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RESUMEN

Debido al uso indiscriminado de medicamentos para el control de enfermedades
causadas por microorganismos patégenos al hombre, éstos han desarrollado drogo—
resistencia, por lo que los productos naturales de plantas representan una alternativa
para su control, la Organizaciéon Mundial de la Salud registra que un 80% de la
poblacién mundial depende de la medicina tradicional para su atencidn primaria.
Helicobacter pylori es una bacteria que aqueja al humano ya que ocasiona afecciones
gastrointestinales de severa importancia tales como gastritis, cdncer de estémago,
cancer de esofago e incluso puede llegar a ocasionar la muerte. El tratamiento para H.
pylori consiste en estrecho grupo de drogas, sin embargo y de acuerdo a la OMS es
necesaria la busqueda de nuevas alternativas antibacterianas debido a la resistencia que
desarrollan los microorganismos patogenos a las drogas de eleccion. Diferentes
especies conocidas han sido consideradas plantas de vital importancia desde hace
muchos afios por sus diversas propiedades. El objetivo de este trabajo es evaluar la
actividad biolégica del extracto etandlico de Pimpinella anisum (EEPa) sobre
Helicobacter pylori. Para llevar a cabo esta determinacién, se obtuvieron los
metabolitos secundarios totales presente en la semilla de P. anisum, posteriormente se
determino el perfil fitoquimico, y posteriormente se evaluaron cuatro dosis del EEPa
sobre el cultivo en fase log de H. pylori, posteriormente se obtuvieron tres fracciones
del EEPa y se evaluaron sobre el cultivo de H. pylori, llegando a determinar en ambos
bioensayos las UFC/mL y posteriormente a la fraccion del EEPa se analiz6 por GC-
MS para identificar la o las moléculas con actividad H. pylori. Los resultados
obtenidos muestran que el EEPa inhibe el cultivo de H. pylori en un 76.39%, sélo la
fraccion tres inhibi6 el cultivo de H. pylori en un 41.4; y los metabolitos presentes en
el EEPa-total fueron: saponinas, alcaloides, flavonas, sesquiterpenlactonas,
aromaticidad, insaturaciones, oxhidfrilos fendlicos, esteroles y triterpenos asi como
carbohidratos, y el EEPa-Fraccién 3 presentd: saponinas, flavonas, aromaticidad,
carbohidratos, grupo carbonilo e insaturaciones; el andlisis de cromatografia gases-
masas de la fraccion 3 se determind la presencia de las siguientes moléculas: Benzene,
4-ethenyl-1,2-dimethoxy, Benzene, 1,4-dimethoxy-2-methyl, Butanoic acid, 2-
methyl-, 4-methoxy-2-(3-methyloxiranyl)phenyl ester. En futuros trabajos se podrian
purificar las 3 moléculas identificadas y evaluarlas sobre el cultivo de H. pylori e

incluso sobre otros microorganismos de importancia médica.
11



ABSTRACT

Microorganisms pathogenic to humans have created a drug-resistance due to the
indiscriminate use of medicines for diseases control, natural plant products are an
alternative for such control. The World Health Organization (WHO) reports that 80%
of the world's population depends on traditional medicine as their primary care. The
bacteria Helicobacter pylori has a harmful effect on humans, it can cause gastritis,
stomach cancer, esophagus cancer and can even cause death. A handful number of
drugs are used to treat H. pylori, however, because of the resistance that pathogenic
microorganisms have develop to the drugs the WHO suggests that new antibacterial
alternatives are needed. Because of their properties, the use of plants for treating
disease has been used for thousands of years. The objective was to evaluate the
biological activity of the ethanolic extract of Pimpinella anisum (EEPa) on
Helicobacter pylori. We obtained the total secondary metabolites present in the
P. anisum seed; and its phytochemical profile; we evaluated four doses of the EEPa
on the log phase H. pylori culture; the three fractions of the EEPa were evaluated on
the H. pylori culture, determining the CFU / mL in both bioassays; finally the fraction
of the EEPa was analyzed in the GC-MS to identify the molecule or molecules with
H. pylori activity. Results showed that 76.39% EEPa inhibits H. pylori cultures, only
fraction three inhibited the H. pylori culture 41.4%; and the metabolites present in the
total EEPa were: saponins, alkaloids, flavones, sesquiterpenlactones, aromaticity,
unsaturations, phenolic oxhydrils, sterols and triterpenes as well as carbohydrates, and
Fraction 3 EEPa-presented: saponins, flavones, aromaticity, carbohydrates, carbonyl
group and unsaturations; The gas-mass chromatography analysis of fraction 3
determined the presence of the following molecules: Benzene, 4-ethenyl-1,2-
dimethoxy, Benzene, 1,4-dimethoxy-2-methyl, Butanoic acid, 2-methyl -, 4-methoxy-
2- (3-methyloxiranyl) phenyl ester. In future studies, the 3 identified molecules can be
purified and evaluated on the H. pylori culture and even on other microorganisms of

