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RESUMEN

La bacteria Helicobacter pylori es reconocida como la principal causa de gastritis crénica,
tlceras géstricas y duodenales y algunos tipos de céncer gastrico. En los dltimos afios se han
tratado estas patologias no solo con agentes antidcidos y gastroprotectores, sino que ademds
se han incorporado antibidticos para erradicar a la bacteria. Sin embargo, en algunos casos,
estas terapias no son exitosas debido a que desarrolla resistencia a los antibioticos existentes,
situacion que ha llevado a la busqueda de nuevos compuestos que garanticen su control,
ademds de que reduzcan los efectos secundarios. En este trabajo se investigd la actividad
antibacteriana sobre H. pylori de 3 plantas de la familia Agavacea. Las especies seleccionadas
fueron Agave lechuguilla, A. lophantha y A. victoria reginae, ya que ademas de que poseen
diversas caracteristicas utiles para el hombre, son consideradas efectivas en medicina
tradicional para tratar otros padecimientos infecciosos de origen bacteriano por poseer
metabolitos que pueden actuar como agentes bactericidas. Se obtuvieron extractos
metanolicos para cada una de las especies y se detectd la presencia de insaturaciones,
saponinas, carbohidratos y alcaloides mediante el estudio fitoquimico. Se evalué la actividad
de los extractos de A. lechuguilla y A. lophantha mediante el método de dilucion en agar y se
observé que mostraron actividad frente a H. pylori a las concentraciones de 10 y 5 mg/mL y
10 mg/mL respectivamente. El extracto de A. victoria reginae no mostro actividad a ninguna
de las concentraciones probadas. En base a estos resultados se realizd la extraccién de
saponinas y se realizaron pruebas que confirmaron la presencia de estos compuestos. Se
evalué la actividad antibacteriana de las saponinas de A. lechuguilla y A. lophantha obtenidas
y se demostré que ambas presentan actividad a las concentraciones de 5, 1, 0.5 y 0.25 mg/mL.
Se realizaron estudios citotéxicos de las saponinas de A. lechuguilla en células PBMC
(células mononucleares de sangre periférica, “Peripheral Blood Mononuclear cells”)
utilizando los métodos de azul de tripano y MTT en concentraciones de 0.065 a 265 mg/mL.
Los resultados demostraron el 98 % de viabilidad de las células sanguineas mononucleares,
por lo que se considera que no son toxicas para las células. Se procedié a llevar a cabo la
identificacion de la estructura de la saponina mediante métodos espectroscopicos de IR y de
Masas, con la informacién obtenida podemos deducir que el compuesto aislado de A.
lechuguilla es una saponina esteroidal con una aglicona C,7H440O3 (m/z 416), que tiene unido
un oligosacédrido formado por 4 hexosas y una pentosa a la cual se le atribuye la actividad
antibacteriana. Con los resultados obtenidos podemos considerar que este trabajo de
investigacion serd de mucha utilidad ya que podemos contribuir en la solucién de infecciones
y complicaciones por el patégeno Helicobacter pylori.
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ABSTRACT

The bacterium Helicobacter pylori is recognized as the main cause of chronic gastritis, gastric
and duodenal ulcers and some types of gastric cancer. In recent years, these pathologies have
been treated not only with antacid agents and effect, they have been also incorporated
antibiotics to eradicate the bacteria. However, in some cases, these therapies are not
successful since it develops resistance to existing antibiotics, situation that has led to the
search for new compounds that guarantee their control, in addition to reduce side effects. This
work investigated the antibacterial activity of H. pylori in 3 plants of the family Agavacea.
The selected species were Agave lechuguilla, A. lophantha and A. victoria reginae, since in
addition to possess different characteristics useful to man, are considered effective in
traditional medicine to treat other infectious diseases of bacterial origin by its metabolites that
can act as antibacterial agents. Obtained extracts methanol to each of the species and detected
the presence of saponins, carbohydrates and alkaloids by means of the phytochemical study.
Assessed the activity of the extracts of A. lechuguilla and A. lophantha using the agar dilution
method and it was observed that they showed activity against H. pylori at concentrations of 10
and 5 mg/mL and 10 mg/mL respectively. The extract of A. victoria reginae showed no
activity at any of the concentrations tested. On the basis of these results was the extraction of
saponins and tests that confirmed the presence of these compounds were carried out.
Evaluated the antibacterial activity of saponins from A. lechuguilla and A. lophantha obtained
and showed that both present activity at concentrations of 5, 1, 0.5, and 0.25 mg/mL.
Cytotoxic studies were carried out in saponins of A.lechuguilla into cells PBMC
(mononuclear cells of peripheral blood, "Peripheral Blood Mononuclear cells") using blue
trypan and MTT methods concentrations of 0.065 to 265 mg/mL. Results showed 98
feasibility of mononuclear blood cells, so it is considered that they are not toxic to the cells.
Proceeded to carry out the identification of the structure of saponin by spectroscopic methods
IR and mass, with the information obtained, we can deduce that compound isolated from A.
lechuguilla is a saponin steroid with a Cp7H440O3 (m/z 416) aglycone, which has attached an
oligosaccharide formed by 4 hexose and a pentose is attributed to which the antibacterial
activity. With the obtained results we can consider that this research work will be very useful
because we can contribute to the solution of infections and complications by the pathogen
Helicobacter pylori.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempo inmemorial el hombre ha recurrido a las plantas en busca de
curacion para sus males y alivio a sus dolores. Esa bisqueda lo ha hecho profundizar
en el conocimiento de las especies vegetales que poseen propiedades medicinales y
ampliar su experiencia en el empleo de los productos que de ellas extraen (Palacios,
etal., 2011).

En ésta época en la que el consumo individual de medicamentos ha
aumentado tanto, surge la tendencia a volver a las fuentes naturales para curar las
enfermedades, entre ellas las gastrointestinales.

La década de los afios 80, marcé el inicio de una nueva era en la patogenia de
dichas enfermedades. El azar permitié descubrir una nueva bacteria, llamada desde
entonces Helicobacter pylori y su relacion con las enfermedades gastroduodenales
(Warren y Marshal 1984).

Tras un periodo de considerable escepticismo, el Helicobacter pylori es
considerado en la actualidad como el agente principal en la patogenia de las ulceras
gastroduodenales, la gastritis crénica activa tipo B, el adenocarcinoma géstrico y el
linfoma tipo MALT, estimdndose que la prevalencia mundial esta por arriba del 50
% vy, en el caso de México, la seroprevalencia es del 66% (Palacios, et al., 2011).

En 1994 la Conferencia Consenso de los Institutos Nacionales de Salud,
declaré a H. pylori como la principal causa de la tlcera péptica (IARC, 1994) y en

ese mismo afo, la Agencia Internacional para la Investigaciéon del Cancer, de la



Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la clasific6 como un definitivo
carcindgeno clase I (International Agency for Research on Céncer, 1994).

La infeccién por H. pylori debe ser tratada con antibiticos como cualquier
otra infeccién bacteriana.

El tratamiento para la erradicacién de H. pylori consta de varios esquemas
que van desde monoterapia hasta la combinacion de una variedad de medicamentos,
desde bloqueadores de la acidez, como inhibidores de la bomba de protones
(omeprazol, lansoprazol, pantoprazol y rabeprazol) y antibiticos como amoxicilina,
claritromicina o metronidazol) (Romo, et al. 2010).

La resistencia de los microorganismos a los antibidticos comerciales es uno
de los retos méas grandes que enfrentan los sistemas de salud publica del mundo y H.
pylori no es la excepcion, debido a que las vias terapéuticas de erradicacion del H.
pylori existentes se convierten cada vez en menos confiables dados los altos costos
de éstos medicamentos, los efectos secundarios provocados a los pacientes, el
incumplimiento con la terapia indicada y la presencia de cepas resistentes a los
antibidticos usados cominmente en el tratamiento (Palacios, et al., 2011).

En vista de la incompleta erradicacion lograda por la terapia tradicional, es
necesaria la biisqueda de nuevas opciones terapéuticas para el tratamiento de la
infeccién por H. pylori.

Los productos naturales, especificamente los de origen vegetal, constituyen
potenciales fuentes para el descubrimiento y desarrollo de nuevos agentes efectivos
contra las infecciones que hoy en dia resultan dificiles de tratar (Palacios, et al.,

2011).



2. HIPOTESIS

Los compuestos presentes en las especies Agave lechuguilla, A. lophanta y A.

victoria reginae tienen actividad inhibitoria sobre Helicobacter pylori.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos de 3 plantas de la familia

Agavaceae sobre Helicobacter pylori e identificar los compuestos activos.

3.2 Objetivos particulares

1. Obtener los extractos metandlicos de los agaves en estudio e identificar
parcialmente sus metabolitos.

2. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos de los agaves sobre H.
pylori.

3. Separar e identificar compuestos de los extractos activos por métodos
cromatograficos.

4. Evaluar la actividad contra H. pylori de los compuestos obtenidos.

5. Evaluar la citotoxicidad de los compuestos activos.

6. Identificar por métodos espectroscopicos los compuestos activos.



4. ANTECEDENTES

4.1 Aspectos historicos y descubrimiento de Helicobacter pylori

A pesar de que H. pylori acompaiia al ser humano desde tiempos inmemoriales, los
cientificos tardaron mas de un siglo en identificarla. En 1875, en un trabajo realizado
en el Royal Perth Hospital de Australia, anatomistas alemanes lograron visualizar
bacterias helicoidales en la superficie de la mucosa gastrica en el 98% de las gastritis
cronicas y en el 80% de los pacientes con ulcera géstrica, utilizando la tincion de
plata de Warthin-Starry, sin embargo, el descubrimiento fue ignorado al no conseguir
que los microorganismos crecieran en un cultivo puro (Blaser, 2005).

Pero la visualizacion de las bacterias espirales en el estdmago no era algo nuevo. Las
primeras descripciones se remontan a finales del siglo XIX, habiendo sido descritas
en el jugo gastrico de perros y gatos en 1893 por Bizzozero seguido de Salomon en
1896 (Gonzalez-Morales, y col., 2004).

Resulta curioso que, a pesar de que en 1906 Krienitz encontrara estos organismos en
el jugo gastrico de pacientes con cdncer de estomago, sea dificil encontrar referencias
bibliogréficas hasta 1938, cuando Doenges realiz6 el primer estudio sistemdtico en
busca de las bacterias helicoidales en necropsias de estdmagos humanos y encontrd
organismos espirales en el 43% de los humanos estudiados. Por primera vez en 1975,

la gastritis se asocid con la presencia de una bacteria Gram negativa en la mucosa



gistrica misma que Warren observé en 1979, en biopsias géstricas, en forma de

espiral y localizadas debajo de la capa mucosa (Gonzdlez-Morales, y col., 2004).

Fue hasta 1982 que los doctores Australianos J. Robin Warren y Barry J. Marshall
aislaron por primera vez de la mucosa gistrica humana a H. pylori. En 1983,
Marshall y Skirrow acuerdan el nombre de Campylobacter pyloridis ya que el
porcentaje de G mds C en su DNA fue de 34% que correspondia al rango normal de

Campylobacter (Dunn, et al., 1997; Konturek, et al., 2006).

Para demostrar la patogenicidad de esta bacteria Marshall decidié ingerir una
muestra de cultivo obtenido de un hombre de 66 afios de edad con diagndstico de
dispepsia no ulcerosa, 14 dias después resulté con la misma enfermedad. Al cabo de
10 dias se demostré histologicamente que se trataba de una gastritis. En 1987 se le
denominé Campylobacter pylori para adaptarse a la nomenclatura de la época.
Finalmente en 1989, Goodwin, gracias a sus trabajos, lo incluye en el género
Helicobacter con base en la secuencia de bases de la molécula 16S del RNAr. Desde
entonces se le denominé Helicobacter pylori y se han aislado distintas especies de
origen géstrico y no géstrico, del hombre y animales (Gonzalez-Morales, y col.,

2004).

En 1994, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, una
institucion de la OMS, revisé la evidencia disponible y clasificé a H. pylori como
carcindgeno humano tipo I y en el afio 2005, el premio Nobel de Fisiologia y
Medicina fue otorgado a Barry Marshall y Robin Warren por su descubrimiento de

H. pylori y estudios acerca de su fisiologia y ecologia (Konturek, et al., 2006).



4.2 Microbiologia

4.2.1 Caracteristicas morfoldogicas

H. pylori es un bacilo Gram negativo, existe en diversas formas: bacilo, espiral corta,
hélice, aunque también se puede encontrar en forma de coco. Esta ultima forma es
inducida por estrés ambiental en condiciones de cultivo desfavorables, como pH
alcalino, temperatura elevada, aumento en la tension de oxigeno, cultivo prolongado
o en presencia de antibidticos. H. pylori mide aproximadamente 2.5 - 5.0 um de
largo y 0.5 - 1.0 um de didmetro. Posee de 4 a 6 flagelos unipolares de 3 pm de
longitud aproximadamente que le dan una gran movilidad, lo que le permite penetrar
rapidamente en soluciones viscosas como la capa del moco que cubre las células
epiteliales géstricas facilitando asi la colonizacién en el estomago (Goodwin and
Armstrong, 1990; Lambert, et al., 1995; O'Rourke and Bode, 2001).

H. pylori es un microorganismo capaz de crecer en distintos medios de cultivo si bien
requiere diferentes factores de crecimiento. Los medios de cultivo semisélidos més
frecuentes son Agar Mueller-Hinton y Agar Columbia y los suplementos mas
comunmente empleados son la sangre o derivados de ella. En cultivos, a partir de
biopsias, sembrados en agar sangre a 37°C y bajo condiciones microaerofilicas (5%
0,, 10% COy), las colonias de H. pylori tardan en aparecer entre 3 y 5 dias. Tiene un
crecimiento 6ptimo a pH cercano a 7.0, las colonias son circulares pequeiias,
brillantes, con una apariencia convexa y translicida, y con un didmetro de 1-2 mm.
Después de un cultivo prolongado, las formas cocoides son predominantes y se
denominan formas viables no cultivables. En microscopio electrénico, las formas
cocoides se observan en forma de U. Estas estructuras son metabdlicamente activas;

sin embargo, no pueden ser cultivadas in vitro. (Dunn, et al., 1997; Gonzilez-



Morales y col., 2004). Es dificil de cultivar en medio liquido aunque se logra con
menor dificultad a partir de caldo de Brucella, infusién cerebro-corazén, Mueller-

Hinton y tripticasa soja, todos ellos suplementados con nutrientes (Mégraud, 1995).

4.3 Enfermedades asociadas a Helicobacter pylori

4.3.1 Infeccion por H. pylori

H. pylori estd etiologicamente asociado a enfermedades gastroduodenales
(Innocenti, et al., 2001).

La adquisicion natural de la infeccion por H. pylori comienza, la mayoria de las
veces, en la nifiez. Una vez que la bacteria se establece en la mucosa géstrica persiste
por afios. No obstante existen estudios, realizados en nifios, que sugieren que en los
primeros afios de vida, previos al establecimiento de la infeccion, puede ser comun
una infeccidn transitoria (Mitchell, 2001). La historia natural de la infeccién por H.
pylori presenta diferentes escenarios clinicos: infeccion aguda, gastritis crdnica,
gastritis cronica atréfica, ulcera duodenal y la transformacion del epitelio a

metaplasia intestinal, displasia epitelial gastrica y finalmente cancer gastrico.

4.3.2 Infeccion aguda

Al inicio de la fase aguda de la infeccion es subclinica en la mayoria de las personas.
Después de ser ingerido, H. pylori penetra a través de la capa mucosa viscosa y se
multiplica en proximidad cercana a las células epiteliales superficiales (Dixon,
2001). H. pylori coloniza primero el antro, debido a que no existen células parietales
que secreten acido (Gur, et al., 1999; Innocenti, et al., 2001; Lee, et al., 1995). En

esta fase inicial existe una intensa proliferacion bacteriana e inflamacién gastrica que



es disparada por componentes de la membrana externa de la bacteria como los
lipopolisacaridos (LPS) que inducen la produccién de IL-8 y GROa los cuales
promueven el influjo continuo de neutréfilos en la mucosa gastrica infectada
(Innocenti, et al., 2001). Algunas personas presentan un periodo transitorio con
sintomas gastrointestinales inespecificos; durante este periodo se desarrolla

hipoclorhidria, la cual puede durar meses o afios (Graham, et al., 2004).

4.3.3 Gastritis cronica superficial

Después de un periodo de algunas semanas, se establece una segunda fase crénica
superficial, sin alteraciones macroscopicas caracteristicas, en la que se reduce la
respuesta inflamatoria a niveles bajos, pasando a un estado asintomatico estable
(Gilger, 2000), donde el huésped desarrolla una respuesta inmune que generalmente
no es efectiva en la eliminacion de H. pylori. La infeccién crénica afecta la
liberacion de gastrina y en consecuencia, la secrecion de acido clorhidrico (Gur, et
al., 1999). El mecanismo que conduce a una exagerada secrecion de gastrina en la
infeccion crénica por H. pylori no es muy claro; una posibilidad es que la generacion
de amonio por la ureasa de H. pylori crea un ambiente alcalino en la vecindad de las
células G, que pueden estimular la liberacion de gastrina (McColl, 1992).
Aproximadamente el 90% de las personas con gastritis estdn infectadas con H. pylori

(Nagorni, 2000).

4.3.4 Gastritis croénica atroéfica
Aproximadamente el 40% de las gastritis crénicas superficiales se convierten en
atréficas con el paso del tiempo. Las personas infectadas que no han presentado

sintomas asociados se vuelven asintomdticas y en la mayoria de los casos, la



consecuencia final es una inflamacién crénica asintomatica (Correa, 1992; Correa
and V. W. Chen, 1994). La gastritis crénica atréfica asociada con la infeccion por H.
pylori cominmente es un proceso multifocal que involucra el antro y el cuerpo
géstricos. Esta es una lesion premaligna, en donde la mucosa sufre alteraciones
progresivas ligadas a un estado inflamatorio crénico, hay adelgazamiento de la
mucosa (Correa, 1992; Correa, and V. W. Chen, 1994) y pérdida de células
glandulares gastricas (Correa, 1992; Correa, and V. W. Chen, 1994; Dixon, 2001),
después de la pérdida de las glandulas puede presentarse erosion o ulceracion de la
mucosa (Dixon, 2001). Este es el ultimo paso del proceso crénico (Correa, 1992;
Correa, and V. W. Chen. 1994), que se encuentra presente en el 90% de los canceres

gastricos (Kato, et al., 1992).

4.3.5 Ulcera péptica

De origen multifactorial, la lesion consiste en el dano de la capa mucosa que protege
al estdmago de la accidn del 4cido y de las enzimas. La tlcera péptica se localiza
principalmente en la curvatura menor del estdomago y a nivel de la primera porcion
del duodeno. La infeccion por H. pylori es la causa mas comun de la ulcera gastrica y
ulcera duodenal. El riesgo de desarrollar ulceras es del 10-15% (Logan, and M. M.
Walker, 2001), normalmente la bacteria no coloniza el duodeno, pero en los
pacientes con hiperclorhidria, el dcido llega al duodeno y las células intestinales son
reemplazadas por células gastricas que permiten la colonizacién por H. pylori (Cover
and M. J. Blaser, 1996; Go, 1997). Los pacientes con infeccién por H. pylori que
desarrollan tdlcera duodenal presentan cambios en la funcién géstrica: una elevada
liberacién de gastrina de la mucosa antral y un incremento en la secrecién de 4cido

estimulado por la gastrina (El Omar, et al., 1995). La prevalencia de la infeccién por
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H. pylori en pacientes con ulcera duodenal es mayor al 90% (Cover, L. and M. J.
Blaser, 1996; Go, 1997) y entre el 70-80% en la tlcera gastrica (Walsh and W. L.
Peterson, 1995). Menos del 1% de los pacientes con tlcera duodenal llegan a
desarrollar cdncer gastrico, dado que la ruta que lleva al desarrollo de dichos
padecimientos son excluyentes (Farthing, 1998; Parsonnet, 1998, Walsh and W. L.

Peterson. 1995).

4.3.6 Metaplasia intestinal

Se ha encontrado que la infeccion por H. pylori juega un papel en el desarrollo de
metaplasia intestinal (Topal, et al., 2004). Comienza en la unién del cuerpo y el antro
y se extiende al antro y el fondo. La metaplasia intestinal se considera como un
factor de riesgo para la progresion a cancer gastrico (Dixon, 2001), se asocia con la
gastritis cronica atr6fica que precede el desarrollo de adenocarcinoma de tipo
intestinal, dentro del proceso de carcinogénesis gastrica (Correa, 1982; Correa, et al.,
1990; Walsh, and W. L. Peterson. 1995). Las gldndulas gastricas son reemplazadas
por epitelio de tipo intestinal diferenciado, similar al del intestino delgado normal,
facilmente reconocido por la presencia de células caliciformes (Antonioli, 1990). Se
han descrito dos tipos: metaplasia intestinal completa y metaplasia intestinal
incompleta, en esta dltima la diferenciacion en epitelio intestinal no es total. Desde el
punto de vista bioquimico se producen enzimas similares a las del intestino delgado
como fosfatasa alcalina, disacaridasas, aminopeptidasa, etc. (Rothery, G. A. and D.

