44, 3.92, 4.20, 4.28, 7.60, 

7.72 y 8.08 ppm. Al buscar estas señales en el espectro de la Fc Hex de la Raíz de B. 

alba se observó que algunas de estas señales si están presentes y otras no. En la 

Figura 39 se muestran las señales ampliadas de 1H-RMN. La primera variable tomada 

en cuenta fue la 23 que está en 0.92 ppm, al analizar el espectro se pudo observar 

que sí se encuentra, sin embargo, es un pico no bien definido y pequeño, estos 

hidrógenos están situados sobre cadenas alifáticas, ya que estos protones presentan 

valores de δ próximos a 1.0. La variable 32 es la más grande, por lo cual puede tener 

más peso en el análisis. Está situada en 1.28 ppm, se puede ver en la imagen que 

corresponde a la mitad de un pico muy alto, por lo cual esta señal puede involucrar 

más de una variable, esto lo confirmamos al ver el grafico de contribución, donde se 

observa que la variable 33, sin embargo, la barra es muy pequeña por lo cual no se 

consideró, pero puede ser que estas variables pequeñas tengan la actividad biológica 

aún más fuerte que las demás variables, pero su efecto se encuentra enmascarado 
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por las variables de mayor tamaño (Alvarez-zapata et al., 2015), en este caso los 

valores de δ también corresponden a protones alifáticos, que comparando resultados 

con el O-PLS de HPLC-UV son los protones del compuesto que salió a un tR= 90.02- 

91.48 min., lo cual explica la polaridad de estos. 

Por otra parte, la variable 105 corresponde a la señal en δ= 4.20 ppm que en el 

contribution plot es la segunda más grande, sin embargo, al buscar la señal en el 

espectro, no apareció. Por lo cual, la variable se descarta como posible responsable 

de la actividad antituberculosa. La siguiente variable analizada fue la 107, 

correspondiente a 4.28 ppm, se encontró la señal en dicha región del espectro y 

corresponde a la parte central derecha de un triplete, en este caso la acción pudiera 

deberse a protones anoméricos. Recordando los picos obtenidos en el análisis de O-

PLS de los perfiles cromatográficos, se obtuvo un pico en tR= 16.04 min, en este caso 

podría deberse a la presencia de algún azúcar ejerciendo este tipo de acción, ya que 

los azucares son compuestos polares que bien pueden eluir a este tiempo de 

retención. La siguiente señal analizada fue la correspondiente a 7.60 ppm 

correspondiente a la variable 190, en la señal se encontró que corresponde a un pico 

bien definido, la siguiente señal situada en 7.72 ppm correspondiente a la variable 

193, muestra dos señales juntas. Estas señales ubicadas en 7.60 y 7.72 ppm 

corresponden a hidrógenos unidos a un sistema aromático. Finalmente se identificó la 

variable 202 correspondiente a la señal en 8.08 correspondiente a dos picos muy 

pequeños juntos, que también se atribuye la actividad a un compuesto aromático de 

acuerdo con los desplazamientos químicos que adoptan los protones en RMN, los 

cuales se pueden correlacionar con el pico situado en tR=64.25-66.98 min, compuesto 

que posee mediana polaridad.  
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Figura 39. Regiones ampliadas de los espectros de 1H-RMN de la Fc Hex de B. alba. 

 

 

Como el extracto más activo fue la Fc Hex de la raíz se llevó a cabo un 

fraccionamiento para corroborar que las señales que el O-PLS mostró como 

responsables de la actividad antituberculosa estuvieran presentes en la fracción con 

mejor actividad se optó por realizar un fraccionamiento con una columna 

cromatográfica. Una vez obtenidas las fracciones se realizó la determinación de la 

MIC para detectar la fracción más activa contra M. tuberculosis por medio del ensayo 

MABA, los resultados revelaron que la Fc8 fue la que mejor actividad mostró frente a 

δ=0.92 ppm δ=1.28 ppm 

δ=4.28 ppm δ=7.60 ppm 

δ=7.72 ppm δ=8.08 ppm 
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M tuberculosis H37Rv con una MIC de 12.5 µg/mL. Con estos resultados se puede 

afirmar que B. alba tiene metabolitos con actividad antituberculosa, ya que la Fc8 

duplicó su actividad antimicobacteriana (recordando que antes del fraccionamiento 

presentaba una MIC de 25 µg/mL). Por este motivo, la Fc8 se sometió nuevamente a 

un análisis de 1H-RMN en donde se pudo observar los desplazamientos químicos 

correspondientes a los protones presentes en los metabolitos con actividad 

antituberculosa que se encontraron en esta fracción. 