medical importance.
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1. INTRODUCCION

Meéxico es uno de los paises que atin mantiene la cultura de la herbolaria, es decir atin
se utiliza el conocimiento popular sobre plantas con propiedades curativas,
utilizdndolas en infusiones y algunas otras formas para curar algunas afecciones de
salud. Es por esto que los investigadores usan estos antecedentes etnobotdnicos de
diferentes culturas para enriquecer el conocimiento en materia de medicinas naturales,
con la ayuda de la tecnologia y avances que la ciencia ofrece actualmente. La
posibilidad de encontrar compuestos activos dentro de los productos naturales que
ofrezcan a los seres humanos tratamientos que no sean toxicos para los 6rganos del ser

humano.

La infeccién por Helicobacter pylori es muy frecuente en el ser humano. Se estima
que la mitad de la poblaciéon mundial esta infectada y que la prevalencia varia
dependiendo de factores socioecondémicos que inciden directamente en las condiciones
sanitarias de las diversas comunidades. H. pylori es un bacilo gram negativo, curvo o
espirilado, microaerofilico, que mide de 2 a 3 nm por 3.5 por 0.5 nm de ancho y posee
seis flagelos unipolares que le dan gran movilidad. Esta bacteria coloniza el estomago
del 70 al 80% de la poblacion en paises en desarrollo y su presencia incrementa el
riesgo de padecer gastritis, tlcera péptica y/o cancer gastrico (Cervantes 2006; Majalca

et al. 2001).

Existen diferentes terapias que han sido prescritas para el tratamiento de H. pylori con
diferentes combinaciones de agentes terapéuticos tales como antibiéticos, bismuto e
inhibidores de la bomba de protones, encontrdndose como primeras opciones, la
terapia triple estdndar, la terapia secuencial y la terapia concomitante o cuddruple
(Sierra et al. 2014). Sin embargo, la resistencia emergente de dicho microorganismo
a los antibidticos utilizados, especialmente omeprazol, claritromicina y metronidazol,
limita su uso en el tratamiento de infecciones en paises desarrollados, y més atin, en
paises en vias de desarrollo (Lind et al. 1999; Sherif et al. 2004). El crecimiento de la
resistencia a los antibidticos y las complicaciones especificas, son los mayores
problemas de las medicinas utilizadas, los cuales demandan la bisqueda de nuevos
compuestos, especialmente de fuentes naturales, como lo son las plantas medicinales

(Zahra et al. 2011).
13



Tanto la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), como los Centros de Prevencién
y Control de Enfermedades (CDC), han reconocido esta necesidad y dentro de sus
estrategias para enfrentar el problema mundial que representan los microorganismos
causantes de importantes enfermedades, han definido una en la que se propone el
desarrollo de nuevos antibidticos, sefialando que en el reino vegetal es posible
encontrar moléculas que cumplan con los requisitos quimicos y fisiologicos para
igualar el mecanismo de accion de los productos antibidticos que se necesitan para la

poblacién (Fauci 1998; Mitscher 1975; Iwu et al. 1999).

A la fecha se han aislado un gran nimero de compuestos procedentes de organismos
vegetales y se estima que constituyen tan so6lo el 10% de los metabolitos secundarios
(Schultes 1978). Entre estos se encuentran fenoles, quinonas, taninos, cumarinas,
flavonas y alcaloides. Un porcentaje importante posee cierta actividad frente a los

microorganismos (Domingo y Lopez 2003).