W. Day, 1985).
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4.3.7 Displasia epitelial gastrica

La displasia epitelial gastrica es una lesion precancerosa, generalmente ocurre en el
contexto de una gastritis crénica atréfica y suele acompafiarse de metaplasia
intestinal. Con frecuencia se encuentran &areas de displasia alrededor de los
adenocarcinomas géstricos (Rugge, et al., 1995), siendo la dtnica lesién
histopatoldgica que se asocia especificamente con el cancer géstrico. Los cambios
displésicos se definen por la presencia de atipias celulares (modificaciones nucleares
con pleomorfismo, hipercromatismo, aumento de la relacion nucleo/citoplasma,
pérdida de polaridad), anomalias de diferenciacion (disminucién parcial o total de la
secrecion mucosa y aumento del nimero de células indiferenciadas) y
desorganizacion de la morfologia de criptas y glandulas (Rugge, et al., 1995). Por lo
general, se clasifica en ligera, moderada y severa. Mientras que en la mayoria de los
casos, la displasia leve tiende a regresar o permanecer estable, tanto la displasia
moderada y fundamentalmente la grave estdn frecuentemente asociadas con el
desarrollo de adenocarcinoma gastrico (Rugge, et al., 1995). Aproximadamente en
un 10% de los pacientes la displasia epitelial puede progresar a cancer gastrico en el
curso de 5 a 15 afios, sin embargo, en la mayoria de los pacientes esta displasia

regresa o permanece estable (Rugge, et al., 1994).

4.3.8 Cancer gastrico

Estudios en diferentes poblaciones y en modelos animales, muestran que H. pylori
estd asociado con el desarrollo de cancer géstrico (Asaka, ef al., 1997). En la historia
natural de la carcinogénesis géstrica se establece la siguiente evolucion: Gastritis

crénica superficial => Gastritis crénica atréfica (GCA) => Metaplasia intestinal (MI)
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=> Displasia (leve - moderada - severa) => Cancer gastrico (CG). H. pylori
desencadenaria una cascada de eventos que desembocan finalmente en el CG, por lo
que existe una mayor probabilidad de desarrollo de cdncer géstrico entre mds
temprana sea la etapa en que se adquiere la infeccién (Correa, 1996).

La prevalencia de la infeccién entre los pacientes con cdncer géstrico es ligeramente
mayor en paises en vias de desarrollo (60%) en comparacién con la observada en
paises desarrollados que es del 53% (Dixon, 2001). Aproximadamente, el 1% de los
pacientes infectados con H. pylori desarrollaran cancer gastrico (Farthing, 1998;
Imrie, et al., 2011), y se detecta con mayor frecuencia en pacientes con cincer
gastrico en etapas tempranas, que en aquellos con etapas avanzadas de la
enfermedad, debido posiblemente a que la bacteria no coloniza epitelios atrofiados
(Huang, et al., 1998).

En la Figura 1 se resume la secuencia del proceso de carcinogénesis cuyos estadios

constituyen las lesiones precursoras del cancer gastrico (Correa, 1996).
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Mucosa géstrica normal

Infeccién por
H. pylori

Dieta,
< factores
medio ambiente

Ulcera géstrica

Figura 1. Evolucion natural para la infeccion por H. pylori (Correa, 1996).



4.4 Patogénesis
H. pylori se ha especializado para vivir y persistir en un ambiente hostil como lo es el
estdomago humano, para lograr esto posee una serie de factores y mecanismos que le

han permitido adaptarse exitosamente a €l (Ogura, et al., 2000).

4.4.1 Componentes de patogenicidad
a) Estructura espiral: le permite a la bacteria introducirse a través de la capa de moco
géstrico actuando de forma similar a un sacacorchos y favoreciendo el acercamiento

a las células epiteliales gastricas (Dunn, et al., 1997, Gonzalez-Morales y col., 2004).

b) Motilidad: Los flagelos le confieren gran movilidad y le permiten introducirse con
rapidez en la capa de moco del estbmago y no ser eliminado por los mecanismos

defensivos del huésped (Gonzélez-Morales y col., 2004, McGee, et al., 2000).

¢) Adherencia: Posee una gran variedad de adhesinas que reconocen en forma
especifica a los receptores de la mucosa gastrica y se unen a ellos comenzando la

colonizacién bacteriana (Dunn, et al., 1997; Gonzélez-Morales y col., 2004).

d) Ureasa: proteina potente que transforma la urea en amonio, el cual produce un
microambiente alcalino alrededor de la bacteria que le confiere proteccién ante la
acidez géstrica. La ureasa también tiene propiedades citotoxicas; junto con el amonio
dafian la mucosa y proporcionan nutrientes necesarios para la adhesion de la bacteria
al epitelio géstrico. Ademads, el amonio puede ser un precursor de la sintesis proteica
de algunas adhesinas de la bacteria (Gonzalez-Morales, y col., 2004, Hofman, et al.,

2004, Panchal, et al., 2003).
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e) Otras enzimas: La lipasa y proteasa propician la desintegracién del moco géstrico
y la pérdida de hidrofobicidad de la mucosa y posiblemente disminuyen la capacidad
de las células mucosas para secretar moco; la catalasa y superéxido dismutasa
protegen a la bacteria de los metabolitos toxicos producto de procesos oxidativos de
defensa de los macréfagos y neutréfilos; ademds, produce otras enzimas como la
fosfolipasa A2, fosfolipasa C, mucinasa, fosfatasa alcalina y acida, entre otras (Dunn,

et al., 1997, Gonzélez-Morales y col., 2004).

4.4.2 Componentes de virulencia

a) Citotoxina vacuolizante VacA: Tiene un efecto citopético, produce la formacion
de vacuolas en las células eucariotas. La totalidad de las cepas de H. pylori contiene
el gen vacA, pero sélo el 50% secretan la toxina activa. Se han descrito variantes
alélicas de vacA principalmente en la region del péptido sefal (sl y s2) y en la
porcion central de la proteina (ml y m2). Las cepas que contienen los alelos s1/m1
(Tipo 1), asociado a la presencia de cagA, se consideran de alto potencial citotéxico
(Ayala, et al., 2004; Blaser, 2005; Gomes and De Martinis, 2004; Hofman et al.,

2004; McGee and Mobley, 2000; Panchal, et al., 2003).

b) Proteina CagA: Es codificada por el gen cagA (gen asociado a citotoxina), el cual
puede estar presente (cagA®) o no presente (cagA’). Esta proteina podria estar
implicada en el proceso de activacion de la toxina vacuolizante y podria influir en la
respuesta inflamatoria y aumentar la secrecion de Interleucina 8 (IL-8) por las células
epiteliales, lo que conduce a un estado de inflamacién de la mucosa géstrica. Las

cepas cagA” y vacA™ se relacionan con alto riesgo de causar tlcera duodenal, gastritis
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atréfica y cancer géstrico (Blaser, 2005; Gonzélez-Morales, y col., 2004; Hofman, et

al., 2004; McGee and Mobley, 2000; Panchal et al., 2003).

c) Evasién de la respuesta inmune: La bacteria tiene la habilidad de inducir muerte
celular de los linfocitos T. La adherencia de H. pylori promueve el desarrollo de
autoanticuerpos contra las células parietales, resultando en una gastritis crénica y
pérdida de células parietales, asi pues el mecanismo involucrado en la produccion de
autoanticuerpos podria ser un mimetismo molecular entre los lipopolisacéridos
expresados constitutivamente en la bacteria y epitopes asociados en las células
parietales lo que permite la persistencia de esta bacteria en el epitelio (Hofman, et al.,

2004; McGee and Mobley, 2000; Panchal, et al., 2003).

d) Alteraciones de la funcion géstrica: La infeccion aguda da lugar a un periodo de
hipoclorhidria que propicia la colonizaciéon por esta bacteria. La infeccion se
acompana de elevadas concentraciones basales de gastrina posteriores a la
estimulacion, y disminuciéon de los niveles de somatostatina. Por lo tanto, la
infeccion eleva las concentraciones basales de dcido estimuladas por la gastrina. Esto
da lugar a una descarga 4cida en el duodeno y promueve la metaplasia gastrica y la

formacion de dlcera duodenal (Blaser, 2005; Gonzélez-Morales, y col., 2004).

4.5 Prevalencia mundial de la infecciéon

La prevalencia de la infeccion por H. pylori sigue variando mucho entre los paises en
desarrollo y los paises desarrollados segtin el origen étnico, lugar de nacimiento y los
factores socioecondmicos entre las personas que viven en el mismo pais. La

propagacioén intrafamiliar parece desempenar un papel central en la transmisién de la
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infeccidn, tanto en los paises en desarrollo y desarrollados. La infeccién varia segin
la regién geografica, pero en general los paises industrializados son los que tienen
una menor prevalencia, de tal manera que regiones como América del Norte, el Oeste
de Europa y Australia tienen una prevalencia menor a 55%. En los paises en vias de
desarrollo como China y México la incidencia es de 55 a 64%. Para la parte baja de
América del Sur, el norte de Africa, el resto de Asia, Espafia y Portugal es de 65 a
74% vy para la parte superior de América del sur, el norte y este de Europa y el sur de

Africa es mayor a 75% (Perez-Perez, 2004; Konturek et al., 2006 ) (Ver Figura 2).

0 >75%
> 65-74%
B > 55-64%
0 <55%

Figura 2. Variacion geografica de la prevalencia de H. pylori alrededor del mundo
(Konturek, et al., 2006).

Thomas et al., 1992, aislaron H. pylori de heces humanas de una persona infectada
en Gambia, lo cultivaron en medios selectivos después de la concentracion de
bacterias fecales por centrifugacion con una mezcla de gases microaerofilica,
logrando observar colonias con las mismas caracteristicas de crecimiento, apariencia
microscopica y actividad enzimatica, que las de un aislado gastrico de H. pylori.

Ademaids, de que preparaciones de proteinas y los perfiles electroforéticos fueron
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antigénicamente similares (bandas de proteinas principales de 62 y 26 KDa,
correspondientes a las subunidades de la enzima ureasa). En 9 nifos de 23
seleccionados al azar de entre 3-27 meses, usando la misma técnica se aislo esta
bacteria, concluyendo que la transmision fecal-oral es probablemente importante en

la propagacién de la infeccidn en esas comunidades.

Ortiz, y col., 2003 evaluaron la prevalencia de H. pylori en nifios y adultos de
comunidades indigenas del estado Delta Amacuro, Venezuela, que son diferentes en
cuanto a condiciones higiénicas y de alojamiento. Se evaluaron 98 nifios (7 + 3.37
aflos) y sus madres (33.96 + 13.77 afios) de dos comunidades indigenas de la etnia
warao del estado Delta Amacuro, Venezuela. Se determinaron anticuerpos séricos
IgG anti-H. pylori e IgA secretora total y especificos, ademés de antigenos de H.
pylori en heces. Se encontré un 38% de seroprevalencia en la poblacion infantil y un
84% en las madres. En los nifios de la comunidad que tiene condiciones sanitarias y
ambientales mas deficientes, los titulos de anticuerpos IgG especificos y los niveles
de IgA secretora total fueron significativamente (p < 0.0001) mas bajos, y se
encontrd un porcentaje alto de nifios que presentaron antigenos de H. pylori en heces
(p <0.0001). Los niveles de IgA secretora especifica fueron positivos y similares en
ambos grupos. Ademas, los estudios de calidad de agua reflejaron mayor cantidad de
bacterias coliformes y sélidos totales en la poblacion de Isla Misteriosa que en Playa
Sucia. Los resultados indican que en estas poblaciones existe una alta prevalencia de
infeccion por H. pylori y que las condiciones ambientales pueden incrementar el

riesgo de infeccion y el dafio en la mucosa gastrointestinal.

Péez, y col., 2006 determinaron la prevalencia de la infeccién con H. pylori vy el

patréon de infeccion segun edad, sexo, estado nutricional y condiciones
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socioecondmicas, en 170 nifios entre 3 y 14 afios de edad, de ambos géneros. Se
determiné infeccién por la bacteria (test de aliento con urea 13C), edad, estado
nutricional y talla-edad, hemoglobina (cianometahemoglobina), ferritina sérica
(ELISA), estrato socioeconémico, condiciéon de vivienda, nimero de personas y
familias que viven en el hogar y calidad de los servicios. El 78,8% de los nifios
estaban infectados y no se encontrd correlacion significativa con el género pero si
con la edad; el 25,9% presentaron déficit nutricional y el 46,5% talla baja. El 98,1%
de las familias se encontraban en situacion de pobreza y el 98% de las viviendas
presentaban deficiencias sanitarias; en promedio vivian 6,0+2.4 personas en el hogar
y 3,2 personas compartian un mismo dormitorio. Se encontré que la probabilidad de
infeccion era mayor en aquellos nifios que presentaban déficit de talla y que el estrato
socioecondmico, el nivel de instruccion materno, las precarias condiciones de
alojamiento y el hacinamiento se asociaban significativamente a la infeccion. El
nivel socioeconémico en la nifiez estd asociado con una alta colonizaciéon por el
microorganismo, la edad, el hacinamiento y un bajo nivel de instruccion de la madre

pueden aumentar el riesgo a esta infeccion.

Martinez, y col., 2008 estudiaron la presencia de esta bacteria en muestras de
biopsia obtenidas mediante endoscopia de 69 pacientes con ulcera duodenal, ulcera
gdstrica, gastritis crénica y dispepsia. Los diagndsticos de tlcera gastrica y gastritis
cronica fueron confirmados histolégicamente. Se analizaron 27 ulceras duodenales,
12 tlceras gastricas, 24 gastritis cronicas y 6 dispepsias. Se detecto la presencia de H.
pylori a través de la amplificacion de un fragmento del gen ureA mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa, en el 100 % de las tlceras duodenales, en el 100
% de las ulceras gastricas, en el 83 % de las dispepsias y en el 92 % de las gastritis

cronicas, y se observé una prevalencia total del 95,7 %.
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4.6 Prevalencia y distribucion geografica de H. pylori y su relacion con la
mortalidad por Cancer Gastrico en México

En 1998 Torres et al., 1998 citado por Torres et al., 2005 realizé un estudio para
detectar la infeccién con H. pylori en México donde se analizaron 11,000 muestras
de suero colectadas de 1987 a 1988. Las muestras fueron representativas de todas las
edades y todas las regiones del pais e incluyeron todos los niveles socioeconémicos.
La seroprevalencia fue de 20% en nifios de hasta un afio de edad, casi 50% en nifos
de diez afos. En adolescentes, la prevalencia de la infeccién se incrementd
considerablemente de tal forma que a la edad de 20 afios, 70% de la poblacién estaba
infectada. En adultos mayores de 20 afos, la seroprevalencia fue de 82.6%. Cinco
aflos mads tarde, Lopez et al., 2003 citado por Chihu et al., 2005 encontré resultados

similares, la seroprevalencia fue del 80%.

Se analizaron los resultados obtenidos en el estudio de Torres et al., 2005 y se
correlacionaron con el indice de mortalidad por céncer géstrico en México que fue de
6.5 por cada 100, 000 habitantes reportado por el Instituto Nacional de Geografia y
Estadistica en 1991 (INEGI) (Fig. 3). Para el andlisis, los 32 estados del pais fueron
divididos en cuatro grupos de acuerdo a su indice de mortalidad y la seroprevalencia

fue calculada por estado, los resultados fueron los siguientes:
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Mortality Hp sero-
Rate prevalence
<4.Q, 70.0%

40t04.9; 67.4%
50t059;, 652%
=6 0; 66.0%

EONC]

Figura 3. Distribucion de la mortalidad por cancer gastrico y la
seroprevalencia de H. pylori en México (Torres, ef al., 2005).
1.- Grupo I: 70% seroprevalencia y <4.0 indice de mortalidad: Aguascalientes,

Estado de México, Tabasco y Quintana Roo.

2.- Grupo II: 67.4% seroprevalencia y 4.0 a 4.9 indice de mortalidad: Coahuila,

Durango, Tamaulipas, Guanajuato, Colima, Guerrero, Hidalgo y Puebla.

3.- Grupo III: 65.2% seroprevalencia y 5.0 a 5.9 indice de mortalidad: Nuevo Ledn,
Baja California Norte, Chihuahua, Sinaloa, Jalisco, Nayarit, Querétaro, Veracruz,

Oaxaca y Campeche.

4.- Grupo IV: 66.0% seroprevalencia y >6.0 indice de mortalidad: Baja California

Sur, Sonora, San Luis Potosi, Zacatecas, Michoacan, Tlaxcala, Chiapas y Yucatin

(Torres, et al., 2005).
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En el afio 2001, el INEGI reporté que el indice de mortalidad por céncer
géstrico habia decrecido en los dltimos diez afos y pasé de 6.5 a 4.9 por cada 100,

000 habitantes (Chihu, et al., 2005).

Dos aios mas tarde, Bosques-Padilla et al., 2003 examinaron 261 pacientes
con sintomatologia gdstrica quienes fueron sometidos a endoscopia gastrointestinal
en el Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzélez en Monterrey, Nuevo Ledn.
Entre los pacientes estudiados, 209 (80.1%) padecian dispepsia no ulcerosa, 30
(11.5%) ulcera péptica y 22 (8.4%) displasia de alto grado o cancer gastrico. La

prevalencia total de H. pylori fue de 67.8%.

Ese mismo afio, Leal, et al., 2003, determinaron la magnitud de la reinfeccion
contra recrudescencia de la infeccion por H. pylori después del tratamiento. Se
estudiaron pacientes nifios y adultos con sintomas gastrointestinales superiores
tratados en el Centro Médico Nacional Siglo XXT del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) de la Ciudad de México. La infeccion fue diagnosticada con la prueba
de aliento de la urea (UBT por sus siglas en inglés), histologia y cultivo. Los
pacientes infectados recibieron terapia triple y aquellos que resultaron UBT
negativos después de 4-6 semanas del tratamiento se consideraron con la infeccion
erradicada y fueron incluidos en el estudio. A 141 pacientes que se les erradicé la
infeccién se les monitored la reincidencia con la UBT a los 3, 6, 9, 12, 18, y 24
meses. La bacteria fue aislada de biopsias géstricas antes del tratamiento y al tiempo
de la reincidencia y los cultivos obtenidos se compararon por genotipificacion.
Durante este periodo, el 27% de los casos (32) de reincidencia fueron documentados,

la mayoria ocurri6 durante el primer afo. En 9 de los 32 (28.1%) casos, la
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reincidencia fue erradicada espontdneamente, sugiriendo que fueron reinfecciones
transitorias. Los aislamientos de H. pylori de 12 casos de reincidencia fueron
genotipificados; 9 (75%) fueron clasificados como verdaderas reinfecciones y 3

como recrudescencias.

Garza-Gonzélez et al., 2006 reportaron la genotipificacién de los genes vacA
y cagA de 50 aislamientos de H. pylori de pacientes de la region noreste del pais. Los
cultivos fueron caracterizados mediante la PCR y se investigé la correlacion entre los
genotipos y los diferentes diagndsticos clinicos. El genotipo mas frecuente de vacA
fue s2/m2. De los aislamientos 32 (64%) fueron cagA positivos. El genotipo s1/m1l
fue asociado con cepas cagA negativas. No se encontro relacion entre los genotipos

de vacA y cagA y los diagnosticos clinicos (Méndez-Sénchez y Uribe, 2010).

Vallejo y colaboradores en el afo 2010 realizaron un estudio transversal,
retrospectivo y descriptivo de revision de expedientes de enero a diciembre de 2007
sobre pacientes de la tercera edad infectados por H. pylori atendidos en el Hospital
Regional de Puebla-ISSSTE. De 74 pacientes atendidos en el Servicio de Geriatria en
el tiempo estipulado, se encontraron 27 pacientes (36.48%) infectados por H. pylori:
17 hombres (62.96%) y 10 mujeres (37.04%). El rango de edad predominante fue de
80 a 84 afos (40.74% y las lesiones histologicas sobresalientes correspondieron a
gastritis crénica en 19 pacientes (70.37%); cinco de ellos (18.52%) con ulcera
duodenal; dos (7.41%), con tlcera gastrica y uno (3.7%), con carcinoma géstrico. El
tipo de tratamiento predominante fue administraciéon de amoxicilina, omeprazol y
claritromicina (66.66%). El grupo de investigacion concluyé que la prevalencia de

infeccion por H. pylori aumenta considerablemente en la poblacién geridtrica
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proponiendo continuar las investigaciones en estos pacientes con la exclusion de
factores importantes predisponentes de patologia digestiva y una evaluacién conjunta
de las condiciones histopatoldgicas de la mucosa gastroduodenal a fin de determinar

con mayor exactitud el papel etiolégico que cumple este microorganismo.