Aunque la Fc8 sigue siendo una mezcla homogénea de compuestos y no se 

encuentra totalmente pura debido al poco rendimiento que se obtuvo en el 

fraccionamiento, con el análisis de 1H-RMN se puede conocer la naturaleza de los 

metabolitos presentes en esta fracción y proponer la estructura del compuesto 

antituberculoso (Figura 40), ya que se tiene documentado que tipo de compuestos 

predominan en la familia Asteraceae y sobre todo en el género Bidens.  

La familia Asteraceae son ricas en metabolitos secundarios de diferentes clases 

químicas entre los que destacan poliacetilenos, sesquiterpenos, lactonas, alcaloides 

y flavonoides (Sharma et al., 2017). Además, en la literatura hay reportes de que la 

familia Asteraceae tiene compuestos conocidos como guaianolide, que son una clase 

importante de metabolitos secundarios muy activos (X. Hu et al., 2019). Por otra parte, 

se conoce que el complejo Bidens pilosa, al cual pertenece B. alba (Ballard, 1986) 

presentan entre sus principales metabolitos secundarios poliacetilenos, chalconas, 

flavonoides, terpenos y fenilpropanoides (Grombone-Guaratini et al., 2005; Silva et al., 

2011; Lv and Zhang, 2013; Hu et al., 2018), por lo cual, con base a esto y a las señales 

obtenidas en el espectro de 1H-RMN se puede proponer la estructura del metabolito 

involucrado en la actividad antituberculosa. Además, es importante señalar, que los 

flavonoides, fenilpopanoides y chalconas son metabolitos secundarios que tienen 

afinidad por disolventes polares debido a los grupos funcionales que se encuentran 

presentes en estas moléculas, por lo cual, prácticamente se descartan estas clases 

de metabolitos secundarios, ya que los extractos polares y medianamente polares no 

mostraron una MIC significativa, a diferencia de los extractos y fracciones hexánicos. 



Capítulo 8. Discusión 

106 | P á g i n a  
 

Existen reportes de que se han encontrado poliacetilenos en la superficie exterior 

de algunas raíces de plantas en mayor concentración (Rawson et al., 2013), Además, 

los poliacetilenos producidos por la familia Asteraceae son estructuralmente diversos 

e incluyen tiofenos, alcamidas, lactonas, furanos, espirocetales, aromáticos y 

glucósidos (Pollo et al., 2013a). 

 

Al analizar el espectro obtenido de la Fc8 con los resultados obtenidos del 

análisis de O-PLS se puede observar que la señal en δ=0.92 ppm se encuentra aún 

presente en la Fc8, además hay otras señales a los lados. La señal en δ=1.28 ppm 

también está presente en la Fc8 formando parte del pico más alto y abarcando la 

región desde δ=1.28 – 1.30 ppm. Como la fracción es hexánica lo que más se observa 

en esta región son señales de protones alifáticos. Por otra parte, la región de δ=2.5-

3.0 ppm es característica de protones de alquinos, en el espectro se pueden ver las 

señales presentes en esa región, sin embargo, son muy pequeñas, debido a que 

pueden estar a muy bajas concentraciones. Existen reportes de que los poliacetilenos 

se encuentran en bajas concentraciones debido a que son muy inestables y reactivos, 

ya que son muy susceptibles a sufrir reacciones de oxidación, cuando las formas 

aisladas son expuestas al aire; suelen degradarse con la luz o a descomponerse 

debido a una variación de pH (Minto and Blacklock, 2008; Silva et al., 2015). La 

detección e identificación de poliacetilenos en plantas es fundamental debido a que 

exhiben importantes propiedades biológicas y algunos de ellos han demostrado tener 

actividad antiviral (Pollo et al., 2013b), antibacteriana (Móricz, Ott and Morlock, 2018), 

antibiofilms (Emad et al., 2020), angiogénica (Zhu et al., 2021), citotóxica (Ki et al., 