Actualmente, a nivel mundial se reporta cada vez mds una gran variedad de
compuestos y agentes provenientes de fuentes naturales con actividad antimicrobiana,
y especificamente se ha demostrado el potencial que tienen estos metabolitos
secundarios para inhibir a H. pylori de manera in vitro, destacandose flavonoides,
taninos, cumarinas, terpenos, quinolonas y alcaloides. Sin embargo, sélo a muy pocos

de ellos se les ha demostrado que mantienen su actividad in vivo (Palacios et al. 2011).

La presente investigacion se enfocé en evaluar la actividad antibacteriana del extracto

etandlico de Pimpinella anisum sobre H. pylori.

14



2. ANTECEDENTES

2.1 Material vegetal

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises en
desarrollo. Aunque no existen datos precisos para evaluar la extension del uso global
de plantas medicinales, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que
mads del 80% de la poblacién mundial utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional
para satisfacer sus necesidades de atencién primaria de salud y que gran parte de los

tratamientos tradicionales implica el uso de extractos de plantas o sus principios

activos (Akerele, 1993).

El descubrimiento de nuevas sustancias sintetizadas de manera natural es uno de los
aspectos de mayor interés en la comunidad cientifica. La bisqueda de compuestos
quimicos de origen natural que igualen o rebasen el efecto de los farmacos
convencionales se ha convertido en una necesidad. Sobre todo con el descubrimiento
del desarrollo de resistencia a antibidticos por parte de los microorganismos a una
velocidad mds elevada que la capacidad de generar y probar nuevos compuestos, ha

impulsado esta bisqueda (Sheldon et al., 1997).

2.1.1. Pimpinella anisum

Es una de las mds antiguas plantas utilizadas en la industria alimentaria, perfumeria y
medicina como estimulante digestivo, antiparasitaria y antiftingica (Soliman 2002) y
antipirético (Afifi, et al., 1994). Ademas, la planta y, especialmente, el aceite esencial
de la fruta se ha utilizado para el tratamiento de algunas enfermedades como la
epilepsia y convulsiones (Abdul-Ghani et al., 1987), para tratar el estrefiimiento
(Chicouri 2000) y tiene una actividad como relajante muscular (Albuquerque et al.,
1995). Recientemente, se ha informado que este aceite se ha utilizado como un
sustituto de los antibiéticos en pollos (Mehmet et al., 2005). Sin embargo, hasta hoy
existen pocos estudios de actividad antibacteriana de P. anisum (Singh et al., 2002 y

Tabanca et al., 2003).

15



2.1.2 Efectos de los extractos de plantas sobre bacterias

Se han realizado diversos estudios de los extractos de plantas sobre los efectos
inhibitorios del crecimiento de diversas bacterias. En 1995 se estudiaron los extractos
metanodlicos de Camellia sinensis L'y de Euphorbia hirta L, donde se observo que estos
extractos presentaron efecto contra la disenteria causada por Shigella spp, ademds de
no ser citotoxicos sobre el hospedero. Posteriormente en 1996 se estudiaron 20
extractos metandlicos de plantas contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, P.
aeruginosa y Candida albicans, los resultados mostraron que los extractos de
Eucaliptus globolus, Punica granatum, Artemisia mexicana y Bocona arbérea poseen
actividad contra estas bacterias En 1997, se investigaron 15 extractos de plantas de
la familia Chenopodiaceas donde analizaron alcaloides, antraquinonas, cumarinas,
flavonoides, saponinas, esteroles y/o terpenos y taninos, y se encontré que en la
mayoria de los extractos tienen actividad antimicrobiana contra E. coli, P.aeruginosa,

S. aureus y Bacillus subtilis (Navarro et al., 1996). .

2.1.3 Metabolitos secundarios

Las plantas producen sustancias quimicas que no se encuentran relacionadas con su
metabolismo bdsico, pero que le otorgan una ventaja con respecto a las demads, el
conjunto de estas sustancias quimicas se denominan como metabolitos secundarios. Se
han identificado varios grupos de compuestos tales como saponinas, flavonoides,
quinonas, cumarinas, terpenos, taninos y alcaloides (Gonzdlez M, 1997). Los
metabolitos secundarios identificados en plantas son: saponinas y sapogeninas,

flavonoides, quinonas, cumarinas, terpenos, taninos y alcaloides.