4.7 Métodos diagnoésticos para la deteccion de la infeccion por H. pylori

El diagnodstico de la infeccion puede realizarse por varios métodos. Las técnicas
invasivas son cuando se detecta la bacteria en muestras obtenidas por endoscopia
(cultivo bacteriolégico, tinciones histologicas, técnicas moleculares) y las no
invasivas, son cuando se estudia alguna propiedad de la bacteria (prueba del aliento
con urea-">C o urea-'""C, prueba de la ureasa), respuesta inmune especifica del
hospedero (serologia); presencia de antigenos (saliva o heces) No es recomendable
realizar las pruebas de deteccidon en pacientes asintomaticos. Inicialmente, en
pacientes menores de 50 afos con enfermedades dispépticas no complicadas, se
sugiere realizar pruebas seroldgicas para detectar la presencia de anticuerpos anti-H.
pylori en suero o sangre total. En caso de que los resultados de IgG resultaran
negativos y persista la sintomatologia, se recomienda realizar la prueba del aliento o
la prueba del antigeno fecal (Versalovic, 2003). Todos los métodos presentan
ventajas e inconvenientes. A la hora de elegir uno hay que tener en cuenta el fin
(epidemioldgico, diagndstico o de seguimiento), el centro sanitario donde se realice
el diagnéstico y las caracteristicas del paciente (Lépez-Brea 2004, Steven, 2005).
También debe considerarse el uso de pruebas en suero de IgA, si existen sefiales de
alarma como sangrado gastrointestinal o pérdida de peso, es recomendable realizar

una endoscopia, obteniendo una biopsia de la mucosa géstrica (Versalovic, 2003).
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4.7.1 Cultivo

La deteccion de H. pylori mediante el cultivo permite confirmar la infeccién. Debido
a la dificultad de aislar y crecer la bacteria, el uso del cultivo como método de
diagnéstico de la infeccion se encuentra limitado a estudios de investigacion y la
practica médica privada. El cultivo mds habitual es el de biopsias gastricas, aunque
se han cultivado con éxito el jugo gastrico y las heces (Thomas, et al., 1992). Su
principal ventaja es permitir el estudio de la sensibilidad a los antibidticos y la
caracterizacion molecular de la cepa. Laboratorios muy experimentados alcanzan un
promedio de aislamiento de la bacteria del 75% al 90% (Kearney, 2003). El
aislamiento de la bacteria permite realizar pruebas de susceptibilidad a los

antimicrobianos, asi como su caracterizacion bioquimica y molecular.

4.7.2 Pruebas bioquimicas

Los procedimientos de tincién proveen de informacion con respecto a la morfologia
de la bacteria y muy poca con respecto al género o especie de una bacteria. Para
identificar a una bacteria es necesario realizar pruebas bioquimicas, ya que las
diferentes especies de bacterias realizardn una serie de reacciones bioquimicas
diferentes y unicas (Barer, 2000). Las pruebas bioquimicas identifican los
compuestos quimicos biolégicos importantes especificos de cada bacteria,
proporcionando una especie de “huella” metabdlica de cada organismo. Para realizar
estos ensayos es necesario conocer algunas de estas caracteristicas de las bacterias
como las reacciones bioquimicas celulares (enzimadticas) y los substratos que utilizan

(Pitt, 2000).
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La prueba de la ureasa se basa en la actividad de esta enzima que posee H. pylori. La
ureasa hidroliza a la urea transformdndola en amonio y bicarbonato. El método
consiste en introducir la bacteria en una soluciébn de rojo fenol con urea
produciéndose un cambio cromdtico del amarillo a rosa o rojo, si la actividad de la
ureasa es elevada. Es un examen sencillo, econémico y rdpido, con una sensibilidad
y especificidad superior al 90% (Adelman, 1996; Matsukura, et al., 1995; Mokuolu,

et al., 1997).

4.7.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La deteccién de H. pylori en las biopsias gastricas mediante la PCR proporciona
resultados en corto tiempo. Se han desarrollado muchos protocolos para diferentes
genes utilizando desoxioligonucle6tidos especificos para H. pylori (Chisholm, et al.,
2001; Oleastro, et al., 2003). Una de las ventajas que tiene es que no requiere
condiciones de transporte tan estrictas. Permite utilizar el DNA para distintos
estudios aparte del diagnéstico de la infeccion. Algunos estudios la encuentran igual
de sensible que el cultivo a partir de biopsia gdstrica. Actualmente se estd utilizando
la PCR a tiempo real que ademds permite la detecciébn de cepas resistentes a
antibidticos y la genotipificacion (Oleastro, et al., 2003).

En los dltimos afios se han desarrollado numerosas técnicas que permiten detectar la
presencia del DNA de H. pylori directamente de la biopsia géstrica pero también de
otras muestras como heces, saliva o agua (Simala-Grant, 2004). La mayoria de las
técnicas se basan en la PCR, tanto cldsica como a tiempo real. El objetivo ha sido el

siguiente:
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e deteccion de genes especificos de la bacteria: se han utilizado diversos
protocolos como el estudio del gen de la ureasa, el gen de la glutamato
racemasa (glmA) o el gen 16S RNAr, entre otros (Woo, 2009).

e deteccion de factores de virulencia: se pueden detectar la presencia de
diferentes factores de virulencia, como los tipos del gen vacA (Chisholm,
2002; Yamazaki, 2005).

e deteccion de mecanismos de resistencia: la PCR, tanto cldsica como en
tiempo real, se ha utilizado con éxito para detectar la resistencia a
claritromicina, puesto que son capaces de detectar mutaciones puntuales en el
gen 23S RNAr, que confieren resistencia a este antimicrobiano. También se
ha aplicado la PCR en tiempo real para detectar la resistencia a tetraciclina
debida a mutaciones en el 16S DNAr en biopsias géstricas (Stone, 1997;
Doorn, 2001; Owen, 2002; Alarcén, 2003).

e como métodos de tipado: para comparar aislamientos de H. pylori cultivados

del mismo paciente o de familiares (Achtman, 1999).

4.7.4 Prueba rapida de la ureasa

H. pylori posee una ureasa que le capacita para la colonizacion y persistencia en la
cavidad géstrica. Se localiza tanto en la membrana externa como en el espacio
peripldsmico y estd compuesta por complejos de una estructura hexamérica. La
enzima cumple tres funciones principales: proteccion frente al dcido de la mucosa
gdstrica, provision de nitrogeno en forma de amonio y como factor de virulencia en

la patogenia de la dlcera géstrica.

28



H. pylori descompone la urea en anhidrido carbénico y amoniaco, lo cual genera un
pH bésico que va a ponerse en evidencia mediante el cambio de color del medio de

naranja-amarillo a rosa fuerte debido a la accién del indicador de pH.

La prueba de la ureasa rdpida se puede realizar directamente con la muestra de
biopsia géstrica, obtenida mediante endoscopia digestiva alta. Se recomiendan dos
biopsias, una de cuerpo y otra de antro para el diagnéstico. Las muestras pueden ser
inoculadas en la misma sala de endoscopias por lo que no necesitan ningiin medio de

transporte.

Existen diferentes reactivos comerciales dirigidos a detectar la enzima a partir de
biopsia. Todos ellos contienen urea a diferentes concentraciones (se estima que hasta
un méaximo del 6% porque concentraciones superiores pueden inhibir la enzima) y un
indicador de pH y varian en el disefio de los mismos: existen "test" de gelosa como
Clotest®, HUTtest® y Hpfast® en los que la muestra se introduce en un medio
semisolido que contiene los reactivos, "tests" de membrana, en los que los reactivos
estan contenidos en una tira de papel, como Pyloriteck® y Pronto Dry® y "tests" en

medio liquido como Helicochek®.

En general son sistemas comerciales muy sencillos de utilizar y los resultados se
interpretan en un intervalo corto de tiempo (media hora), y se observa el cambio en
el color del reactivo. Los resultados de sensibilidad y especificidad son en general

superiores al 80% y 90%, respectivamente.

También se puede utilizar una solucién preparada en el laboratorio que contenga urea
al 3-4% e indicador de pH, sin embargo los resultados de sensibilidad pueden ser
algo menores. La solucién se puede preparar con 60 g/L de urea, 0,012 g/L de rojo
fenol, 2 g/LL de KH,PO4, 1 g/L de peptona, 5 g/LL de NaCl y 10 g/L de glucosa en

agua destilada (L6pez-Brea, 2004).
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4.7.5 Prueba del aliento (Urea Breath Test, UBT)

Es un método indirecto que se basa en la presencia de la ureasa de H. pylori. El
paciente ingiere una solucién con urea marcada con Be (no radioactivo) o Hc
(radioactivo) y se recoge el aliento 30 minutos después de la ingestion de la solucién
de urea; previamente se habrd recogido otra muestra de aliento basal. Si H. pylori se
encuentra en el estdmago, éste hidroliza la urea gracias a su ureasa y se libera CO,
marcado (°C o 'C) que se absorbe, difunde a sangre y transporta a los pulmones y

es liberado con el aliento.

. s 2 1 14~ /12
Los resultados se miden como la relacién de °C o "C/"*C de la prueba con respecto
al estandar. Tanto el sistema radiactivo como el no radiactivo presentan similares
porcentajes de sensibilidad aunque generalmente se prefiere el no radiactivo si se

dispone del espectrometro de masas.

Estas pruebas tienen una excelente sensibilidad y especificidad para el diagnéstico y
seguimiento del tratamiento antimicrobiano con la ventaja de ser una prueba global
que valora la presencia de H. pylori en el estbmago y no se ve sometido al sesgo que
pueden tener otras pruebas por la distribucion parcheada de la bacteria en el
estbmago. También tienen otras ventajas, como el ser una prueba no invasora y no
depender de las condiciones de transporte, ni de la experiencia del personal técnico.
La prueba del aliento indica una infeccién actual por la bacteria ya que en una
infeccion pasada el resultado seria negativo. Por esto es ttil como seguimiento del

tratamiento realizado 4 a 6 semanas después de finalizado (Lépez-Brea, 2004).
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4.7.6 Serologia

Los métodos seroldgicos se basan en la deteccion de anticuerpos especificos frente a
H. pylori en suero, saliva u orina. La serologia es util en el estudio de poblaciones
seleccionadas, sin embargo, su principal problema radica en que no puede diferenciar
la infeccién activa de la exposicion previa al microorganismo. H. pylori provoca una
respuesta inmunitaria, tanto local como sistémica. El sistema inmune responde con
un aumento transitorio de IgM, seguido de un aumento de anticuerpos de los tipos
IgG e IgA que persisten durante la infeccion. Puesto que los anticuerpos IgM se
detectan solo transitoriamente, tienen poco valor para el diagndstico. La principal
respuesta sistémica es de tipo IgG por lo que la deteccidon de estos anticuerpos es la
mads utilizada para el diagndstico. La deteccion de anticuerpos especificos contra
algunas proteinas del microorganismo, como CagA y VacA puede tener especial
interés en estudios sobre virulencia. Puesto que la deteccion de anticuerpos depende
del antigeno utilizado, considerando la heterogeneidad genética de H. pylori y las
variaciones geograficas, algunos autores recomiendan el uso de mezclas de antigenos
procedentes de varias cepas para mejorar la sensibilidad de estas técnicas asi como su

valoracién en cada medio.

La técnica mds utilizada es el EIA cuantitativo, que permite, ademds del diagndstico
primario, la monitorizacién del tratamiento. Las técnicas que detectan anticuerpos en
saliva y en orina son atractivas, ya que estas muestras son faciles de obtener, pero en
ellas, la concentracién de anticuerpos es mas baja que en suero. Los métodos basados
en la técnica del Western Blot se utilizan para el estudio de la respuesta frente a

antigenos concretos, como CagA y VacA (Lopez-Brea, 2004).
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4.8 Tratamiento

La infeccion por H. pylori debe ser tratada con antibidticos como cualquier otra
infeccion bacteriana. Sin embargo, con ningtn antibiético administrado por si solo,
se ha logrado una tasa significativa de erradicacion, por lo que es necesario emplear
dos antibidticos a los que sea susceptible la bacteria y terapias coadyuvantes como
las que incrementan el pH del estémago (ya que varios de los antibidticos no son
activos a pH bajo) o agentes antisecretores del dcido estomacal, principalmente los
inhibidores de la bomba de protones (IBP) (Abdo y col., 2007, Mégraud, 2000).

El tratamiento de primera eleccion es la “triple terapia” que esta integrada por un IBP
y las siguientes combinaciones de antibidticos: 1) amoxicilina + claritromicina, 2)
para dreas donde se tenga reportada la resistencia a claritromicina: amoxicilina +
metronidazol y 3) en casos de alergia a penicilinas: metronidazol + claritromicina. El
tiempo de administracion puede variar pero generalmente abarca de 7 a 14 dias. Para
esta terapia se reportan fallas en la erradicacion de H. pylori en mas del 20%,
principalmente debida a la resistencia de la bacteria frente a la claritromicina y/o
metronidazol; no obstante, en la préctica clinica, este porcentaje va en aumento
(Wannmacher, 2011). La segunda linea de tratamiento o “terapia cuadruple”,
dependerd de la combinacion de antibidticos utilizada inicialmente, pero
generalmente este régimen estd compuesto por un IBP, los antibidticos tetraciclina y
metronidazol y se adicionan sales de bismuto, el tiempo de administracién se puede
prolongar hasta 21 dias (Wannmacher, 2011). En aquellos pacientes en los que la
infeccion por H. pylori persiste tras un segundo curso de tratamiento, deberdn
realizarse pruebas de susceptibilidad a la bacteria para elegir el antibidtico a
emplearse en el tercer intento de erradicacion (Malfertheiner, et al., 2007). Los

candidatos alternativos para esta tercera linea son las quinolonas (levofloxacina,
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moxifloxacina), tetraciclina, rifabutina y furazolidona. Otra combinacién que ha sido
exitosa es amoxicilina y levofloxacina o rifabutina y elevadas dosis de IBP dias
(Wannmacher, 2011). Sin embargo, la prescripcién de la rifabutina presenta el
inconveniente de promover resistencia a micobacterias, ademds de que se han
reportado casos de mielotoxicidad y toxicidad ocular (Malfertheiner, et al., 2007),
por lo que las terapias que incluyen a este antibiotico sélo deberdn emplearse tras
multiples fallos previos en la erradicacion cuando se administraron los otros
antibioticos (Gisbert, 2008) y constituirdn una cuarta linea de tratamiento. Una
terapia recientemente empleada es la denominada sucesiva, cuyo fundamento es la
administracién de elevadas dosis consecutivas de antibidticos; la mas comun
involucra 2 g de amoxicilina e IBP por 5 dias, seguido de una triple terapia. Esta
terapia ha demostrado tener tasas de erradicacion mayores del 90% en Italia (Vakil
and Mégraud, 2007). Finalmente, hay que enfatizar que la erradicacion de H. pylori
se recomienda Unicamente en pacientes con padecimientos gastroduodenales como:
ulcera péptica, linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa, gastritis atréfica,
pacientes con familiares en primer grado que tengan antecedentes de cancer gastrico,
pacientes con deficiencia de hierro (anemia) inexplicable y pacientes con purpura

trombocitopénica cronica idiopatica (Malfertheiner, et al., 2007).

4.9 Causas del fracaso de las terapias

a) Resistencia de H. pylori frente a los antibidticos

La frecuente administracion de antibidticos anti-H. pylori prescritos para otras
terapias antiparasitarias o antibacterianas (no anti-H. pylori), aunado a la limitada
gama de antibidticos a los que es susceptible la bacteria y a la falta de cumplimiento

en las terapias, ha generado la aparicion de resistencia a los mismos disminuyendo
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sustancialmente la eficacia del tratamiento. La resistencia mds comun reportada para
los antibiéticos empleados en el tratamiento contra H. pylori se debe a mutaciones
puntuales en el sitio blanco del farmaco (Mégraud, 2007). La resistencia emerge por
presion de seleccion, eliminando rdpidamente a las bacterias susceptibles y sélo
sobreviven aquéllas con la mutacién que les confiere resistencia. También se han
reportado resistencias farmacoldgicas donde las cepas son susceptibles a un
antibidtico in vitro, pero resistentes in vivo (Vakil and Mégraud, 2007). Las tasas de
resistencia reportadas para amoxicilina y tetraciclinas son de alrededor del 5 y 4%,
respectivamente (Vakil and Mégraud, 2007); mientras que para el metronidazol se
reporta una resistencia promedio del 35%, siendo Japén el pais con la menor
resistencia (3%) y Kenia con la mayor (100%). Por otro lado, la resistencia para
claritromicina puede ser tan baja como del 1% (Holanda) y tan elevada como del
48% (Turquia), con una media del 14% (Mégraud and Corti, 2009). Como se aprecia,
el problema en la prictica clinica radica en la resistencia a estos dos ultimos
antibioticos (Horiki, er al., 2009). En México, Torres y col. reportaron una
resistencia a metronidazol del 80% en 1997, Garza-Gonzalez del 37.1% en el 2002
(Garza-Gonzalez y col., 2002) y Chihu y col., del 58% en el 2005 (Chihu, et al.,
2005). Para claritromicina se reporté una resistencia del 24%. En cuanto a las
fluoroquinolonas, existe una tendencia creciente en la adquisicion de resistencia en
paises como Portugal y Japon 5.3% y 5.5% (Fujimura, et al., 2004), respectivamente.
Finalmente para rifampicinas, en Alemania se ha reportado un 1.4% de resistencia
(Glocker, et al., 2008). Actualmente, se recomienda que si la tasa de resistencia local
a claritromicina sobrepasa el 20%, no debe emplearse este agente (Malfertheiner, et
al., 2007). Otra observacién importante respecto al metronidazol es que la resistencia

a este antibidtico in vitro no siempre predispone a la falla del tratamiento (Rautelin,
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et al., 1992). El uso de un esquema adecuado de erradicacién de H. pylori, deberia
tener éxito en un porcentaje superior al 90%. De hecho, la Asociaciéon Americana de
Gastroenterologia, recomienda utilizar en primera instancia solamente esquemas que

hayan demostrado una eficacia por encima del 85% (Graham, et al., 2007).

b) Otros factores del fracaso de las terapias

La falta del cumplimiento adecuado de los tratamientos por parte del paciente, es un
factor vital en las bajas tasas de erradicacion de la bacteria. La causa de esto es la
complejidad de la terapia, que involucra por lo menos 3 farmacos, administrados en
repetidas dosis, durante un largo periodo de tiempo. Debido a lo anterior, se
presentan efectos secundarios que, aunados a una falta de mejoria inmediata,
desmotivan al paciente a continuar con la terapia. Dentro de los efectos secundarios
mas frecuentes se reportan la diarrea, en un 30% de los pacientes, y el mal sabor de
boca (Vakil and Mégraud, 2007). Por otro lado, los efectos adversos méds comunes
son: ndusea y vOmito (5%), salpullido (2%), cefalea (4%), malestar o dolor

abdominal (5%) y estomatitis (3%) (Ford, et al., 2006).

4.10 Los Productos Naturales

4.10.1 Metabolismo

Para poder vivir, crecer y reproducirse los organismos necesitan transformar una
gran variedad de compuestos orgédnicos. Estas transformaciones requieren energia

que la obtienen en forma de ATP y la presencia de sistemas enzimaticos. El conjunto
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de reacciones especificas mediante el cual un organismo fabrica sus propias
sustancias y mantiene la vida se conoce como metabolismo (Dewick, 2009; Gutiérrez

y col., 2009; Avalos y col., 2009).

Las moléculas més importantes para la vida son las proteinas, los hidratos de
carbono, las grasas y los 4cidos nucleicos. A pesar de las caracteristicas
extremadamente diferentes de los distintos seres vivos, las rutas generales para
modificar y sintetizar estas sustancias son esencialmente las mismas para todos con
muy pequefias modificaciones. Estos procesos se conocen como metabolismo
primario y los compuestos implicados en las diferentes rutas se conocen como

metabolitos primarios (Dewick, 2009; Gutiérrez y col, 2009; Avalos y col., 2009).

Pero a diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa
de carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de
moléculas orgdnicas que no parecen tener una funcién directa en procesos
fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis
de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se denominan metabolitos secundarios

(Maschek y Baker, 2008; Avalos y col., 2009).

Se denomina metabolismo secundario al conjunto de procesos en el que participan
éstos compuestos y cuya distribucién es mucho mas limitada y especifica segun el

ser vivo (Dewick, 2009; Gutiérrez y col., 2009).

Los metabolitos secundarios se distribuyen diferencialmente entre grupos

taxondmicos, presentan propiedades bioldgicas, muchos desempefian funciones
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ecolégicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como
medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros. Estos
compuestos reciben también la denominacién de productos naturales (Gutiérrez y

col., 2009; Avalos y col., 2009).