2020; Xu et al., 2020) y antiinflamatoria (Xu et al., 2020; Li et al., 2021) e incluso, se 

han aislado poliacetilenos que mostraron actividad antimicobacteriana (Schinkovitz 

and Michael Stavri, 2008). Por otra parte, se ha identificado en B. alba el poliacetileno 

fenil-hepta-1,3,5-triino que ha demostrado tener actividad larvicida (Arnason et al., 

1981).  

En la región de δ=6.5 – 8.0 ppm es donde se observan los protones unidos a un 

sistema aromático, en este caso se observa un singulete en δ=7.89, probablemente 

se trata de un aromático sustituido con algo que lo está desplazando hacia campo 
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alto. El O-PLS nos arroja que las señales presentes en δ=7.60, 7.72 y 8.08 ppm son 

las responsables de contribuir a la actividad antituberculosa, aunque no son las 

mismas señales que de δ=7.89 ppm, se trata de un protón aromático, el cual podría 

tratarse de un flavonoide, fenilpropanoide o una chalcona, que han mostrado tener un 

amplio espectro de actividades biológicas (Hoffmann and Hölzl, 1988; Redl, Davis and 

Bauer, 1992; Oliveira et al., 2004b; Chang et al., 2007; Yuan et al., 2008; Alves Borges 

Leal et al., 2021; Ferreira et al., 2021; Xavier et al., 2021; Yang et al., 2021). Sin 

embargo, como se mencionó anteriormente, estos tipos de metabolitos secundarios 

se descartan ya que estos compuestos son muy polares y es muy poco probable 

encontrarlos en una fracción hexánica, además el OPLS no marcó como tal este 

desplazamiento químico, por lo cual se descarta. 

Con todos estos resultados y el análisis realizado, no se puede atribuirle la 

actividad antituberculosa a un compuesto químico en específico, ya que no fue posible 

obtener una fracción totalmente pura y, en consecuencia, aún hay metabolitos que 

están expresándose en el perfil químico de 1H-RMN y que probablemente no tengan 

ninguna relación con la actividad antituberculosa, sin embargo, se puede conocer un 

poco sobre la naturaleza de los metabolitos responsables de la actividad 

antituberculosa. Se sugiere que el compuesto activo podría ser un poliacetileno, ya 

que esta planta contiene en su mayoría este tipo de metabolitos secundarios, además, 

el O-PLS muestra la presencia de protones unidos a oxígenos, característicos de 

glúcidos (δ=4.20 y 4.28 ppm), por lo anterior, este poliacetileno podría estar unido a 

un azúcar, estructuras que se han encontrado en este género y especies del complejo 

B. pilosa. Recientemente se identificaron dos nuevos poliacetilenos glucosados en B. 

parviflora, para lo cual elucidaron sus estructuras mostrando desplazamientos 

químicos similares a los que obtuvimos en el O-PLS. Ellos reportan desplazamientos 

químicos de los protones vecinos al triple enlace de δ=4.83 ppm a 5.85 ppm, si bien 

es cierto que no se tienen estos desplazamientos químicos exactamente, es porque 

los sustituyentes no son los mismos, y eso afecta en el desplazamiento químico. 

Además, se reportan los desplazamientos químicos de los protones unidos a una 

cadena alifática que posee este poliacetileno, coincidiendo en las señales que el O-

PLS nos da con mayor contribución (δ=0.092 y 1.28 ppm) (Zhu et al., 2021). Además, 
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estos desplazamientos químicos también concuerdan con lo reportado previamente 

por (Kobaisy et al., 1997). 