2.2 Helicobacter pylori (H. pylori)

Evidencias recientes apoyan el concepto de que Helicobacter pylori (H. pylori) ha
colonizado el estomago humano desde hace por lo menos 58,000 afios (Linz et al,
2007); sin embargo, hace solo 30 afios (abril 1984) fue definitivamente cultivado por
Warren y Marshall y asociado a gastritis crénica y ulceras pépticas (Marshall y
Warren, 1984). Desde ese momento, consistentemente se ha ratificado su papel

etioldgico en diversas patologias digestivas superiores. H. pylori infecta por lo menos

16



a la mitad de la poblacion mundial adulta y 80 a 90% de la poblacién de los paises en

vias de desarrollo (Dunn et al, 1997).

Diez afios después de su descubrimiento, la agencia internacional para la investigacion
en cancer de la OMS (IARC) lo catalogé como carcindgeno tipo I o carcinégeno
definido (IARC-Lyon 1994). Hoy dia es considerado la principal causa demostrada de
gastritis cronica, ulceras pépticas, linfoma MALT (Tejido Linfoide Asociado a
Mucosas) géstrico y cancer gastrico (CG). En todos los infectados produce gastritis
cronica sin embargo, en la mayoria de los pacientes es asintomdtica y en menos de
20% se produce una entidad clinica: dlceras pépticas en 15-18%, CG en 2-3%, cincer
gastrico y linfoma MALT géstrico en menos de 0.1%. Las consecuencias finales de la
infeccién dependen de factores genéticos del individuo infectado, de la virulencia de

la bacteria y de factores ambientales (Otero et al 2009).

Estudios epidemioldgicos han estimado a H. pylori con un 75% de los céanceres
gastricos (CG) (Herrera y Parsonnet 2009), esto equivaldria a que de los 988,000 casos
nuevos de CG ocurridos en 2008, segin GLOBOCAN (Ferlay et al 2008), casi 750,000
no hubieran sucedido si H. pylori no existiera. Desde cuando la IARC lo consideré un
carcinégeno definido, muchos estudios se han realizado para determinar si la

erradicacion puede contribuir a la disminucién del CG.

Se estima que mds del 50% de la poblacién a nivel mundial estd infectada de H. pylori,
sin embargo, la prevalencia de infeccion depende de factores socioeconémicos y de la
infraestructura sanitaria. Se ha observado una gran variacion entre las diversas zonas
estudiadas, existiendo una clara diferenciacion entre los paises desarrollados y

aquellos que estdn en vias de desarrollo (Pueyo et al. 1998).

Se calcula que en paises desarrollados la prevalencia de infeccién es del 10 al 40% y
esta cifra se incrementa hasta un 80 6 90% en paises en vias de desarrollo (Pérez et al.
2004; Taylor y Parsonnet 1995). En el caso de México, se ha reportado una
seroprevalencia del 66% y que la infecciéon se adquiere a edades tempranas,
alcanzando un 80% en adultos jovenes entre 18 y 20 afios de edad, con una tasa de
incremento del 5% anual durante los primeros 10 afios de vida (Torres et al. 1998). Asi
mismo, paises en vias de desarrollo, como Nigeria o India, presentan elevados
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porcentajes de prevalencia (arriba del 80%). Por el contrario, paises desarrollados
como Francia, llegan a presentar un 25% de prevalencia en la poblacién (Holcombe et

al. 1992; Graham et al. 1991).