La formacién de los metabolitos secundarios en la Naturaleza tiene lugar a partir de
los metabolitos primarios. La sintesis de los productos naturales comienza con la
fotosintesis que tiene lugar en plantas superiores, algas y algunas bacterias. Es un
proceso endotérmico que requiere de la luz solar (Fig. 4). Aquellos organismos
incapaces de absorber la luz obtienen su energia de la degradacion de carbohidratos

(Gutiérrez y col., 2009; Avalos y col., 2009).
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Existen tres intermedios quimicos principales como son el acetil-CoA, el acido
shikimico y el dcido mevaldnico, a partir de estos compuestos se biosintetizan los
principales grupos de productos naturales como son los 4cidos grasos, antraquinonas,
terpenos, esteroides, alcaloides, cumarinas, lignanos, etc. (Fig. 5). Algunos
esqueletos de productos naturales se biosintetizan utilizando fragmentos que
provienen de mds de una ruta especifica tal es el caso de los flavonoides que se
forman a partir de la ruta del acetato y del 4dcido shikimico. A estos compuestos se les

denomina de biogénesis mixta (Gutiérrez y col., 2009).
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Figura 5. Origen de metabolitos secundarios a partir de metabolitos primarios
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4.10.2 Clasificacion de los metabolitos secundarios
Los compuestos secundarios de plantas de interés comercial, han sido incluidos en
tres principales categorias segin sus rutas biosintéticas: terpenos, compuestos

fendlicos y compuestos nitrogenados (Chinou, 2008; Avalos y col., 2009).

4.10.2.1 Terpenos

Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mds numeroso de metabolitos
secundarios (mas de 40.000 moléculas diferentes). Suelen ser insolubles en agua y se
forman por la polimerizacion de unidades de isoprenos y esteroides (Sarin, 2005;
Avalos y col., 2009). De esta forma, los terpenos se clasifican por el nimero de
unidades de isopreno (C5) que contienen en seis grupos: los terpenos de 10 C
contienen dos unidades C5 y se llaman monoterpenos; los de 15 C tienen tres
unidades de isopreno y se denominan sesquiterpenos, y los de 20 C tienen cuatro
unidades C5 y son los diterpenos. Los triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos
tienen 40 C y se habla de politerpenos cuando contienen mdas de 8 unidades de
1sopreno. Dentro de éstos terpenos se encuentran carotenos, glicosidos cardioténicos,

taxol, entre otros (Shilpa, et al., 2010; Avalos y col., 2009).

Muchos terpenoides son comercialmente interesantes por su uso como aromas y
fragancias en alimentacién y cosmética, o por su importancia en la calidad de
productos agricolas. Otros compuestos terpenoides tienen importancia medicinal por
sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas,

etc. (Pérez y Jiménez, 2011).
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Los terpenos que se encuentran en los aceites esenciales son generalmente
monoterpenos, como el limoneno y el mentol, (Fig. 6), principales monoterpenos

constituyentes de los aceites de limén y menta, respectivamente (Avalos y col.,

2009).

OH

Limoneno hentol

Figura 6. Estructura quimica del limoneno y mentol

Por otra parte, la resina de ciertas coniferas contiene monoterpenos que actiian como

insecticidas. Es el caso de los metabolitos pineno y piretrina (Fig. 7).
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Figura 7. Estructura quimica de los monoterpenos pineno y piretrina
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Entre los diterpenoides se encuentran las giberelinas y el fitol, un diterpeno de

cadena abierta que forma parte de la estructura de las clorofilas (Fig. 8).
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Figura 8. Estructura quimica del acido giberélico y del fitol

Entre los Triterpenos se encuentran esteroides y esteroles derivados del escualeno,
una molécula de cadena lineal de 30 C de la que derivan todos los triterpenos
ciclicos. Los esteroides que contienen un grupo alcohol, y es el caso de casi todos los
esteroides vegetales, se denominan esteroles. Los mds abundantes en plantas son el
estigmasterol y el sitosterol, que sélo difiere del estigmasterol en la ausencia del

doble enlace entre C 22 y C 23 (Fig. 9).
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Estigmasterol Sitosterol

Figura 9. Molécula de escualeno y sus derivados
triterpenos ciclicos estigmasterol y sitosterol

El esterol mas abundante de animales es el colesterol (Fig. 10), presente también en
plantas aunque en trazas, razén por la cual los aceites vegetales se etiquetan como

“libres de colesterol”.

Figura 10. Estructura quimica del colesterol

La principal funcién de los esteroles en plantas es formar parte de las membranas y
determinar su viscosidad y su estabilidad. Algunos esteroles tienen funciones
protectoras frente a insectos como en el caso de la ecdisona aislada del helecho

comun (Fig. 11a). Los limonoides también son triterpenos, las sustancias amargas de
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los citricos que actian como antiherbivoros. Un limonoide de los més poderosos
repelentes de insectos es la azadiractina (Fig. 11b) que se usa en la industria
alimentaria y en agronomia para el control de plagas. Entre los triterpenos se
encuentran algunos esteroides en forma de glicésidos. Estos glicdsidos esteroideos,
con importantes funciones en medicina y en la industria (cardenolipidos vy

saponinas), se consideran més adelante en el apartado de glicésidos (Avalos y col.

2009).
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Figura 11. Estructuras quimicas de la Ecdisona a) y de la Azadiractina b)

Los terpenos de mayor tamafio son los tetraterpenos y politerpenos, entre los que se
encuentran los carotenoides (tetraterpenos) (Fig. 12) y los hidrocarburos de alto peso

molecular caucho y gutapercha (politerpenos o poliisoprenoides).

Figura 12. Estructura quimica del p - caroteno

43



El caucho (cis-1,4-poliisopreno), constituido por entre unos 1500 y 60000 residuos
de isopreno aproximadamente y la gutapercha (guta, la misma estructura del caucho,
algo menor de tamaio, y con los dobles enlaces en configuracién trans,) se acumulan
en forma de particulas en el ldtex cuya composicién es 30 - 40% caucho y 50% agua,

resultando una mezcla compleja de terpenos, resinas, proteinas y azdcares (Fig. 13).
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Figura 13. Caucho y gutapercha

4.10.2.2 Compuestos fendlicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen un
grupo fenol (Fig. 14). Estas sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos,
polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo aromatico

con un grupo hidroxilo (Avalos y col., 2009).
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Figura 14. Estructura quimica del fenol
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Desde el punto de vista de la estructura quimica, son un grupo muy diverso que
comprende desde moléculas sencillas como los 4cidos fendlicos hasta polimeros
complejos como los taninos, cumarinas y la lignina. En el grupo también se

encuentran pigmentos flavonoides (Avalos y col., 2009).

Las aplicaciones farmacéuticas de estos compuestos son considerables, se refieren
sus efectos como analgésicos, antibacterianos, antihepatotdxicos, antioxidantes,

antitumorales, inmunoestimulantes, entre otras (Gurib - Fakim, 2006).

Existen dos rutas bésicas implicadas en la biosintesis de compuestos fenodlicos: la
ruta del 4cido siquimico y la ruta del dcido maldnico. La ruta del 4cido malonico es
una fuente importante de fenoles en hongos y bacterias, pero es poco empleada en
plantas superiores. La ruta del 4cido siquimico es responsable de la biosintesis de la
mayoria de los compuestos fendlicos de plantas. La mayoria de los compuestos

fendlicos derivan de la fenilalanina (Avalos y col., 2009).

Las cumarinas son una amplia familia de las que mas de 1500 han sido identificadas
en mas de 800 especies de plantas, que actian como agentes antimicrobianos y como
inhibidores de germinacién. La cumarina més simple es la que se encuentra como
constituyente en el aceite de bergamota, un aceite esencial que aporta aroma al
tabaco de pipa, té y a otros productos. Las mds téxicas son producidas por hongos,
por ejemplo, la aflatoxina producida por Aspergillus flavus (puede infectar cacahuete
0 maiz), quizd el carcinogénico mas potente de las toxinas naturales (Avalos y col.,

2009).
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Entre los compuestos fendlicos también se encuentran los derivados del &cido
benzoico que tienen un esqueleto formado por fenilpropanoides que han perdido un
fragmento de dos carbonos de la cadena lateral. Ejemplos de estos derivados son la
vainillina y el 4cido salicilico (actia como regulador del crecimiento vegetal,

implicado en la resistencia de la planta frente a patégenos) (Avalos y col., 2009).

La lignina es un polimero altamente ramificado de fenilpropanoides. Después de la
celulosa, es la sustancia orgdnica mdés abundante en las plantas. Se encuentra
covalentemente unida a la celulosa y a otros polisacédridos de la pared celular. Es
insoluble en agua y en la mayoria de los solventes orgédnicos lo que hace muy dificil
su extraccion sin degradarla. También tiene funcién protectora dado que su
resistencia mecdnica evita que las plantas sean alimento para animales y, ademads, su
naturaleza quimica hace que sea dificil digerirla por los herbivoros (Avalos y col.,

2009).

Entre los compuestos fendlicos también se encuentran los flavonoides. Su esqueleto
carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromaticos unidos por un
puente de tres carbonos. Se clasifican en funcién del grado de oxidacién del puente
de tres carbonos, siendo los principales antocianinas (pigmentos), flavonas,
flavonoles e isoflavonas. Entre sus funciones se encuentra la defensa y la

pigmentacién (Avalos y col., 2009).

Las antocianinas son flavonoides pigmentados responsables de la mayoria de los

colores de las flores y los frutos. Por ello son importantes en la polinizacién y en la
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dispersién de semillas. Son glicésidos con un azdcar en posicién 3. Cuando las
antocianinas carecen de azicar se denominan antocianidinas. En las flores también
se encuentran flavonas y flavonoles que absorben a longitudes de onda més cortas
que las antocianinas por lo que no son visibles para el ojo humano. Sin embrago los
insectos que ven en el rango del UV responden a flavonas y flavonoles como sefiales

de atraccion (Avalos y col., 2009).

Los taninos son compuestos fendlicos poliméricos que se unen a proteinas
desnaturalizandolas. El nombre de tanino procede de la antigua préctica de utilizar
extractos vegetales para convertir la piel animal en cuero (en el curtido, se unen al
coldgeno aumentando su resistencia al calor, al agua y a microorganismos). Existen
dos categorias: taninos condensados y taninos hidrolizables. Los taninos
condensados son polimeros de unidades de flavonoides unidas por enlaces C-C, los
cuales no pueden ser hidrolizados pero si oxidados por un acido fuerte para rendir
antocianidinas. Los taninos hidrolizables son polimeros heterogéneos que contienen
acidos fenolicos, sobre todo acido gélico y azucares simples; son mas pequefios que

los condensados y se hidrolizan ms ficilmente (Avalos y col., 2009).

4.10.2.3 Alcaloides
Los compuestos nitrogenados son principalmente los alcaloides y glucésidos

cianogénicos.

Los alcaloides son un grupo diverso de compuestos con cerca de 4 000 estructuras

conocidas. Estos son fisioldgicamente activos en humanos (cocaina, nicotina,
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morfina) y por supuesto de gran interés en la industria farmacoldgica (Sajc, et al.,
2000). Son una gran familia de mds de 15.000 metabolitos secundarios que tienen en
comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un dtomo de
nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad biolégica. La mayoria son
heterociclicos aunque algunos son compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos)
como la mescalina o la colchicina, por ejemplo. Se encuentran en el 20%
aproximadamente de las plantas vasculares, la mayoria dicotiledoneas herbéceas
(Avalos y col., 2009).

En humanos, los alcaloides generan respuestas fisiologicas y psicoldgicas, la mayoria
de ellas consecuencia de su interaccidn con neurotransmisores. A dosis altas, casi
todos los alcaloides son muy téxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor
terapéutico, como relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos.
Se sintetizan normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos
como la nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina. El opio es quiza
uno de los primeros alcaloides conocidos, el exudado (latex) de la capsula inmadura
de Papaver somniferon. Este exudado contiene una mezcla de mas de 20 alcaloides
diferentes entre los que se encuentran la morfina y la codeina. Ambos alcaloides
pertenecen a un grupo denominado alcaloides isoquinolinicos que sintetizan a partir
de la reticulina. La heroina es un alcaloide semisintético formado por acetilacién de
la morfina. Los alcaloides se clasifican en funcién de los anillos presentes en la

molécula (Avalos y col., 2009).

4.10.2.4 Glicosidos
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Los glicésidos son metabolitos vegetales de gran importancia, se consideran
posiblemente, los metabolitos secundarios con mayor relacién en las funciones de

defensa (Bennett y Wallsgrove, 1994).

Su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una molécula
de azidcar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Existen tres grupos
de glicosidos de particular interés: saponinas, glicosidos cardiacos y glicosidos
cianogénicos. Una cuarta familia, los glucosinolatos, se incluyen en este grupo

debido a su estructura similar a los glicésidos (Avalos y col., 2009).

Las saponinas son metabolitos secundarios que se encuentran como glicosidos
esteroideos, glicésidos esteroideos alcaloides o bien glicésidos triterpenos, estidn
ampliamente distribuidos en las plantas superiores y presentes también en algunos
invertebrados marinos. Son por tanto triterpenoides o esteroides que contienen una o
mas moléculas de azicar en su estructura (Hostettmann, et al.; 2002; Vincken, et al.;

2007; Augustin, et al.; 2011).

Las saponinas triterpenoides se encuentran principalmente en plantas dicotiledéneas,
pero también en algunas monocotiledoneas. Mientras que las saponinas esteroideas
se producen principalmente en plantas dicotiledoneas, tales como las Liliaceae,

Dioscoraceae y Agavaceae (Dewick, 2009).

El nombre saponina proviene de la palabra en Latin sapo (soap en inglés) y hace
alusion a las propiedades detergentes de esta familia de compuestos y a su capacidad

para formar espumas estables al agitar sus disoluciones acuosas (Dominguez, 1985;
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Hostettmann, et al.; 1995). El comportamiento en agua se explica por su naturaleza
anfifilica, resultado de la adicién de un grupo hidrofilico (aztcar) a un terpenoide

hidrofébico (Pérez, 2012).

Las saponinas se pueden presentar como agliconas, es decir, sin el azidcar (el terpeno
sin el azidcar, por ejemplo), en cuyo caso se denominan geninas o sapogeninas (Fig.

15) (Vasilyeva, et al., 2000; Avalos y col., 2009; Pérez, 2012).

MONOSACARIDOS
Rha—aGly
Rha

EMLACE GLICOSIDICO

Figura 15. Estructura quimica de las saponinas

Dependiendo del tipo de genina presente, las saponinas se dividen en tres clases

fundamentales: glicdsidos esteroidales, triterpénicos o alcaloides-esteroidales (Fig.

16).

Figura 16. Clasificacion de las saponinas de acuerdo al tipo de genina presente:
A) esteroidales [A.1 espirostdnica, A.2 furostanica], B) triterpénica y C) alcaloide - esteroidal
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Las saponinas tienen en comtin la unién de una o mds cadenas de azicares al aglicon.
Las saponinas monodesmosidicas poseen solo una cadena, generalmente enlazada al
C-3 de la genina (Fig. 17, D). Las bidesmosidicas presentan dos, usualmente con una
enlazada al C-3 a través de un enlace tipo éter; mientras que la otra puede estar
enlazada al C-28 mediante un enlace tipo éster (en saponinas triterpénicas, E) o al C-

26 mediante un enlace tipo éter (en saponinas furostdnicas, F). Las saponinas

tridesmosidicas son poco abundantes en la naturaleza (Pérez, 2012).

OR*

Figura 17. Ejemplos de saponinas mono y bidesmosidicas

La porcién de carbohidrato estd formada por oligosacdridos de cadenas cortas,
lineales o ramificadas. Entre los monosacaridos que se presentan con mds frecuencia
estdn la D-glucosa, D- galactosa, L-ramnosa, D-xilosa y &cido D-glucurénico
(Francis, 2002). A la complejidad estructural de esta familia de compuestos
contribuyen, por una parte, la presencia de diferentes sustituyentes, grupos
funcionales y variabilidad en la cadena lateral del aglicén y por otra; la naturaleza,
nimero y secuencia de los monosacaridos que forman la porcién oligosacaridica.
Esto justifica la diversidad de propiedades fisiolégicas, inmunoldgicas y

farmacoldgicas de estas sustancias (Francis, 2002).

Las saponinas causan hemdlisis, lisis de gloébulos rojos, incrementando la
permeabilidad de la membrana del plasma y asi son altamente téxicos cuando son
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inyectados a la corriente sanguinea. La lisis de eritrocitos es una de las propiedades
biolégicas mds generalizadas dentro de esta familia de compuestos (Gauthier, et al,
2009; Dewick, 2009). Sin embargo, las saponinas son relativamente dafiinas cuando
se toman oralmente, y algunos de nuestros productos alimenticios por ejemplo,
frijoles, lentejas, soya, espinacas y avenas, contienen significante contenido de ellas

(Dewick, 2009)

Muchas saponinas exhiben importantes actividades bioldgicas (Sparg, et al., 2004;
Song, et al., 2009; Hostettmann, et al., 2002; Yao, et al., 2000; Martinez, 2001) y por
ello atraen la atencion de la comunidad cientifica como compuestos de partida para el
desarrollo de nuevos productos farmacéuticos. Resaltan las actividades antibacteriana
(De Leo, et al., 2006; De Leo, et al., 2001); antiinflamatoria (Sparg, et al., 2004);
antifingica (Sparg, et al., 2004; Zhang, et al., 2005; Coleman, et al., 2010; Miyakoshi,
et al., 2000); antiparasitaria, fundamentalmente contra Plasmodium falciparum
(Traore, et al., 2000) y Leishmania infantum (Delmas, et al., 2000); antiviral (Sparg, et
al., 2004; Zhao, et al., 2008); citotoxica (Sparg, et al., 2004; Man, et al., 2010; Ikeda, et
al., 2003; Mimaki, et al., 2001; Yao, et al, 2000) y antitumoral (Sparg, et al., 2004) de

gran nimero de estos compuestos.

Las saponinas son compuestos que han presentado una buena respuesta en ensayos
de citotoxicidad, estos metabolitos han mostrado tener un potencial importante de
actividad citotéxica. Numerosos reportes destacan las propiedades citotdxicas de
muchas saponinas. Sin embargo, las saponinas con gran citotoxicidad no siempre

tienen propiedades antitumor (Sparg, et al., 2004).
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Recientemente se describié que dos saponinas esteroidales sintéticas presentan una
potente actividad inhibitoria contra el virus HSN1 (virus de influenza aviar) (Song, et
al., 2009).

Se conoce ademds, que algunas saponinas activan el sistema inmunolégico, por lo
que se utilizan como adyuvantes en la formulacién de vacunas (Sun, et al., 2009). La
saponina QS-21, una compleja saponina triterpénica que contiene dos oligosacaridos
en su estructura (Evans, et al., 2001) se ha empleado en la formulacién de vacunas —
ensayadas en humanos— contra VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana) y contra
diferentes tipos de cancer (Livingston, et al., 1994; Chapman, et al., 2000).

Hasta aqui se ha visto que las saponinas presentan un amplio espectro de actividades
bioldgicas, sin embargo, sus propiedades citotéxicas son de las mas estudiadas y
aparecen resumidas en numerosos articulos de revision (Man, et al., 2010; Rao, et al.,
1995; Konoshima, 1996; Kim, et al., 2008; Bachran, et al., 2008; Fuchs, et al., 2009).
En los ultimos diez anos se han publicado varios trabajos relacionados con el
aislamiento de saponinas esteroidales de numerosas especies de plantas (Mimaki, et
al., 1998; Mimaki, et al., 2000; Yokosuka, ef al., 2000; Yang, et al., 2006; Yokosuka,

et al., 2009).

Los glicésidos cardiacos o cardendlidos son semejantes a las saponinas esteroideas,

tienen también propiedades detergentes, pero su estructura contiene una lactona. Se

encuentran de forma natural en forma de glicésidos o de agliconas.
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Quiz4 el més conocido sea la digitoxina, o su andlogo digoxina, aislada de Digitalis
purpurea y utilizada como medicamento en el tratamiento de la insuficiencia

cardiaca congestiva (Fig. 18).
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glicosido esteroide

Figura 18. Estructura de la digitoxina de Digitalis purpurea

Los glicésidos cianogénicos son compuestos nitrogenados, que no son toxicos por si
mismos pero se degradan cuando la planta es aplastada liberando sustancias volatiles
toxicas como cianuro de hidrogeno (HCN). Los glicosidos cianogénicos
normalmente no se degradan cuando la planta estd intacta. Tienen un papel protector
en algunas especies frente a herbivoros. El cianuro de hidrégeno es una toxina de
accion rapida que inhibe metaloproteinas como la citocromo oxidasa, enzima clave
en la respiracidon mitocondrial. Sin embargo, algunos herbivoros llegan a adaptarse a
alimentarse de plantas cianogénicas y tolerar mds altas dosis de HCN (Avalos y col.,
2009).