Los poliacetilenos son moléculas hidrófobas que han demostrado tener actividad 

antibacteriana y antimicobacteriana (Kobaisy et al., 1997; Schinkovitz and Michael 

Stavri, 2008). Se conoce que los posibles mecanismos de acción de los poliacetilenos 

se deben principalmente a la reactividad del triple enlace, lo que los hace susceptibles 

a una amplia gama de reacciones de sustitución, adición y ciclación, las cuales juegan 

un papel importante en la unión a proteínas (Rawson et al., 2013). Debido a ello, se 

puede suponer que este metabolito entra por difusión a través de la pared celular de 

M. tuberculosis, igual que la rifampicina; una vez que llega al citoplasma interactúa 

con ciertas proteínas o enzimas responsables de la síntesis de ácidos micólicos. Por 

otra parte, los poliacetilenos se asemejan al ácido oleico y linoleico, que se ha 

demostrado que inhiben la biosíntesis de ácidos grasos de la pared celular de las 

bacterias ácido-lácticas, por lo cual, la acción de los poliacetilenos puede deberse a 

este modo de acción, o bien, pueden actuar inhibiendo la insaturación de los ácidos 

grasos que la bacteria sintetiza para su pared celular, provocando así que estos se 

acumulen dentro de la micobacteria ocasionando que se muera (Schinkovitz and 

Michael Stavri, 2008; Rawson et al., 2013; Gómez-Tangarife et al., 2018). En adición, 

si se observan las estructuras de todos los fármacos con actividad antituberculosa, la 

mayoría de ellos tiene al menos un grupo amino en su estructura, por lo cual, también 

debe ser algo importante para la actividad contra M. tuberculosis, debido a ello, no se 

puede descartar que el poliacetileno al cual se le está atribuyendo la bioactividad 

pueda tener algún nitrógeno en su estructura, el cual, podría estar potenciando su 

actividad.
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Figura 40. Espectro de la Fc 8 de la Fc Hex de la raíz de B. alba, se pude ver la naturaleza de los protones presentes en los 
metabolitos con actividad antituberculosa

H de alifáticos H de alquinos H de alquenos H de aromáticos 

H de hidroxilos 



Capítulo 9. Conclusiones 

110 | P á g i n a  
 

9. CONCLUSIONES 
 
 
 

Bidens alba y Xylosma flexuosum presentan compuestos con actividad contra 

M. tuberculosis. La fracción hexánica de la raíz de B. alba presentó una MIC de 25 

µg/mL, y la fracción 8 proveniente de la fracción hexánica de la raíz exhibió una MIC 

de 12.5 µg/mL.  Por otra parte, el extracto hexánico de X. flexuosum presentó una MIC 

de 50 µg/mL. Con estos resultados se respalda el uso de estas plantas en la medicina 

tradicional del estado de Veracruz para el tratamiento de la tuberculosis. 

El análisis quimiométrico de los perfiles cromatográficos de B. alba, reveló que 

existe una buena correlación entre los clusters formados de acuerdo a la actividad 

biológica obtenida en los ensayos de MABA. El O-PLS de los perfiles cromatográficos 

pudo determinar los picos que tienen mayor contribución en la actividad 

antituberculosa, encontrándose en tR= 16.04, 23.26, 64.25-66.98 y 90.02-91.48 min. 

En cuanto a X. flexuosum el PCA agrupo a las muestras de acuerdo con la polaridad 

de los extractos, el O-PLS determinó los picos responsables de la actividad 

antituberculosa, encontrándose en tR=2.05, 2.96, 3.57, 21.66-21.74, 33.08 y 50.56-

50.94 min. 

El análisis quimiométrico de 1H-RMN de B. alba O-PLS nos mostró las señales 

de los protones presentes en la molécula con actividad antituberculosa, sin embargo, 

no todas las señales se encontraron presentes en la fracción 8, siendo los protones 

con δ=0.92, 1.28, 4,20 y 4.28 ppm los que se encontraron presentes en la fracción 8, 

atribuyéndole la bioactividad a un poliacetileno glucosado, ya que los desplazamientos 

químicos corresponden a este tipo de metabolitos. 

Se pudieron determinar los metabolitos responsables de la actividad 

antituberculosa de B. alba y X. flexuosum. Mientras que con los datos obtenidos por 

1H NMR, se determinó la naturaleza de los tipos de protones presentes en las 

moléculas con actividad antituberculosa.
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10. PERSPECTIVAS 
 

Con los resultados obtenidos, es pertinente realizar una nueva colecta de 

material vegetal, en el mismo lugar y en la misma temporada en la que se colectó. 

Realizar las fracciones hexánicas de interés de la misma forma, pero tratando de 

obtener un mayor rendimiento, para poder aislar e identificar al metabolito responsable 

de la actividad antituberculosa de ambas plantas. 

Evaluar la toxicidad de los extractos y de las moléculas bioactivas aisladas en 

líneas celulares de macrófagos. 
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12. ANEXOS 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Anexo 1. Perfiles cromatográficos de extractos y fracciones de B. alba a 210 nm sin corrección de 
línea base ni alineación de picos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 2. Perfiles cromatográficos de B. alba a 210 nm con línea base corregida y picos alineados. La 
muestra señalada corresponde al extracto de Hojas MeOH, que no queda del todo alineado, por lo 
cual se excluye de los datos.

Ext. MeOH Hojas 
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Anexo 3. Perfiles cromatográficos de extractos y fracciones de B. alba a 285 nm sin corrección de 
línea base ni alineación de picos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
Anexo 4. Perfiles cromatográficos de B. alba a 285 nm corregidos. La muestra señalada corresponde 
al extracto de hojas MeOH que no queda del todo alineado, por lo cual se excluye de los datos. 
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Anexo 5. Perfiles cromatográficos de extractos y fracciones de B. alba a 285 nm con línea base 
corregida y picos alineados, el extracto de Hojas MeOH fue excluido del análisis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 6. Perfiles cromatográficos de extractos y fracciones de X. flexuosum a 210 nm, sin 
correcciones. 
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Anexo 7. Perfiles cromatográficos de X. flexuosum a 285 nm sin corrección de línea base ni 
alineación de picos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 8. Perfiles cromatográficos de extractos y fracciones de X. flexuosum a 285 nm con corrección 
de línea base y alineación de pico.
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Anexo 9.Graficos de score plot obtenidos de la combinación de diferentes Pcs.
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Anexo 10. Espectros de H-RMN apilados con señales de disolvente de referencia CD3OD en δ=3.31 y 4.85 ppm. de todos los extractos y 
fracciones de B. alba.

Flores MeOH 

Flores Fc CH
2
Cl

2
 

Flores Fc Hex 

Raíz MeOH 

Flores Hex 

Raíz Fc CH
2
Cl

2
 

Raíz Hex 

Raíz Fc Hex 

Tallos MeOH 

Tallos Hex 

Tallos Fc CH
2
Cl

2
 

Tallos Fc Hex 

Hojas MeOH 

Hojas Fc CH
2
Cl

2
 

Hojas Hex 

Hojas Fc Hex 



Capítulo 11. Anexos 

132 | P á g i n a  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 11. TLC de las fracciones obtenidas de la Fc Hex de B. alba. LA fc 8 que resultó ser la más activa está conformada por las fc 20, 21, 22, 
23, 24, 25 y 26. 
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Anexo 12. Determinación de la MIC de las fracciones obtenidas de la Fc Hex de la raíz de B. alba por medio del ensayo MABA 
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Anexo 13. Memoria en extenso de la 16a Reunión Internacional en Investigación en Productos 
Naturales.Mayo de 2021. 
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Anexo 14. Poster presentado en la 16a Reunión Internacional en Investigación en Productos 
Naturales, mayo de 2021. 
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Anexo 15. Artículo de revisión generado como producto de este trabajo de tesis, Revista Drug 
Discovery Today, enero 2020. 
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Anexo 16. Poster presentado en el Simposio de Química Aplicada, facultad de QFB, Xalapa. Octubre 
de 2019. 
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Anexo 17. Poster presentado en la Reunión de egresados y estudiantes de la Maestría en Química 
Bioorgánica y el Doctorado en Ciencias Biomédicas, marzo de 2018. 