Los glucosinolatos, también llamados glicésidos del aceite de mostaza, se degradan y
desprenden sustancias voldtiles responsables del aroma, el olor y el gusto de

condimentos como la mostaza y de vegetales como el repollo, brécoli o coliflor
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(Brassicaceae). La sinigrina es el glucosinolato que se encuentra en las semillas de
mostaza negra (Brassica negra). Los glucosinolatos al igual que los glicdsidos
cianogénicos, estdn separados espacialmente de las enzimas hidroliticas que los

degradan y actdan también como repelentes de herbivoros (Avalos y col., 2009).

4.11 Importancia de los productos naturales en el desarrollo de fArmacos

Hoy en dia, los sistemas de medicina tradicional basados en el uso de especies
vegetales gozan de un gran respeto, especialmente en paises con economias
emergentes donde la disponibilidad de los servicios médicos y la accesibilidad a los

tratamientos alopdticos es limitada (Shahid, et al., 2009).

En la naturaleza existen innumerables metabolitos secundarios con distintas
propiedades bioldgicas, que los hacen valiosos como base estructural para el

descubrimiento de farmacos (Jaki, et al., 2008).

Se estima que mas de 100 000 metabolitos secundarios son producidos por las
plantas (Bhalla, ef al., 2005). Aproximadamente 1 600 estructuras quimicas nuevas
obtenidas a partir de plantas superiores se describen cada afio, de las cuales un gran
nimero tiene actividad bioldgica (Sajc, et al., 2000; Fiehn, 2002). Esto hace que el
estudio de los metabolitos presentes en las plantas sea un enorme reto, de ahi la
necesidad de utilizar tecnologias diversas para su produccién, caracterizacion e
identificacion.

La demanda de productos naturales de interés farmacéutico provenientes de plantas

se ha incrementado en los ultimos afios dada la limitacién de los procesos de
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obtencion de medicamentos basados en la sintesis quimica (Pezzuto, 1995). A esto se
le suma la gran diversidad quimica de estos sobre los compuestos sintéticos y la
intensa actividad biolégica como resultado de la seleccién natural (Guttman, et al.,
2004). Adicionalmente, el costo de los biofdirmacos limita su disponibilidad en un
amplio sector del mercado y no satisface las necesidades de la poblacién mundial
(Gleba, et al., 1999). Otro aspecto de gran interés ha sido que muchas especies
vegetales estdn en peligro de extincién o se han extinguido debido a los problemas
ambientales provocados por el hombre y a la sobreexplotacion de las fuentes
naturales (Makunga y van Staden, 2008).

Aunque gran parte de los medicamentos se obtienen por sintesis quimica, la mayoria
de las estructuras principales estdn basadas en productos naturales. Mundialmente
existe un 44% de nuevos medicamentos basados en productos naturales y en paises
desarrollados el 25% de los medicamentos son derivados de plantas (Haq, 2004). Se
conoce que en la produccion de medicamentos, segun Hostettmann, et al. (2000), el
11% representa productos naturales (extractos de plantas), 24% son productos de
origen natural, es decir que para la sintesis de compuestos utilizan precursores de
origen natural y el 9% son copias sintéticas de productos naturales. Tal es su
importancia, que aproximadamente el 60% de compuestos anticancerigenos y el 75%
de medicamentos contra enfermedades infecciosas son productos naturales o
derivados de estos (Cragg y Newman, 2005).

En un estudio reciente se ha analizado el origen de los nuevos farmacos aprobados
por la FDA (Food and Drug Administration) entre 1981 y 2008. De este estudio se
desprende que un 57.7% se corresponden con Productos Naturales, entendiendo
como tal a los propiamente llamados asi, a sus derivados y a los mimicos de los

mismos (Fig. 19).
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Figura 19. Total de nuevos farmacos 1982 - 2008

Los metabolitos secundarios han tenido un extenso uso en el tratamiento de
enfermedades. Estos compuestos han servido en su forma original y como modelo
para modificaciones sintéticas. Entre el afio 2000 y el 2005, mas de 20 nuevos
farmacos basados en productos naturales fueron lanzados al mercado. Estos
compuestos de estructuras diversas, junto con un nimero de productos naturales que
actualmente se encuentran en etapas de ensayo clinico demuestran la importancia de

las fuentes naturales en el descubrimiento de nuevos farmacos (Chin, et al., 2006).

La estrategia mds utilizada para el estudio de productos naturales es el tamizaje
biologico. Para el tamizaje de productos naturales es esencial el empleo de
bioensayos. La seleccion de un sistema de ensayos para monitorear el
fraccionamiento se basa en la actividad que demuestre el extracto. Generalmente se
utilizan sistemas de prueba in vitro para monitorear la actividad, ya que los
resultados se obtienen de manera mas rdpida que con las pruebas in vivo y también
los costos del bioensayo son menores (Bhakuni and Rawat, 2005). El ensayo

antibacteriano in vitro, es simple, rapido, eficiente, confiable, sensible, seguro

57



relativamente de bajo costo (Sarker, ef al., 2007). La actividad antimicrobiana se
considera indicador de la capacidad de sintesis de metabolitos secundarios bioactivos
(Del Val, et al., 2001). Este método clésico requiere que las sustancias a probar sean
solubles en agua o puedan difundirse en agar (Murillo—Alvarez, et al., 2001). Existen
varios métodos para realizar este ensayo, pero el método de difusién en disco es uno
de los mads utilizados, ya que a través de €l, la sensibilidad de un cultivo se puede

determinar con facilidad y en poco tiempo (Brock and Madigan, 1993).

4.12 Técnicas para la extraccion, purificacion y caracterizacion estructural de

compuestos

En la investigacién fitoquimica principalmente se utilizan métodos de separacion,
fundamentalmente cromatogrificos, y métodos de elucidaciéon estructural,
principalmente espectroscopicos. La experimentacion con la planta comienza con la
extraccion de los metabolitos que se encuentren disueltos en el citoplasma de la
célula vegetal o formando sales que se encuentran incrustadas en las células. Después
de triturada la planta se lleva a un proceso de maceracién en donde el material
vegetal estd en contacto con un disolvente. Otro método de extraccion de
compuestos es utilizando diferentes disolventes con polaridad creciente empezando
con hexano y aumentando la polaridad hasta llegar al acetato de etilo para arrastrar
sustancias de polaridad intermedia, terminando con el empleo de alcohol que extrae
del vegetal compuestos mas polares. Este procedimiento ayuda a que la extraccion
con diferentes polaridades arrastre diferentes metabolitos secundarios y de esta forma

poder purificarlos més facilmente (Villar del Fresno, 1999).
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Una de las tareas mds importantes en la quimica de productos naturales es la
determinacién de las estructuras orgdnicas. Cuando se afsla un compuesto
potencialmente util, de una fuente natural, se debe determinar completamente su
estructura antes de comenzar su sintesis. Para conseguirlo se necesitan técnicas

analiticas que no dafien la muestra (Wade, 2006).

4.12.1 Cromatografia

Esta técnica se usa para obtener los componentes individuales puros de una mezcla y
también para determinar la proporcion de éstos componentes. En la cromatografia,
las moléculas se distribuyen entre dos fases distintas, y la separacion tiene relacion
directa con la diferencia de solubilidad que algunas moléculas muestran en cada fase.
Las separaciones se obtienen al introducir compuestos orgdnicos en una fase
estacionaria y dejando luego que una fase movil fluya a través de la mezcla. Cada
componente interactia con la fase estacionaria y se disuelve en la fase movil en
diferente medida. Los compuestos unidos con menos fuerza a la fase estacionaria y
mas solubles en la fase movil recorren una distancia mayor que los demds
componentes. Los diversos métodos cromatogréficos difieren con respecto a la fase
movil (liquido o gas), la fase estacionaria (papel, gel o empaque sélido) y la fuerza

que impulsa a la fase mévil (presion, gravedad o un campo eléctrico).

Existen diferentes métodos cromatogrificos entre los que podemos encontrar la
cromatografia en papel. Este se aplica a productos polares como carbohidratos,
aminodcidos, acidos orgdnicos y fenoles, la separacion se realiza sobre tiras de papel
poroso, participando tanto fendmenos de particion como de adsorciéon. La

cromatografia en capa fina se emplea para la separacion de mezclas de toda clase de
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productos naturales y las condiciones de separacion se eligen en funcién de las
caracteristicas de la mezcla a separar. También se utiliza la cromatografia en
columna que involucra la adsorcién de un compuesto a una fase estacionaria y la
elucién de éste con disolventes de diferente polaridad. Se emplea al igual la
cromatografia flash que tiene el mismo principio que la cromatografia en columna
aplicando una presién en la parte superior. Entre otras se encuentran también la
cromatografia liquida de baja y mediana presion, cromatografia gas — liquido,
cromatografia liquida de alta resolucion y cromatografia en contra corriente por

goteo (Villar del Fresno, 1999).

4.12.2 Espectroscopia infrarroja (IR)

La region infrarroja (del latin, infra, “debajo del rojo) del espectro corresponde a
frecuencias que se encuentran justo por debajo del visible, y por encima de las
microondas mas altas y de las frecuencias de radar entre 8 x 10° cm y1lx 107 cm.
Los espectrometros de infrarrojo suelen operar en el medio de esta regién, a
longitudes de onda entre 2.5 x 10* cm y 25 x 10* cm, que corresponden a energias
que van desde 1.1 hasta 11 kcal/mol (4.6 a 46 kJ/mol). Los fotones de luz infrarroja
no tienen suficiente energia para producir transiciones electrénicas, pero pueden
hacer que grupos de dtomos vibren respecto a los enlaces que los conectan. Igual que
en las transiciones electronicas, estas transiciones vibracionales corresponden a
distintas energias y las moléculas absorben radiacién infrarroja sélo a ciertas

longitudes de onda y frecuencias.

La posicion de una banda infrarroja se especifica por su longitud de onda (), y se

mide en micras (um). Una micra (o micrometro) corresponde a 10° 0 10" cm; sin
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embargo, una unidad mds comin es el nimero de onda (v), que corresponde al
ndmero de ciclos (longitudes de onda) contenidos en un centimetro. El nimero de
onda es el reciproco de la longitud de onda (en centimetros). Como 1 cm= 10 000
um, el nimero de onda se puede calcular dividiendo 10 000 entre la longitud de onda
en micras. La unidad del nimero de ondas es el cm™ (inverso del centimetro). El
numero de onda (en cm'l) se ha convertido en la forma més frecuente de especificar
las absorciones en IR y es proporcional a la frecuencia (v) de la onda, por lo que
también es proporcional a la energia del fotén (E = hv). Sin embargo, en algunos

trabajos a veces se utilizan las micras (Wade, 2006)

Un enlace covalente entre dos dtomos funciona como un resorte. Si se estira el
enlace, una fuerza de restauracion jala entre si a los dos d4tomos hacia la longitud del
enlace en equilibrio. Si se comprime el enlace, la fuerza de restituciéon empuja a los
dos atomos, apartandolos. Si se estira o se comprime el enlace y después se suelta,
los 4tomos vibran. La frecuencia de la vibracion de tension depende de dos factores:
las masas de los dtomos y la rigidez del enlace. Los 4tomos mds pesados vibran més
lentamente que los més ligeros. En un grupo de enlaces con energias similares de

enlace, la frecuencia disminuye cuando aumenta el peso atomico (Wade, 2006).

Los espectros de infrarrojo (IR) contienen muchas absorciones diferentes, y no sélo
una absorcion por cada enlace. Muchas de esas absorciones se originan en las
vibraciones de tension de la molécula como un todo, o por vibraciones de flexion. En
una vibracion de flexién, las longitudes de los enlaces permanecen constantes pero
los angulos de enlace vibran con respecto a sus valores de equilibrio. Es poco

probable que dos compuestos diferentes (excepto los enantidmeros) tengan las
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mismas frecuencias para todas sus vibraciones complejas. Por este motivo, se
considera que el espectro infrarrojo da una “huella dactilar” (600 — 1400 cm™) de una
molécula. Un espectrometro infrarrojo mide las frecuencias de la luz infrarroja que
absorbe un compuesto. El rayo de luz pasa a través de la celda de 1la muestra. El rayo
de referencia pasa a través de una celda de referencia que contiene sélo el disolvente
(Wade, 20006).

El aspecto méas util de la espectroscopia infrarroja es su disponibilidad para
identificar los grupos funcionales de un compuesto, sin embargo no proporciona
informacién acerca del esqueleto de carbonos de los grupos alquilo en el compuesto.

Este aspecto se determina por resonancia magnética nuclear (RMN) (Wade, 2006).

4.12.3 Espectrometria de masas

Para determinar la estructura de un compuesto se necesita un peso molecular, y si es
posible, la férmula molecular. La espectrometria de masas proporciona el peso
molecular, asi como informacion valiosa acerca de la férmula molecular, empleando
una cantidad muy pequefia de muestra. La espectrometria de masas de alta resolucion
puede dar una férmula molecular exacta, y da informacion estructural que se puede

emplear para confirmar una estructura a la que se llegé a través IR (Wade, 2006).

La espectrometria de masas es diferente de la espectroscopia. En la espectroscopia
estd implicada la absorcidn (o emision) de luz en un intervalo de longitudes de onda.
En la espectrometria de masas no se utiliza luz. En el espectrometro de masas, se

hace incidir electrones (u otras particulas) de alta energia sobre la muestra, lo que
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hace que se rompan las moléculas; se miden las masas de los fragmentos y esta
informacion se utiliza para reconstruir la molécula.

Durante el bombardeo, el espectrometro ioniza las moléculas en un alto vacio, separa
los iones de acuerdo con sus masas y mide de los diferentes iones segtin sus masas.
El espectro de masas es el grafico que se obtiene a partir del espectrometro de masas,
representando la relacién masa/carga de cada fragmento formado en el eje de las
abscisas. Los iones formados en cada fragmentacion tienen una carga de +1, por lo
que cada pico que se observa en el espectro de masas representa indirectamente la
masa del ion. En el eje de las ordenadas se grafica la intensidad de cada pico; ésta
refleja la estabilidad de cada fragmento como ion; los iones mds estables
permaneceran mds tiempo en el espectrometro y dardn sefiales mas intensas. La sefial
mas intensa en el espectro (pico padre) representa al ion mds estable de la
fragmentacion. Si un ion formado no es estable, se producird un pico poco intenso
que algunas veces no es detectado por el aparato. De manera general, los alcoholes
primarios o secundarios producen picos muy pequeflos que no son observados en los
espectrometros de masas de baja resolucion, s6lo se observan sus fragmentos
correspondientes. Debido a que la intensidad del pico en masas corresponde a la
estabilidad del ion formado, generalmente el ion molecular es dificil de observar si
produce un ion inestable. Para observar al ion molecular se requiere de técnicas
especiales de ionizaciéon o de deteccion en espectrometros de masas de alta
resolucion, las cuales, dada su alta sensibilidad, producen masas exactas del orden de

diezmilésimas, con lo cual es posible asignarle una férmula molecular (Wade, 2006).

Aunque en la investigacién fitoquimica principalmente se utilizan métodos de

separacion, en la mayoria de los casos, aunque la elucidacién estructural aparece
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como la parte fundamental de la investigacidn, también se realiza la evaluacién de la

actividad citotéxica en células normales de los nuevos compuestos.

4.13 Ensayos de citotoxicidad in vitro

La definicién de citotoxicidad tiende a variar dependiendo de la naturaleza del
estudio, si las células mueren o simplemente tienen su metabolismo alterado. Estos
ensayos son empleados porque son baratos, facilmente cuantificables y
reproducibles. Muchos experimentos in vitro, tienen el propdsito de determinar la
potencial citotoxicidad de los compuestos estudiados, porque van a ser usados como
farmacos, cosméticos y deben demostrar que no son téxicos o porque van a ser
usados como agentes anticidncer y la citotoxicidad es crucial para su accidn
(Freshney, 2000).

Segun Freshney (2000), los ensayos de citotoxicidad se pueden clasificar en ensayos
de viabilidad y ensayos de supervivencia, los primeros se emplean para determinar la
proporcién de células que inmediatamente después de un tratamiento potencialmente
traumdtico, se mantienen intactas. Mediante estos ensayos se puede evaluar la
citotoxicidad de un tratamiento en términos de concentraciones letales (CL).

La concentracion letal 50 (CLsp) es la concentracion de la sustancia en estudio que
causa la muerte al 50% de las células presentes, evaluadas inmediatamente después
de la sustancia (Cordero, 2000).

Para Freshney (2000), algunos ensayos de citotoxicidad como los de viabilidad que
se basan en la capacidad que tienen las células para excluir sustancias a las que son
impermeables, ofrecen una interpretacion instantdnea. Estos ensayos de viabilidad
son para medir la tasa de supervivencia directamente, las células que al ser expuestas

al colorante no se tifien, se consideran viables y son de particular importancia para
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agentes toxicos los cuales ejercen sus efectos primarios sobre la integridad de la

membrana.

4.13.1 Método del MTT

Muchos ensayos bioldgicos requieren medir la supervivencia y/o proliferacién de las
células de mamifero, esto puede lograrse por varios métodos, para esto se desarrolld
un ensayo colorimétrico rdpido, versatil y cuantitativo, basado en una sal de
tetrazolio MTT (metil triazol tetrazolio) o bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio,  mide  solo  células  vivientes 'y puede  medirse
espectrofotométricamnete leyendo la absorbancia entre 540-570 nm (Mosmann,
1983).

El MTT es una sal de tetrazolio color amarillo que se utiliza para medir la actividad y
viabilidad celular por el rompimiento causado por la reduccién (aceptacién de un H™)
del anillo de la sal de tetrazolio MTT por acciéon de las enzimas deshidrogenasas
mitocondriales: succinato-deshidrogenasas, para formar unos cristales azules de
formazan insolubles en agua (Fig. 20), pero solubles en dimetil sulféxido (DMSO).
La viabilidad celular es proporcional a la absorbancia que presentan los cristales de

formazan en solucién (Angel, 1993).

MTT Q
Formazan
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Figura 20. Metabolizacion de MTT a sales de
Formazan por células viables
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4.14 Plantas con actividad anti — Helicobacter pylori

Existen diversos estudios sobre el uso de plantas medicinales en contra de H. pylori,
sin embargo, se trata en su mayoria de estudios preliminares, realizados in vitro, 1o
cual resulta comprensible, pues la gran mayoria de los recursos de investigacion
estdn volcados en el drea de la farmacologia. Sin embargo, hay que sefialar que
aunque este tipo de trabajos es reciente, siendo el primero un articulo publicado en
1991, y su ntimero ha crecido s6lo en los ultimos afios (del 2000 en adelante), es ya
muy grande el nimero de plantas que han comenzado a investigarse y ofrecen un
enorme campo de investigacion y de posibilidades para el tratamiento de la infeccion

por H. pylori.

A nivel mundial se ha estudiado el efecto anti H. pylori de alrededor de 327 plantas
tanto de uso comestible como medicinal y de las cuales al 60.8% se les ha
encontrado un efecto directo sobre esta bacteria. Asi lo ilustra un amplio trabajo
publicado en el 2007 por Castillo y Romero, investigadores del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina de la U.N.A.M. Los autores reportan mds de

160 plantas para las cuales se han confirmado dicha accion.

En otro articulo que ofrece un excelente panorama sobre el tema que nos ocupa,
investigadores del mismo Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina
de la U.N.A.M., comentan que se han reportado, a nivel mundial, una gran variedad
de compuestos con actividad anti-H. pylori in vitro, en el que se destacan los
flavonoides, taninos, cumarinas, terpenos, quinolonas y alcaloides. Sin embargo, s6lo
a muy pocos de ellos se les ha demostrado que mantienen su actividad in vivo

(Palacios y col., 2011).
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Estos autores destacan otra drea de interés que tienen los estudios sobre los
compuestos vegetales activos contra H. pylori, consiste en el desarrollo de nuevos
compuestos quimicos a partir de la identificacién de sustancias naturales que
presenten una excelente actividad anti bacteriana. Dichos compuestos naturales
pueden ser modificados para mejorar su eficacia y reducir posibles efectos
secundarios. Otra via, tangencial a esta, resulta de combinar moléculas naturales con
moléculas sintéticas ya existentes, obteniendo asi un tercer tipo de compuesto muy
superior a los precedentes. Los autores de la revision recién citada, refieren el
trabajo del profesor Hai Liang Zhu y sus colaboradores, del Instituto de
Biomoléculas Funcionales, de la Universidad de Nanjing, en China, quienes lograron
obtener un producto novedoso, 50 veces mas activo que el metronidazol contra H.
pylori, al combinar dicho antibidtico con genisteina, ademds el nuevo compuesto

demostré tener propiedades antinflamatorias (Zhu, et al., 2007).

En un estudio realizado en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la U.A.N.L.,
Moreno (2006) reporté la actividad de los extractos metandlicos de Agave

lechuguilla y Agave lophantha sobre H. pylori Cepa J 99.

Algunos estudios han demostrado que el orozuz contiene diferentes componentes
activos en contra de H. pylori y que inclusive es capaz de tener actividad contra
cepas de la bacteria que son resistentes a algunos antibiéticos. Estos, y algunos otros
estudios, ponen en evidencia el hecho de que dicha planta, o bien el desarrollo de
algunos compuestos elaborados en base a dicha planta, pueden ofrecer una sélida
alternativa ante el incremento de la resistencia a los antibidticos por parte del H.

pylori (Krausse, et al. 2004; Fukai, et al., 2002).
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Un interesante trabajo de investigacion, también de un aporte de investigadores del
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la U.N.A.M., quienes
revisaron, in vitro, el poder anti-H. pylori de 53 plantas usadas en la Medicina
Tradicional Mexicana para tratar problemas gastrointestinales (Castillo-Judrez I y

col., 2009).

4.15 Agaves

Desde la época prehispénica los agaves han sido usados por los seres humanos y
contindan siendo ampliamente utilizados como fuentes de alimento, bebidas,

materiales de construccién y medicinas naturales (Arizaga y Escurra, 2002).

El estudio de los agaves es de gran importancia debido a su uso tradicional como
medicamento en diferentes culturas como la de la India y México. Los Agaves se
utilizan como diuréticos, antisifilitico, laxantes, antiescorbiitico y anticancerigenos
por lo que lo convierte en una excelente especie para el estudio fitoquimico (Ding,
1992). Sus hojas o pencas son fuente importante de metabolitos secundarios y

pueden encontrarse especialmente saponinas, saponinas esteroidales y flavononas.

En el género agave se han identificado varias sapogeninas como: hecogenina,
manogenina, yucagenina, agavogenina, sarsasapogenina, texogenina, esmilagenina,
gitogenina, tigogenina y clorogenina (Herndndez, et al., 2005). En un estudio sobre
la composicion de Agave lechuguilla, encontraron la presencia de esmilagenina y
gitogenina con rendimientos de 5 g/kg y 0.6 g/kg en base seca respectivamente. En
la lechuguilla se ha reportado la presencia de esmilagenina (sapogenina esteroidal),

que es un precursor esteroidal, ademds de 8 sapogeninas mds: yucagenina,
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gitogenina, hecogenina, tigogenina, diosgenina, gentrogenina, clorogenina Yy
ruizgenina, por lo que podria emplearse como fuente de esteroides, para la
elaboracién de cortisona (antiinflamatorio), e incluso estrégeno y progesterona,
debido a que sus hojas contienen entre 1 y 2 por ciento del peso seco de saponinas

esteroidales (Herndndez, et al., 2005).

También se sabe que se usan para producir esteroides, productos para cosmetologia,
fibras como el henequén, combustible y jabén (Mc Vaugh, 1989; Nobel, 1988;
Piven, et.al., 2001). Gentry (1982), afirma que el cultivo de diferentes especies de
Agave (maguey) para la produccién de pulque se desarrollé con las civilizaciones
mesoamericanas. Un desarrollo mucho mds reciente, especialmente en los dltimos
dos siglos, es la produccion de licor destilado como el mezcal y el tequila (Mc
Vaugh, 1989). Se puede decir con certeza que no existe ningtn otro grupo de plantas
silvestres de México que haya tenido tantas modalidades de utilizaciéon como los

magueyes (Gémez-Pompa; 1963).

El género Agave se encuentra ubicado dentro de la familia Agavaceae, la cual surgié
aproximadamente hace 15 millones de afios (Eguiarte, et al.; 2000). Esta familia es
de distribucién americana; tiene su limite septentrional en Dakota del Norte, Estados
Unidos y hacia el sur se extiende a través de los Andes hasta Bolivia y Paraguay,
incluyendo Centroamérica y las Antillas. El centro de mayor riqueza y biodiversidad
para la familia se encuentra en México y dreas circunvecinas (Fig. 21) (Garcia

Mendoza 1995).
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Figura 21. Distrubucion de la familia Agavaceae

Todas las especies de la familia Agavaceae son nativas de América y se encuentran
clasificadas en ocho géneros, los cuales estdn presentes en nuestro pais; es por ello
que Eguiarte et al. (2000) mencionan que el centro de origen de esta familia es
Meéxico central. No existe un acuerdo en cuanto al nimero de especies, sin embargo,
Garcia-Mendoza y Galvan (1995) afirman que tiene un total de 228 especies y
consideran que un 75% del total se encuentra en el territorio mexicano. De todas las
especies que posee el pais, 55% son endémicas. Los estados que poseen un mayor
nimero de representantes son Oaxaca, Durango y Puebla, seguidos por Sonora,
Jalisco, Coahuila, Chihuahua, San Luis Potosi, Nuevo Ledén y Zacatecas.

Los ocho géneros de la familia presentan biologias reproductivas contrastantes, ya
que algunas especies son iterdparas (policarpicas) y los individuos se pueden
reproducir cada afo, mientras otras son semélperas (monocérpicas) produciendo solo
una inflorescencia espectacular en su vida, para después morir (Eguiarte, et al.,

2000).
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4.15.1 El género Agave

El nombre del género Agave proviene del griego que significa “admirable” y fue
descrito por Linneo (GOmez-Pompa, 1963). Sus miembros son nativos de
Norteamérica, Centroamérica, el Caribe y Sudamérica y se distribuyen en latitudes
de 40° N y 6° N (Arizaga y Escurra, 2002). Dominan vastas dreas, en particular
ambientes xerofiticos (Silva-Montellano y Eguiarte, 2003). El género cuenta con 166
especies de las cuales 125 se encuentran en México. Se considera a la Altiplanicie
Mexicana como su centro de distribucion, reconociendo que las llanuras centrales y
la subregion del sur (Puebla y Morelos) es donde se encuentra la mayor riqueza de
especies, la cual disminuye considerablemente al sur del Istmo de Tehuantepec, asi

como hacia Sonora y Baja California (Eguiarte, et al., 2000; Garcia-Mendoza; 1995).

Gentry (1982) divide el género en dos subgéneros: Littaea y Agave. El subgénero
Agave estd formado aproximadamente por 102 especies; en México tiene una
distribucién mds amplia que Littaea, desde las dunas costeras a nivel del mar hasta
los bosques de Pinnus-Quercus a los 2600 — 2900 metros de altitud, y coloniza un
mayor nimero de ambientes, aunque la variedad de formas que presenta es reducida.
La mayoria de las 53 especies de Littaea crece en altitudes superiores a los 1000
metros aunque también se desarrollan al nivel del mar y hasta los 2500 metros, tanto
en bosques de Pinnus-Quercus como en selvas bajas caducifolias (Garcia-Mendoza;
1995). El subgénero Littaea esta caracterizado por sus inflorescencias de apariencia
espigada y el subgénero Agave posee inflorescencias paniculadas y flores en grandes
agregados umbelados sobre pedinculos laterales (Eguiarte, et al. 2000; Garcia-

Mendoza, 1995).
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Dentro de las caracteristicas principales del género Agave destacan las siguientes:
son plantas perennes, suculentas, monocotiledéneas, con raices duras fibrosas y tallos
gruesos muy cortos. Las hojas son generalmente verdes, sin embargo, también
pueden ser blancas o grisdceas. La superficie puede ser muy dspera al tacto o muy
suave, la mayoria son largas, gruesas hacia la base y estdn arregladas en rosetas
basales con espinas laterales y en las puntas. La espina terminal puede ser corta o
muy larga, acanalada totalmente o en partes con seccion transversal, redondeada y

aplanada. El color de las espinas puede ser blanco grisiceo o moreno rojizo.

Las flores de varios tamafios y colores en las distintas especies, pueden ser desde
unos tres centimetros hasta 15 o 20 cm de largo. Son principalmente protdndricas,
hermafroditas, auto-compatibles con poca auto-fertilizacién, actinomorfas, tienen
seis tépalos erectos o curveados, imbricados, a veces desiguales. Presentan seis
estambres, filamentos insertados en el tubo o en las bases, el tubo del perianto corto,
ovario trilocular, pistilo alargado, estigma trilobular y semillas negras aplanadas. El
fruto es una cédpsula lefiosa con muy diversas formas y tamaios, dehiscente con tres
alas (Arizaga, 1998; Arizaga y Escurra, 1995, Eguiarte, et al., 2000; Gomez-Pompa,

1963; Mc Vaugh, 1989; Slauson, 2000).

Las plantas de este género presentan varias adaptaciones a medio; tienen la
capacidad de acumular agua en las gruesas hojas suculentas lo que permite que estén
especialmente adaptadas a la aridez. Por otra parte, estas plantas pueden propagarse
por dos mecanismos: La produccién de semillas a través de la reproduccion sexual de
las rosetas semélparas y la multiplicacién vegetativa, o clonacién (Arizaga y Escurra,

1995).
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Cuando comienza la floracién, los agaves desarrollan una gran inflorescencia
terminal o tallo que florece (conocido botdnicamente como escapo y llamado quiote
en México), como resultado de un rdpido alargamiento del meristemo apical después
de afos de crecimiento vegetativo de la roseta basal (Arizaga, et al., 2000). Una
caracteristica interesantes de la inflorescencia es la presencia de bricteas a veces
grandes que se van haciendo pequefias hacia el extremo de la misma (Gémez-Pompa,

1963).

4.16 Descripcion de plantas estudiadas

4.16.1 Agave lechuguilla

Clasificacion Botanica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

/ Ay
<

Clase: Liliopsida ISR
Figura 22. Agave lechuguilla
Subclase: Liliidae
Orden: Liliales
Familia: Agavaceae

Género: Agave

Especie: lechuguilla
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Descripciéon Botanica:

Agave lechuguilla es un arbusto rosetéfilo, pequefio, con 20-50 hojas. Las
hojas maduras son de forma lineal a lanceolada, de color verde-amarillo, de
ascendentes a erectas, algunas veces en el haz presentan una franja longitudinal de un
color verde mads claro; sus espinas marginales son detlejas y tienen una espina apical.

La inflorescencia es un espiga de 2.5-3.5 m de alto.

Distribucion Geografica:

La especie es abundante desde el sureste de Arizona, y el sur de Nuevo
Meéxico y Texas, hasta los estados de México e Hidalgo, e incluso Puebla. Agave
lechuguilla es dominante fisonémico del matorral desértico rosetéfilo, pero también
puede registrarse en el matorral desértico micréfilo y en los ecotonos entre ambos

tipos de matorral.

4.16.2 Agave lophantha
Clasificacion Botanica
Reino Plantae

Division: Spermatophyta

Clase: Angiospermae ST -
Figura 23. Agave lophantha
Subclase: Monocotiledoneae
Orden: Asparagales
Familia: Agavaceae
Subfamilia: Agavoideae
Tribu: Agaveae

Género: Agave

Especie: lophantha
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Descripciéon Botanica:

Planta pequefia radiada, rosetas simples o surculosas de 30-60 por 50-100 cm.
Las plantas maduras son en ocasiones con tallos visibles hojas numerosas de 30-70
por 3-5 cm., espatulazas de color verde brillante a verde amarillentas con o sin una
linea media pdlida, lineal o lanceolada, es delgada, flexible algo gruesa hacia la base
y redondeada abajo, plana a cdéncava arriba con margenes cérneos, ondulados a
crenados, los dientes simples u ocasionalmente dobles sobre anchas y cortas
mamilas, rectos o ligeramente encorvados, delgados, la mayoria de 4-8mm de largo y
1-2cm de distancia entre ellos, las espinas son pequenas de 1-2cm de largo tubuladas

de color café oscuro a gris, aplanadas cerca de la base.

Distribucion Geografica:

La distribucién natural del Agave lophantha es desde el sureste de Texas
hasta el sur de México por todo lo largo de la costa hasta el centro de Veracruz. Es
muy frecuente que se encuentre sobre rocas calizas, asi como en los precipicios y los
afloramientos rocosos en los cuales los bosques tropicales no son muy densos y
pueden proporcionar la luz del sol adecuada para el crecimiento de esta planta, se

encuentra en elevaciones de 30-1,500 metros de altitud.

4.16.3 Agave victoriae reginae
Clasificacion Botanica
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida ) - ‘
Figura 24. Agave victoria reginae
Subclase: Liliidae
Orden:Asparagales
Familia: Agavaceae
Género: Agave

Especie: A. victoriae reginae
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http://216.239.39.104/translate_c?hl=es&u=http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt%3Fsearch_topic%3DTSN%26search_value%3D202422&prev=/search%3Fq%3Dagave%2Blechuguilla%26hl%3Des%26lr%3D
http://216.239.39.104/translate_c?hl=es&u=http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt%3Fsearch_topic%3DTSN%26search_value%3D18061&prev=/search%3Fq%3Dagave%2Blechuguilla%26hl%3Des%26lr%3D
http://216.239.39.104/translate_c?hl=es&u=http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt%3Fsearch_topic%3DTSN%26search_value%3D38881&prev=/search%3Fq%3Dagave%2Blechuguilla%26hl%3Des%26lr%3D
http://216.239.39.104/translate_c?hl=es&u=http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt%3Fsearch_topic%3DTSN%26search_value%3D42611&prev=/search%3Fq%3Dagave%2Blechuguilla%26hl%3Des%26lr%3D
http://216.239.39.104/translate_c?hl=es&u=http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt%3Fsearch_topic%3DTSN%26search_value%3D43322&prev=/search%3Fq%3Dagave%2Blechuguilla%26hl%3Des%26lr%3D
http://216.239.39.104/translate_c?hl=es&u=http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt%3Fsearch_topic%3DTSN%26search_value%3D182659&prev=/search%3Fq%3Dagave%2Blechuguilla%26hl%3Des%26lr%3D

Descripcion Botanica:

Agave victoriae reginae es un agave en forma de roseta con hojas duras, marcadas
por franjas blancas y terminadas en una aguda espina. Su tamaio llega a alcanzar
hasta los 60 cm de didmetro, es de muy lento crecimiento, con muy bajos
requerimientos de agua. Algunos conocedores llegan a decir que se necesitan mds de
40 afios para llegar a florecer. Su floracién es mediante un vdstago de

aproximadamente 5 m de alto.

Distribucion Geografica:

Se le puede encontrar en pocos habitat existentes en México, 3 cuando

mucho, localizados en el estado de Nuevo Ledn al noreste de México.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Material biolégico
Agave lechuguilla
Agave lophantha
Agave victoria reginae

Helicobacter pylori Cepa J 99

5.2 Colecta e identificacion del material vegetal

Agave lechuguilla se colectd en la Ciudad de Saltillo, Coahuila; Agave
lophantha y Agave victoria reginae fueron colectados en el municipio de Ciénega de
Flores, Nuevo Ledén. Los ejemplares fueron identificados por la Dra. Maria del
Consuelo Gonzélez de la Rosa y un espécimen de cada planta fue depositado en el
herbario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la U.A.N.L. para su nimero de

registro.

5.3 Obtencion de los extractos metandlicos

Las hojas del material vegetal se limpiaron cuidadosamente para eliminar la tierra
y particulas extrafias que pudieran presentar, se cortaron en trozos pequefios de
aproximadamente 1 cm y posteriormente se colocaron en un horno seco Felisa®
modelo FE-295V a 40° C durante 72 h para eliminar la mayor humedad posible.
Una vez secos, se trituraron por separado en un molino manual (Victoria®) y

almacenados en un recipiente seco.

77



Para la obtencién de los extractos, se pesaron 60 g de cada muestra vegetal, se
depositaron por separado en un matraz ErlenMeyer de 500 mL y se homogenizaron
con 250 mL de metanol (CTR Scientific, México), se sellaron herméticamente para
evitar evaporacién del solvente durante la extraccién y se dejaron en agitacidn
constante durante 72 h en un Agitador Dual Action (Shaker Lab-Line). Una vez
transcurrido este periodo, se procedié a realizar la filtracion utilizando papel filtro
Whatman N° 1. Este procedimiento se repitié 3 veces.

Los extractos metandlicos se concentraron en un rotavapor a presion reducida y a
una temperatura de 45°C (Yamato modelo RE 200), se llevaron a sequedad total a
temperatura ambiente y una vez recuperados los extractos, se pesaron para
determinar su rendimiento. Posteriormente se envasaron en viales de vidrio color

ambar y refrigerados a 4°C hasta su uso.

5.4 Pruebas quimicas para la determinacion de grupos funcionales

Para la determinacion parcial de los diferentes tipos de metabolitos
secundarios presentes en los extractos se realizaron las pruebas quimicas de
identificacion. Los extractos crudos se prepararon a 50 mg/mL disueltos en metanol.

Se utilizaron placas de cerdmica de 12 pozos (Dominguez, 1979).

5.4.1 Prueba del KMnQO4

Para insaturaciones. Se disolvieron de 1-2 mg de los extractos en 1 mL de
agua, acetona o metanol y se le agreg6 gota a gota una solucion de KMnOy al 2% en
agua. La prueba se considerd positiva si se observd decoloracion o formacion de
precipitado café, resultado de la formacion de diéxido de magnesio (Dominguez,

1979).
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5.4.2 Prueba de la 2-4 Dinitrofenilhidracina

Para grupo carbonilo. Una muestra de 1 a 10 mg del extracto se disolvi6 en
etanol, se le afiadié una solucion saturada de 2-4 dinitrofenilhidracina en HCI 6N, la
formacién de un precipitado amarillo o naranja indicé la presencia del grupo

carbonilo (Dominguez, 1979).

5.4.3 Prueba del FeCl;

Para oxhidrilos fendlicos (taninos vegetales). Se disolvieron 1-2 mg del
extracto en 1 mL de agua o etanol y después se le agregaron unas gotas de cloruro de
fierro al 12.5% en agua. La aparicion de un precipitado rojo, azul-violeta o verde fue

considerado positivo (Dominguez, 1979).

5.4.4 Prueba de Liebermann-Burchard

Para esteroles y metilesteroles. Se mezclé 1 mL de anhidrido acético con 1
mL de cloroformo, se dejo enfriar la mezcla y se le afadié una gota de 4cido
sulfurico. Este reactivo se pone en contacto con una gota de solucion del extracto y
una gota de cloroformo. La aparicién de cualquier color determiné que la prueba fue

positiva (Dominguez, 1979).

5.4.5 Prueba de Molish

Para carbohidratos. En un tubo de ensaye se mezcl6 1 -2 mg del extracto con
1-2 gotas del reactivo de Molish (solucién al 5% de a — naftol en etanol) y se
deslizaron por la pared del tubo inclinado 2 mL de 4cido sulftirico concentrado. Si se

formé un anillo color violeta la prueba fue positiva (Dominguez, 1979).
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5.4.6 Prueba de las coumarinas
Se disolvié 1-2 mg del extracto, se le agregd gota a gota el reactivo NaOH al
10 %, si aparecié una coloracion amarilla que desaparecié al acidular, la prueba fue

positiva.

5.4.7 Prueba de lactonas

Se disolvié de 1-2 mg del extracto se le agregd una solucion alcohdlica de
NaOH al 10 %. Un color amarillo o anaranjado que se perdié o desaparecié al
agregar unas gotas de HCI indicé la presencia de un anillo lactonico (Dominguez,

1979).

5.4.8 Prueba de Baljet

Para sesquiterpenlactonas. Se utilizaron dos soluciones que se mezclaron en
volumenes iguales antes de usarse. Solucion A: 1 g de 4cido picrico en 100 mL de
etanol; Solucion B: 10 g de hidroxido de sodio en 100 mL de agua. Para la prueba se
colocaron 2 -3 mg del extracto y unas 3-4 gotas del reactivo (mezcla), se considero

positiva si se formo una coloracion anaranjada o roja oscura (Dominguez, 1979).

5.4.9 Prueba de Shinoda

Para flavonoides. Se disolvié 1 mg del extracto en etanol y unas limaduras de
magnesio, se aplicé calor (60° C) y posteriormente se agregaron unas gotas de HCI
concentrado. La prueba se considerd positiva si aparecieron colores naranja, rojo,

rosa y azul-violeta.
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5.4.10 Prueba de Dragendorff

Para alcaloides. Se us6 la modificacién de Munier y Machelobuf para la
determinacion de alcaloides. Para ello se prepararon dos soluciones, la solucién A
con (.85 g de nitrato de bismuto, los cuales se mezclaron con 10 mL de dcido acético
glacial y 40 mL de agua y solucién B con 8 g de yoduro de potasio disuelto en 20 mL
de agua. El reactivo se prepar6 mezclando 5 mL de la solucién A, 4 mL de la
solucion B y 100 mL de agua. Se disolvieron 1-2 mg del extracto en etanol, se
colocaron unas gotas en una placa de porcelana y se anadieron unas gotas del
reactivo. La prueba fue positiva si se presentaron coloraciones rojo o naranja,

persistentes por 24 h.

5.4.11 Saponinas

5.4.11.1 Prueba de la agitacion

Una porcidn del extracto se disolvié en 1 mL de agua en un tubo de ensayo
de 75 X 12 mm y se agitdé vigorosamente durante 3-5 minutos. La formacién de
espuma con apariencia de panal de abeja estable por 30 minutos, se considerd

prueba positiva. (Molina-Salinas, 2001).

5.4.11.2 Prueba del bicarbonato de sodio

La sal se prepar6 al 10 % en agua. Se disolvieron de 1-2 mg del extracto
disuelto en agua o etanol y se agregaron de 2-3 gotas de acido sulfurico concentrado.
Se agit6 ligeramente, luego se agregaron 2-3 gotas de la solucién de bicarbonato de
sodio. La apariciéon de burbujas y su permanencia por mas de 1 min indicaron la

presencia de saponinas (Dominguez, 1979).
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5.5 Pruebas de evaluacion antibacteriana de los extractos metanolicos sobre H.

pylori

5.5.1 Activacion de la cepa

H. pylori ] 99 fue proporcionada por Centro Regional de Control de
Enfermedades Infecciosas del Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Medicina de la U.A.N.L., la cual se encontraba conservada en viales de plastico
conteniendo caldo nutritivo con glicerol al 15% en congelador a -70° C y se utilizd
como control de los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana.
Para su cultivo se tomo la bacteria de los viales con una pipeta Pasteur, se sembro en
placas de agar sangre y se incubd a 37° C en una atmoésfera de CO;, por 72 h.
Los cultivos fueron identificados como H. pylori basados en la morfologia de las
colonias, que son de aspecto pequefio y traslicidas; reaccién quimica como ureasa
positiva y observandose una morfologia de bacilo curveado Gram negativo con la
tincion de Gram.
Se llevaron a cabo varias resiembras y para conservar la bacteria se necesité una
placa con abundante crecimiento, se recogié con un hisopo y se depositd en viales
conteniendo 1 mL de caldo nutritivo con glicerol al 15% y congelados a -70° C para

investigaciones posteriores.

5.5.2 Preparacion de los extractos
Para obtener una solucién stock, se pesaron 40 mg de cada uno de los
extractos y se disolvieron en 5 mL de DMSO. Se colocaron en Vértex para disolver

completamente (homogenizar). Se dejaron reposar durante 2 h para su esterilizacion.
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5.5.3 Preparacion del antibi6tico

Se utiliz6 cefotaxima 50 mg/mL. Se pesaron 0.05g del antibidtico y se
disolvieron en 1 mL de agua destilada estéril. Posteriormente se esterilizé por

filtracion utilizando membranas milipore de 0.22 pum.

5.5.4 Preparacion del inéculo

El in6culo se prepar6 a partir de un cultivo de 48 h. Se seleccionaron de 3 a 5
colonias aisladas, se recogieron con un hisopo de algodén y se transfirieron a un
tubo con solucién salina estéril. Posteriormente se ajusté la turbidez a 0.5 del
estindar de McFarland (1.5 x 10® UFC/mL). De la suspension del indculo
estandarizada, se transfirieron 10 uL en 11 mL de caldo Mueller Hinton, con TES/

sangre lisada de caballo.

5.5.5 Pruebas de evaluacion antibacteriana
5.5.5.1 Dilucién en agar

Para este ensayo se utilizé la técnica de difusion en placas de agar utilizando
placas de 24 pozos. Se utiliz6 medio de cultivo agar sangre. Para la concentracion de
los extractos, primeramente se preparé una solucion stock pesando 200 mg de
extracto y se disolvieron en 100 uL. de DMSO. De esta solucién se preparé una
solucién de trabajo para el bioensayo tomando 0.02 mL (20 uL) y se afor6 a 2 mL

con medio de cultivo (1.980 mL).
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La hilera A de la placa corresponde al extracto de A. lechuguilla. En el pozo 1 A, se
colocaron 5 pL de la solucién stock y 995 uLL de medio de cultivo; en el pozo 2 A, se
colocaron 2.5 uL de extracto y 997.5 uL de agar sangre; en el pozo 3 A, se
colocaron 1.25 pL de extracto y 998.75 uL. de medio; en el pozo 4 A, se colocaron
0.625 pL de extracto y 999.375 uL. de medio y en el pozo 5 A, se colocaron 0.3125
uL de extracto y 999.6875 uL. de medio. Las concentraciones obtenidas fueron de
10, 5, 2.5, 1.25 y 0.625 mg/mL.

El mismo procedimiento se llevd a cabo en las hileras B y C que corresponden a los
extractos de A. lophanta y A. victoria reginae respectivamente. Posteriormente en
cada uno de los pozos se anadieron 100 pL de la suspension bacteriana estandarizada
a 0.5 de la escala de Mc Farland. Finalmente en la hilera D se colocé antibidtico

como control a las concentraciones de 64, 32, 16, 8 y 4 mg/mL.

5.6. Separacion de compuestos de extractos metanélicos activos
5.6.1 A. lechuguilla

Para la extraccion de saponinas se colocaron en un Matraz Erlen Meyer de
500 mL 15 g de extracto metanodlico de A. lechuguilla con 250 mL de acetona, se
filtr6 y se obtuvieron 7 g de un polvo de color café-verdoso obscuro, los cudles se
colocaron en un vaso de precipitado y fueron desengrasados con 200 mL de hexano,
se filtrd y se elimind la fase hexanica obteniéndose un sélido que se purificé con 150
mL de cloroformo, se realiz6 nuevamente una filtracion y el filtrado se solubilizé en
200 ml de etanol, los cuales se concentraron en acetona y se obtuvieron 2.24 g de un
material de color pardo obscuro insoluble en acetona, que es el crudo de saponinas

del extracto metandlico de A. lechuguilla.
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5.6.1.1 Pruebas para Saponinas
» Prueba de Espuma

Se realizé6 con material vegetal, con el crudo de saponinas obtenido, un
control de saponinas y con agua destilada. En un tubo de ensaye se colocaron 100 mg
de material vegetal seco y pulverizado, en un segundo tubo se colocaron 2 ml del
crudo de saponinas, en un tercer tubo 2 ml de control de saponinas y en un cuarto

tubo 2 ml de agua destilada.

A cada uno de los cuatro tubos se agregaron 10 ml de agua destilada, se colocaron en
un vaso de precipitado y se calentaron en una plancha eléctrica a 60° C durante 30

minutos.
Transcurridos los 30 minutos se dejaron enfriar y cada tubo se agitd vigorosamente.

La formacion de una capa de espuma, que permanecié estable por 30 minutos, se

tomo como prueba positiva para la presencia de saponinas.

> Prueba de hemolisis

Esta prueba se realiz6 en cajas de Petri con agar sangre por triplicado, en cada
una de ellas se hicieron cuatro pocillos en los cuales se colocaron 20 uL de extracto
metandlico de A. lechuguilla, 20 pL del crudo de saponinas, 20 pL de un estdndar de
saponinas y 20 uL de agua destilada respectivamente. Se incubaron por 24 h a 37°C.

La presencia de hemdlisis indic6 que la prueba es positiva.

85



» Prueba de la Antrona (Carbohidratos)

En un tubo de ensaye se colocaron 3 mg del crudo de saponinas del extracto
metandlico de A. lechuguilla y 1 mL de agua destilada. Posteriormente se dejaron
caer a través de las paredes del tubo unas gotas de solucién reciente (no mds de 24
horas) de antrona al 0.01 % en H,SO,4 concentrado. La presencia de un anillo de
color azul-verdoso o azul en la interfase indicé que la prueba fue positiva para la

presencia de saponinas (Dominguez, 1979).

» Cromatografia en Capa Fina

Se utilizaron placas de Silica gel 60, en las cuales se colocaron con un capilar
dos muestras de un control 1 y un control 2 de saponinas; y una tercera muestra del
crudo de saponinas obtenido, aplicdndolas aproximadamente a 1 cm de la parte
inferior de la placa. Para concentrar las muestras, se realizan varias aplicaciones
sobre el origen, dejando secar entre cada una de estas aplicaciones. Se colocaron las
placas dentro de una cuba cromatografica utilizando un sistema butanol-acético-agua
7:15:1.5 para su corrimiento y se revelaron inicialmente bajo luz ultravioleta (UV) y

posteriormente por aspersion del reactivo cloruro de cobalto.

En las placas se observaron manchas del crudo de saponinas a la misma distancia de

los controles de saponinas.

5.6.2 A. lophanta

5.6.2.1 Cromatografia en columna
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Para la obtenciéon de saponinas del extracto metandlico de A. lophanta,
primeramente se colocaron en un vaso de precipitado 5.060 g y se desengrasaron en
hexano a ebulliciéon en repetidas ocasiones, utilizando aproximadamente 20 mL de
hexano en cada una de ellas. Se decant6 quedando 4.860 g de extracto metandlico
desengrasado con hexano en el vaso de precipitado y aproximadamente 140 mL de
extracto metandlico soluble en hexano, los cuales se concentraron en un rotavapor
tipo Biichi a una temperatura menor a 60° C, se llevaron a sequedad total a
temperatura ambiente obteniéndose 200 mg de extracto metandlico soluble en

hexano.

Posteriormente, se llevd a cabo una separacidon por cromatografia en columna del
extracto metandlico insoluble en hexano, para lo cual se disolvieron los 4.86 g en 11
g de silica gel y se dejo secar. Se empacé una columna con 64 g de Silica Gel 60 (0.2
— 0.5 mm) MERCK utilizando mezclas de disolventes de polaridad creciente
(Cloroformo, Cloroformo-Metanol y Metanol). Se realizaron cromatografias en capa

fina y se seleccionaron las fracciones semejantes.

5.6.2.2 Extraccion de Saponinas de las fracciones obtenidas por cromatografia

en columna.

Se combinaron las fracciones semejantes 23 a la 28 obtenidas por la mezcla
de elucién Cloroformo-Metanol 6:4 obtenidas por cromatografia en columna para

realizar la extraccion de saponinas.

Se colocaron en un vaso de precipitado y se dejaron secar. Posteriormente se hizo un
lavado con acetona en frio y en caliente, se filtré y se obtuvieron 1.250 g de un

insoluble en acetona que fue un precipitado de color café claro, soluble en agua o en
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metanol caliente, que es el crudo de saponinas del extracto metandlico de A.
lophanta. Con este crudo se realizaron las pruebas para la identificacion de saponinas

descritas en la seccion 6.6.1.1.

5.7 Evaluacion de la actividad de las saponinas obtenidas de los extractos

metandlicos de A. lechuguilla y A. lophanta contra H. pylori

Se prepararon soluciones stock de saponinas de A. lechuguilla y A. lophanta de
10 mg/mL, a partir de estas se hicieron diluciones para obtener concentraciones de 5,
1, 0.5y 0.25 mg/mL. Los bioensayos se realizaron mediante la técnica de difusién en
agar, que consistio en impregnar discos estériles de papel de filtro Whatman N° 3 de
7 mm de didmetro con 20 uL de cada una de las diferentes concentraciones a analizar
y utilizando antibidtico como blanco positivo. Estos discos se colocaron en placas de
agar sangre/Mueller-Hinton, inoculadas con wuna suspension bacteriana de
concentracién conocida (1.5x10° UFC) preparada por comparacion con un patron
McFarland 0.5. Seguidamente las placas se incubaron a 37°C durante 48 h en
atmosfera de CO, para permitir el crecimiento bacteriano y determinar mediante la
medida directa de los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano alrededor del

disco.

5.8 Evaluacion de citotoxicidad de saponinas
5.8.1 Técnica de azul tripano con células sanguineas mononucleares

Se utilizé el método de exclusiéon por azul de tripano (Repetto y Camean 1995)
para la cual las células mononucleares fueron aisladas a partir de una muestra clinica

de 8 ml de sangre, a la cual fueron agregados 16 ml de Histopaque ® (Sigma), se
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centrifugé a 1700 rpm a 20° C por 30 min en una centrifuga marca Eppendorf,
modelo 5804 R, se toma la capa que corresponde a las células mononucleares
(mastocitos y linfocitos), se realizan lavados con 5 ml de PBS a 1600 rpm por 10

min.

Estas células aisladas son analizadas para determinar su viabilidad mediante el
analizador Vi-Cell® (Beckton Coulter, Estados Unidos), esperando que cuente con
una viabilidad mayor al 90%. Las células se depositaron en una placa de 12 pozos,
se incuban por 24 h a 37°C con 5% de CO; para la adherencia de los mastocitos,
después se toma el sobrenadante que corresponde a los linfocitos en otra placa de 12
pozos. Se coloca la que resulté con mayor actividad, y sustancias como controles en
este caso se utiliz6 DMSO (CTR Scientific) y una muestra blanco. Se exponen por 5
d a37°Cy 5% de CO, y se afiade azul tripano al 0.4% (marca Gibco) para analizarse

mediante el Vi-Cell ® y valorar la cantidad de células que fueron afectadas.

5.8.2 Viabilidad celular, Técnica MTT

Para comprobar la viabilidad celular, se colocaron 5,000 células/pozo en un
volumen de 100 pL de medio DMEM/F-12 en microplacas de 96 pozos (Corning
Inc. Costar®), posteriormente se incubaron por 24 h a 37 °C en atmdsfera htimeda y
5 % de CO2 en incubadora de cultivo (Lab-line Mod 485). Después de la incubacion,
el medio de cultivo fue eliminado, y la saponina diluida en el mismo medio fue
agregada en concentraciones que van desde 0.065 a 260 mg/mL. Las placas se
incubaron durante 5 h a 37° C y la atmésfera de 5 % de CO,. Posteriormente, se
eliminé el sobrenadante y las células se lavaron dos veces con medio de DMEMF-

12. La Viabilidad celular se determiné por el método MTT (sal de tetrazolio
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(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio, Sigma®-Aldrich, St
Louis, USA). La cuantificacion se obtuvo mediante la lectura de la absorbancia en
una longitud de onda de 570 nm y la viabilidad celular fue expresada como
porcentaje. Y corroborada por Vi-cell, Analizador de viabilidad celular (Beckton
Coulter, Estados Unidos, segin las recomendaciones del fabricante). Los resultados

fueron dados como la media + SD de tres experimentos independientes.

5.9 Identificacion de la saponina por métodos espectroscopicos

Esto se llevo a cabo en el Laboratorio de Protedmica, Departamento de Genética,
Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon bajo la direccion
del Dr. Victor Torres de la Cruz. La prueba de espuma asi como reacciones
fitoquimicas fueron utilizadas, para identificar la saponina (Cannell, 1998), y su
estructura fue confirmada mediante un instrumento Nano UPLC- MS quadupolo-
time of flight modelo Waters, nano Acquity y un MS Mod QTOF premier, Software
MassLynx vers 4.1, para este objetivo 10 mg de la muestra fueron disueltos en 10
mL de agua con 0.1% de acido férmico e inyectado directamente en una interfaz
electrospray operada en modo positivo, este instrumento se continué calibrando
utilizando Glucofibrinopeptido mz+2 785.8426 usando el LockSpray y también se
utilizé para calibrar el instrumento en una amplia gama m/z 100 a 1900. Realizando
dos experimentos, uno del aparato MS y un segundo con 40 eVolts en la celda de
colision para una fragmentaciéon de los espectros, cada uno tenia 5 minutos de

duracién.
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Todos los datos fueron obtenidos, usando MassLynx vers 4.1, la aplicacién de
BioLynx y la opcién carboTools. El espectro se centrd para obtener la correccidn de

lockspray con la mayor exactitud.

Como informacién complementaria se realiz6 un espectro Infrarrojo en un FT -

IR (Thermo Electron Corporation. Experimentos Nicolet 380).
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6. RESULTADOS

6.1 Colecta e identificacion del material vegetal
Los ejemplares secos y montados fueron entregados al Herbario de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL para su depdsito e identificacion.

6.2 Obtencion de los extractos metandlicos

Se obtuvieron tres extractos metanolicos a partir de las hojas de las plantas
estudiadas. En la Tabla I se observa que el extracto de mayor rendimiento fue el A.
lechuguilla con un 17.46% seguido por A. lophantha con 16.92% y el extracto de

menor rendimiento fue el de A. victoria reginae con un 11.14%.

Tabla I. Rendimiento de los extractos metanolicos obtenidos

Planta Parte utilizada Rendimiento
(%0)
A. lechuguilla Hojas 17.46
A. lophantha Hojas 16.92
A. victoria reginae Hojas 11.14
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6.3 Pruebas quimicas para la determinacion de grupos funcionales

Se realizaron pruebas coloridas para la determinacién parcial de grupos
funcionales y metabolitos secundarios presentes en los extractos metandlicos
obtenidos. Los resultados de estas pruebas quimicas (Tabla II) mostraron la presencia

de insaturaciones, carbohidratos, alcaloides y saponinas en los tres extractos.

Tabla II. Grupos funcionales y metabolitos secundarios presentes en los
extractos metanélicos obtenidos

Pruebas Quimicas A. lechuguilla A. lophantha A. v. reginae
Grupo carbonilo _ _ _
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Para confirmar la presencia de saponinas en los extractos se realiz6 la prueba
de la agitacion y de bicarbonato de sodio, mediante la cual se indicé la presencia de

saponinas por la formacién de espuma.

6.4 Pruebas de evaluacion antibacteriana de los extractos metanolicos sobre H.
pylori

6.4.1 Dilucion en agar

Este ensayo se llevo a cabo mediante la técnica de difusion en agar utilizando
placas de 24 pozos. Las concentraciones de los extractos utilizadas en esta técnica
fueron de 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.625 mg/mL y las concentraciones de antibidtico fueron

de 64, 32, 16, 8 y 4 mg/mL.

La actividad de los extractos se muestra en la Tabla III, observandose que el
extracto de A. lechuguilla present6 actividad frente a H. pylori a las concentraciones
de 10 y 5 mg/mL, mientras que el extracto de A. lophantha presenté actividad
solamente a la concentracion de 10 mg/mL. El extracto de A. victoria reginae no

mostrd actividad a ninguna concentracion.

94



Tabla III. Actividad antibacteriana de los extractos metanoélicos frente a H. pylori

Concentraciones mgmL

Extracto 10 5 25 125 0.625 Medio + Indculo
A. lechuguilla + + - - - -
A. lophantha 5 - - - - -

A. victoria reginae - - - = = ’

Control positivo + + =+ i + -

De acuerdo a estos resultados, se dejé de utilizar A. victoria reginae y se
procedio a separar compuestos que fueran los responsables de la actividad contra H.

pylori de los extractos de A. lechuguilla y A. lophantha.

6.5 Separacion de compuestos de extractos activos

6.5.1 A. lechuguilla

Mediante este método se obtuvieron 2.24 g de un material de color pardo obscuro
insoluble en acetona que correspondi6 al crudo de saponinas del extracto metandlico
de A. lechuguilla y para identificarlas se siguieron los métodos que a continuacion se

describen.
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6.5.1.1 Pruebas para identificar Saponinas

» Prueba de Espuma.

Los resultados de esta prueba se muestran en la figura 25. La prueba fue
positiva para la presencia de saponinas por la formacién de una capa de espuma que

permanecid estable por 30 minutos.

Figura 25. Formacion de espuma del crudo de
saponinas de A. lechuguilla

> Prueba de hemolisis.

Esta prueba se realiz6 con el crudo de saponinas obtenido de A. lechuguilla
(1), un estdndar de saponinas (2) y agua destilada. En la figura 26 se puede apreciar

la hemdlisis producida por las saponinas, en comparacién con el control.
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A. lechuguilla

Figura 26. Hemdlisis producida por el crudo de
saponinas de A. lechuguilla (1)

» Prueba de la Antrona (Carbohidratos)

La presencia de glucésidos en las saponinas obtenidas del extracto metandlico
de A. lechuguilla se confirmd por la aparicion de un anillo en la interfase de color

azul-verdoso o azul (Fig. 27).

Figura 27. Anillo color azul-verdoso producido por los
glucésidos presentes en las saponinas de A. lechuguilla

97



» Cromatografia en Capa Fina.

Se utilizaron dos controles de saponinas y una muestra del crudo de
saponinas obtenido. Se observaron manchas del crudo de saponinas de A. lechuguilla

obtenido a la misma distancia de los controles de saponinas (Fig. 28).

Figura 28. Bandas observadas en cromatografia en
capa fina del crudo de saponinas de A. lechuguilla a la
misma distancia de los controles de saponinas

6.5.2 A. lophanta

6.5.2.1 Cromatografia en columna

Este método se llevé a cabo por desengrasado del extracto metandlico de A.
lophantha. 'y se obtuvieron 4.860 g de material insoluble en hexano. Mediante
separacion por cromatografia en columna del extracto insoluble en hexano (Fig. 29)
se obtuvieron 43 fracciones, cada una de las cuales se redujo a un volumen de 2-3
mL. Se realizaron cromatografias en capa fina (Fig. 30) y se seleccionaron las

fracciones semejantes. En la Tabla IV se muestra el sistema de eluentes utilizados.
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Tabla IV. Eluentes utilizados en cromatografia en columna del
extracto metanoélico de A. lophantha

Eluentes Relacion Fracciones

Cloroformo : Metanol 9:1 3

Cloroformo : Metanol T:3 10

Cloroformo : Metanol a1 4

Metanol 1 4
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Figura 29. Cromatografia en columna del
extracto insoluble en hexano de A. lophantha

———————

Figura 30. Cromatografia en capa fina de gel de silice de las
fracciones del extracto insuloble en hexano de A. lophantha

100



6.5.2.2 Extraccion de saponinas de las fracciones obtenidas por

cromatografia en columna

Mediante este método se obtuvieron 1.250 g de un insoluble en acetona que
fue un precipitado de color café claro, soluble en agua o en metanol caliente, que
correspondié al crudo de saponinas del extracto metandlico de A. lophanta. Las
pruebas de espuma, hemdlisis, antrona y cromatografia en capa fina realizadas fueron
positivas para la identificacion de saponinas en el crudo del extracto metandlico de

A. lophanta obtenido (Tabla VI).

Tabla V. Pruebas realizadas para la identificacion de saponinas en el crudo del
extracto metanoélico de A. lophantha

Espuma Hemolisis Antrona CCF

Crudo de + ity ol IF
saponinas

6.6 Evaluacion de la actividad de las saponinas obtenidas de los extractos

metanolicos de A. lechuguilla y A. lophanta contra H. pylori

Este bioensayo se realizd mediante la técnica de difusion en agar utilizando
discos estériles de papel de filtro, las concentraciones probadas fueron de 5, 1,0.5y
0.25 mg/mL y utilizando antibiético como blanco positivo. Los resultados obtenidos
en esta prueba se muestran en la Tabla VI en la que se puede observar que las
Saponinas tanto de Agave lechuguilla como de A. lophanta exhibieron actividad
inhibitoria frente a Helicobacter pylori a las concentraciones de 5, 1, 0.5 y 0.25

mg/mL.
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Tabla VI. Actividad inhibitoria de las saponinas obtenidas de Agave lechuguilla y
de A. lophanta frente a H. pylori

Concentraciones mg/mL

Saponinas - 1 0.5 0.25 Antibidtico
A. lechuguilla + + : 3 + +
A. lophantha + - + + +

6.7 Citotoxicidad de saponinas de A. lechuguilla

6.7.1 Efecto de saponina de A. lechuguilla en células PBMC (células
mononucleadas de sangre periférica, “Peripheral Blood Mononuclear cells”)

Utilizando los métodos de azul de tripano y MTT, la saponina esteroidal en
concentraciones de 0.065 a 265 mg/mL (Fig. 31 y 32) muestra el 98 % de viabilidad
de las células sanguineas mononucleares, por lo que se considera que no son toxicas

para las células.
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Figura 31. Viabilidad de células PBMC a diferentes concentraciones de
saponina de A. lechuguilla con Azul de tripano
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Figura 32. Viabilidad de células PBMC a diferentes concentraciones de
saponina de A. lechuguilla con MTT
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6.8 Identificacion del compuesto activo:

El espectro IR (Fig. 33) muestra una sefal a 3300 cm’ correspondiente al enlace O-

H vy las caracteristicas bandas de absorcién de un nicleo espirostano 25 R, a 1040

y 928< 890 cm™.

Figura 33. Espectro Infrarrojo de la saponina glicosilada de A. lechuguilla

El espectro de masas, MALDI-TOF MS ( Figs 34 y 35) muestra un pico de i6n
positivo m/z 1197 [M+H]" y fragmentos m/z 1035 [M+H-162]+, m/z 903 [M+H-162
- 1321+, m/z 741 [M+H-162-132-162]+, m/z ST9[M+H-162-132- 162x2]+, m/z 417
[M+H162-132- 162x3]+, m/z 417 (pico base) correspondiente a la aglicona [M+H]+

( Cy7 HyaO3 )y fragmentos m/z 399, m/z 381, m/z 273 y m/z 255.
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calibrador
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Figura 34. Espectro de Masas de la saponina glicosilada de A.lechuguilla
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calibrador

LECHUGUILLA FRAG 40EV 37 (3.100) AM2 (Ar.10000.0,0.00.0.00); ABS: Cm (12:59)

TOF MS ES+
100+ 417 3213, 1.00e8
273.1798
255 1671
208.0211
=
B 399 3116
274.1879 .
256 1748 2 325.0836 415 3107
295 0533 3
187.0107 53 1545 381.0604
y 2531545 S 2969947 6
218.9731 >
-
| 365.0833 37 Z%z igg 3169
: 3330361
2060276 245 0085 265 2230 ° — 381.2090
194 9475 230.9739 21021 e EIRLE [N (. 413.2971
‘ { I ‘ | ‘ 303.0094 N J 3510382 7 R 3

oLl ol ” |||II|IIIII wl l H\I|| inmin diUJ‘HI O [ o e e B O | \d | MJJ‘JJ i .J\ Lo

LARE T T e FIEOR) T T T T T (BB L BAERES Ly T T T TR T T T T T e T T T T e T T T* T T T T T T ™ Mz

100 200 210 220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320 330 340 350 360 370 380 300 400 410 42

Figura 35. Espectro de masas de la aglicona

En base a las sefiales obtenidas en los espectros anteriores y las saponinas reportadas

en A. lechuguilla, se propone la siguiente estructura, que corresponde a la Tigogenina

glicosilada con 4 hexosas y una pentosa.

."lll

R =Substituyente glicosilado

Figura 36. Estructura de la saponina glicosilada de A. lechuguilla propuesta
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7. DISCUSION

En la actualidad estd ampliamente aceptado que Helicobacter pylori es el agente
etiolégico de una infeccion gastrointestinal, que se expresa a través de diferentes
formas clinicas: gastritis, enfermedad ulcerosa e inclusive un tipo histolégico de
cancer gastrico. Por lo tanto resulta evidente la necesidad de abordar el problema
mediante una terapia de erradicacion de la bacteria.

Para ello existen diferentes esquemas de tratamiento antimicrobiano, pero la
aplicacion a gran escala de regimenes de antibidticos es costosa y presenta
dificultades relacionadas con la aceptaciéon de los pacientes, efectos colaterales,
seguimiento del régimen de tratamiento debido a la complejidad de la terapia, que
involucra por lo menos 3 farmacos, administrados en repetidas dosis, durante un
largo periodo de tiempo, y también aparicién de resistencia a los antibidticos que
puede conducir a la disminucién a mediano o largo plazo de la efectividad de este
enfoque de tratamiento para esta importante afeccion (Vakil, N. & Mégraud, F.,

2007; Wannmacher, L., 2011).

En tal sentido surge la necesidad de alternativas de tratamiento a los antimicrobianos
existentes. Una opcién a considerar es el uso de productos naturales, que en los
ultimos tiempos estdn alcanzando niveles mayores de aceptacion, ello debido a su
accesibilidad econdmica, baja tasa de efectos colaterales y la difusion de sus efectos

benéficos
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El propésito de este estudio fue evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos de
plantas de la familia Agavaceae sobre Helicobacter pylori, su citotoxicidad y

conocer la naturaleza quimica del compuesto responsable de dicha actividad.

Para la identificacién preliminar de grupos funcionales y metabolitos secundarios, se
realizaron pruebas coloridas que revelaron la presencia de insaturaciones, alcaloides,
carbohidratos y saponinas en los extractos metanodlicos; en un estudio realizado para
determinar cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios, evaluar su
efecto antitumoral y la toxicidad de A. lechuguilla, Resendiz, et al.; (2005), report6d
la presencia de saponinas, aziicares reductores, carbohidratos, aminoécidos libres,
cumarinas, fenoles, taninos, triterpenos y esteroides en las hojas del A. lechuguilla.

Verastegui et al (2000), obtuvo extractos metandlicos de A. lechuguilla, A. picta, A.
scabra y A. lophanta para evaluar actividad bioldgica y las pruebas a las que fueron
sometidos los extractos detectaron la presencia de taninos, flavonas, cumarinas,
azucares y saponinas. Arizaga y Escurra (2002), mencionan que las hojas o pencas de
los agaves son fuente importante de metabolitos secundarios y pueden encontrarse
particularmente saponinas. Esto concuerda con nuestros resultados en cuanto a la
presencia de saponinas y carbohidratos en los extractos metandlicos de A.
lechuguilla y A. lophanta. Con respecto a A. victoria reginae no se han encontrado

referencias sobre identificacién de metabolitos secundarios.

En las pruebas de evaluacién antibacteriana de los extractos macerados en metanol
sobre H. pylori utilizando la técnica de dilucién en agar, los resultados de este
estudio demuestran que dos de las especies de agaves tienen actividad antibacteriana

frente a H. pylori. El extracto de A. lechuguilla tiene actividad a las concentraciones
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de 10 y 5 mg/mL; y el extracto de A. lophantha solamente mostrd actividad a la
concentracion de 10 mg/mL. El extracto de A. victoria reginae no mostré actividad a
ninguna concentracién. Estos resultados coinciden con un estudio realizado en el
2006 por Moreno, en este trabajo se probaron extractos metandlicos de A. americana,
A. lechuguilla y A. lophantha sobre H. pylory, los resultados demostraron que los
extracto de las dos tultimas especies, poseen actividad antimicrobiana. Esto mismo se
ha realizado en gran cantidad de plantas por ejemplo en un trabajo publicado en el
2007 por Castillo y Romero, reportaron mas de 160 plantas para las cuales han
confirmado el efecto anti H. pylori, sin embargo en esa lista no se incluye ninguna
Agavacea.

Se han reportado a nivel mundial, una gran variedad de compuestos con actividad
anti H. pylori in vitro, entre los cuales destacan flavonoides, taninos, cumarinas,
terpenos, quinolonas y alcaloides (Palacios y col.; 2011), sin embargo, no existen
reportes de compuestos de agaves, a excepcion del estudio realizado por Moreno.
Estos autores destacan otra drea de interés que tienen los estudios sobre los
compuestos vegetales activos contra H. pylori, consiste en el desarrollo de nuevos
compuestos quimicos a partir de la identificacién de sustancias naturales que

presenten una excelente actividad anti bacteriana.

Tomando en cuenta que los extractos metandlicos de A. lechuguilla y A. lophanta
presentaron actividad frente a H. pylory se procedié a la separaciéon de compuestos
que fueran responsables de dicha actividad. Para esto se llevé a cabo el aislamiento
de saponinas de los extractos activos de A. lechuguilla y de A. lophanta, las cuales
presentaron aspecto viscoso, lo que concuerda con Martinez, M. A. (2001) que
reporta las caracteristicas de las saponinas obtenidas por €l, como sélidos con la

apariencia de una miel de color pardo obscuro que se solidifica, pero conserva su alta
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viscosidad debido a la presencia de una gran cantidad de azicares, esto se demostrd
cuando se desarroll6 un color azul-verdoso mediante la prueba de la Antrona, que es
caracteristico de este tipo de compuestos y la presencia de saponinas se confirmé con
la prueba de espuma y hemdlisis.

Se han encontrado importantes actividades biolégicas para muchas saponinas
(Sparg, S. G.; et al.; 2004; Song, G.; et al.; 2009; Hostettmann, K.; et al.; 2002; Yao, X.;
et al.; 2000; Martinez, M. A.; 2001), resaltando la actividad antibacteriana (De Leo,
M.; et al.; 2006). Se tienen reportes de saponinas triterpénicas glicosiladas con
actividad contra H. pylori, Krausse R y col (2004) encontraron que el &cido
glicirricico y en mayor medida el dcido glicirretinico fueron activos contra cepas
claritromicina-resistentes de H.pylori. Cristian Ruiz y colaboradores (2007) aislaron
una lipasa de H. pylori que ha sido descrita como causante del desarrollo de ulceras y
reportan que el acido glicirricico y la escina, dos saponinas triterpénicas presentan
actividades contra ulceras producidas por esta bacteria. Una saponina triterpénica
glicosilada derivada del acido oleandlico aislada de Pteleopsis suberosa Engl.

Resulté con actividad relevante contra tres cepas metronidazol-resistentes de H.

pylori.

Después de comprobar que la las saponina tiene efecto inhibitorio sobre H.pylori se
llevé a cabo la evaluacién de la actividad citotéxica en células mononucleares de
sangre periférica CMSP, éstas son células sanguineas que tienen un nticleo el cual es
redondo, ejemplo de estas son los linfocitos, monocitos y fagocitos; son
fundamentales para el funcionamiento del sistema inmune y combaten las
infecciones y los cuerpos extrafios; ya que estas células son de facil obtencion y
manipulacion, constituyen un modelo ttil en la realizacién de ensayos in vitro, por lo

que son ampliamente usadas para evaluar la toxicidad de compuestos quimicos de
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uso comin como herbicidas (Martinez 2001) y, en investigaciéon de productos
naturales se utilizan para validar la seguridad del uso de plantas medicinales
(Suganthy N. 2014, Nzowa LK 2013). En la saponina de A. lechuguilla no se
encontrd efecto citotoxico en dichas células determinado con azul de tripano y MTT
y como puede observarse en las (Fig. 31 y 32) las CMSP tratadas con diferentes
concentraciones de saponina, no presentaron efecto téxico ya que mostraron una
viabilidad de casi 100% con los dos métodos. En un estudio anterior Casillas y
colaboradores (2009) probaron la toxicidad sobre A. salina de los extractos,
hexdnico, acetonico, etandlico y metandlico, de A. lechuguilla, los tres primeros
extractos presentaron una LDsy alredededor de 50 pg/mL, y el extracto metandlico
present6 una LDsy >500 pg/mL, lo que indica que no es toxico, lo que concuerda

con los resultados obtenidos en este trabajo en el que se utilizé extracto metandlico.

Después de confirmar la actividad de la saponina de A. lechuguilla contra H. pylori
y que no presentd toxicidad en las pruebas realizadas se procedié a llevar a cabo la

identificacion de la estructura de la saponina por métodos espectroscopicos.

Los picos del espectro infrarrojo son los caracteristicos de un glicésido de una
saponina esteroidal, estiramiento de enlace O-H 3331, C-H (2926), C-O1040 y
sefales del spiroacetal 938 y 880, ademds el hecho que la sefial a 880 sea mayor que
la de 938 nos indica que su configuracién es 25 R (Fig. 33) como lo reportan varios
autores (Ding Y 1989, Pi-Yu Chen 2011). La estructura quimica bésica de una
saponina esteroidal consiste en un esqueleto de una aglicona de 27 carbonos, con un
cadena lateral que contiene de 4 a 7 monosacdridos unidos al carbén 3,
generalmente: D-glucosa, L-rhamnosa, D-galactosa, acido D-glucuronico, L-

arabinosa, D-xylosa o D-fructosa (Vincken et al. 2007).
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Como se observa en el espectro de masas (Fig. 34) donde la sefial del i6én molecular
es m/z 1197 [M+H]+ de lo que deducimos que su peso molecular es 1196 y
fragmentos que nos indican la pérdida de monosacdridos; m/z 1035 [M+H-162]+ i6n
molecular menos una hexosa; m/z 903 [M+H-162 - 132]+ menos una hexosa y una
pentosa; m/z 741 [M+H-162-132-162]+ menos una hexosa, una pentosa y una
hexosa; m/z 579[M+H-162-132- 162x2]+ menos una hexosa, una pentosa y dos
hexosas, m/z 417 [M+H162-132- 162x3]+, Es el pico base que corresponde a la
aglicona con peso de 416 y formula Cy7H440s3,

Con las senales encontrados en el IR y espectro de masas deducimos que tenemos
una saponina esteroidal con una aglicona C;H440O3 (m/z 416), que tiene unido un
oligosacarido formado por 4 hexosas y una pentosa.

La relaciéon quimiotaxonémica se ha establecido por comparacion de la composicion
quimica de la saponina esteroidal aislada con los reportados de diferentes especies
pertenecientes al género Agave, las agliconas principales de las especies de Agave
son: hecogenina, rockogenina, gitogenina, diosgenina, yuccagenina y tigogenina
(Ding et al., 1989; Macias et al., 2007; Mahato et al., 1982) y en A. lechuguilla se
han identificado smilagenina y su isémero 258, sarsapogenina (Camp et al., 1988),
ruizgenina, tigogenina, gentrogenina, hecogenina, gitogenina, diosgenina,
yucagenina, y clorogenina, (Blundel et al 1980, Mahato, AN 1982). La aglicona de
A. lechuguilla aislada en este trabajo m/z 417 (M+H)" fue identificada por
comparacion de sus datos espectroscopicos con los resultados publicados por Dylan
Ball (2010) quien reporta sefiales en: m/z 399, m/z 381, m/z 273 , m/z 255 como
podemos observar en la figura 35 correspondientes al rompimiento de la tigogenina
ésta ha sido reportada en otros agaves con diferente nimero de monosacaridos (Ding

Yi et al 1989, Ohtsuki et al 2004). De Agave Americana se aislaron saponinas

112



esteroidales con aglicona tigogenina y diferente niimero y tipo de azucares, entre
ellas un oligosacarido formado por 4 hexosas y una pentosa (Figura 36), (Yang et al
2006) que de acuerdo a la quimitaxonomia de los agaves pudiera ser la obtenida en
este estudio.

Es la primera vez que se reporta en A. lechuguilla , tigogenina con 4 hexosas y una
pentosa, esta estructura es consistente con los estudios que se han realizado sobre la
relacion estructura/ actividad (SAR por sus siglas en inglés) de estos compuestos; ya
que sus funciones bioldgicas se atribuyen a las caracteristicas estructurales de las
saponinas y su naturaleza ambifilica, por la presencia de moléculas de azucar
hidrofilicas y la aglicona hidrofébica (Vincken et al. 2007).

El numero y la secuencia del oligosacarido parecen ser importantes para la actividad
bioldgica en especial la citotoxica. En 2001, Mimaki ef al., reportaron algunas
relaciones estructura/actividad (SAR) de saponinas esteroidales, los compuestos
fueron principalmente aislados de las plantas lilidceas y se probaron contra células de
leucemia promielocitica humana HL-60. La diosgenina b-D-glucdsido no resultd
activa, sin embargo una molécula adicional de a-L-rhamnopiranosil en C-2 de la
glucosa aument6 considerablemente la actividad. Esto también fue confirmado por
los estudios en saponinas aisladas de Agave fourcroydes, clorogenina, hecogenina y
tigogenina con seis azucares (con la misma secuencia de cadenas de monosacaridos)
las cuales mostraron actividad sobre células HeLa (ICso 13.1, 5.2, and 4.8 1 g/ml,
respectivamente), mientras los diglucosidos fueron inactivos (Ohtsuki et al. 2004).
En la actividad antifingica la cadena de azucares juega un rol importante asi Yang et
al reportan que si el compuesto posee menos de 4 monosacéridos la saponina es

inactiva.
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En base a las senales obtenidas en los espectros anteriores y las saponinas reportadas
en A. lechuguilla, se propone la siguiente estructura, que corresponde a la Tigogenina

glicosilada con 4 hexosas y una pentosa.

T

R =Substituyente glicosilado

Fig 36 Estructura de la saponina glicosilada propuesta por Yang
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8. CONCLUSIONES

El mayor rendimiento de los agaves estudiados fue el de Agave lechuguilla
con 17.46% y el de menor rendimiento fue de Agave victoria reginae con
11.14%.

La actividad contra H. pilori de los agaves estudiados fue de 10 y 5 mg/mL
para A. lechuguilla y 10 mg/mL para A lophanta. A. victoria reginae no
mostro actividad.

Los grupos funcionales y metabolitos secundarios encontrados con estudios
preliminares fueron principalmente: Insaturaciones, Saponinas, Carbohidratos
y Alcaloides.

El rendimiento de saponinas aisladas de A. lechuguilla y de A. lophantha fue
de 2.24 gy 1.25 g respectivamente.

La actividad sobre H. pilori de las saponinas de los agaves activos fue: 35, 1,
0.5y 0.25 mg/mL.

La citotoxicidad evaluada en células mononucleadas de sangre periférica
(“Peripheral Blood Mononuclear cells”) de la saponina del A. lechuguilla a
las concentraciones de 0.065 a 265 mg/mL con MTT y azul de tripano fue de

98%.

La estructura propuesta de acuerdo a los espectros IR y de Masas, es la de una
Tigogenina glicosilada con 4 hexosas y una pentosa. Es la primera vez que se

reporta esta saponina glicosilada en A. lechuguilla.
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