La diferencia en cuanto a la prevalencia en unos paises y en otros, radica en la
incidencia de la infeccién durante la infancia. Se sabe que la adquisicion natural de la
infeccidén por esta bacteria ocurre principalmente dentro del nucleo familiar y es la
madre quien infecta al hijo en los primeros afios de vida, aunque también se ha
encontrado que se puede contagiar de una persona a otra. La ingestion parece ser el
medio mds viable de adquirir a la bacteria y puede alcanzar la cavidad bucal via:
gastro-oral fecal-oral y oral-oral. En los paises desarrollados la prevalencia es baja en
las primeras décadas de la vida, pero luego aumenta progresivamente a partir de los 40
0 50 afios. Una vez alcanzado el maximo pico de prevalencia, ésta tiende a presentar
una curva discretamente descendente. Esto se explica por la historia natural de la
gastritis asociada a H. pylori, que con el paso de los afios iria progresando hacia la
atrofia, lo que conlleva un cambio del ecosistema propicio para la persistencia de la

bacteria (Mitchel 2001; Taylor y Blaser 1991; Pounder y Ng 1995).

El aumento de la presencia de la bacteria en la edad adulta se debe también a las
condiciones de hacinamiento y falta de higiene (vivir en casas pequefas, compartir las
camas, ausencia de agua caliente, entre otros factores). En paises desarrollados, este
microorganismo parece no ser adquirido del ambiente, y las personas menores de 40
afios de edad, por lo general no estdn infectadas o se tiene un bajo porcentaje de
prevalencia (Webb et al. 1994). La via de transmisién de H. pylori es probablemente
por la via fecal-oral, ya que la bacteria ha sido detectada y asociada con agua y
alimentos contaminados. En personas con reflujo ha sido encontrado el organismo e
incluso su ADN en cavidad bucal y placa dental. Recientes observaciones en pacientes
infectados, mostraron que pueden dispersar la infeccién, mediante aerosol o
salpicaduras de vomito o diarrea (Hulten et al. 1996; Li et al. 1996; Mapstone et al.

1993; Parsonnet et al. 1999).
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2.2.1. Patogénesis y virulencia

H. pylori puede infectar a cualquier humano, sin embargo, no todos desarrollan
enfermedad, dependerd mucho de la cepa que haya invadido y de las condiciones
propias del hospedero, ambientales, genéticas y de alimentacion. Esta bacteria presenta
caracteristicas estructurales y morfoldgicas que favorecen su penetracion dentro de la
mucosa y consecuentemente la colonizacion de la cavidad géstrica y la mucosa del

duodeno humano.

Durante el proceso de penetracion primeramente, la bacteria utiliza sus flagelos
lofotricos para poder penetrar hasta el estdmago, estos flagelos estan compuestos por
proteinas denominadas flagelinas, las cuales son codificadas por los genes flaA y flaB
(Rivas y Herndndez 2000; McGee y Mobley 1999). La bacteria se sirve de la ureasa
para poder hidrolizar la urea, produciendo amonio y diéxido de carbono, permitiendo
asi rodearse de un medio alcalino y protegerse de la secrecidon acida del estomago
(Koneman et al. 1997). Una vez adentrada la bacteria, necesita adherirse a la mucosa
gdstrica para asi iniciar el proceso de colonizacion; esto lo realiza mediante adhesinas,
que consisten en proteinas glicoconjugadas o lipidos bacterianos. Cuando H. pylori
alcanza la capa epitelial, se adhiere a través de las adhesinas BabA, SabA, AlpA, AlpB,
Hopo y HpA (Dunn et al. 1990; Fox et al. 1992; Cover et al., 1991; Eaton et al. 1992).

La adherencia de la bacteria a los receptores de las células del huésped induce cambios
celulares, los cuales incluyen una sefial de transduccion, permitiendo la infiltracion de
c€lulas inflamatorias como los neutréfilos y los monocitos (Geis et al. 1993; Josenhans
et al. 1995). También existen enzimas como las fosfolipasas A2 y C, que juegan un
papel importante dentro de la patogenia de H. pylori, al degradar los componentes
lipidicos de la mucosa que le proporciona integridad. De igual manera, existen otras
enzimas relacionadas con la actividad proteolitica, como la catalasa y la superoxidasa
dismutasa que protegen a la bacteria de los metabolitos toxicos, producto de los
procesos oxidativos de defensa de los macréfagos y neutréfilos (Wadstrom et al.

1996).

Otro factor de virulencia es el lipopolisacarido (LPS) que posee en su antigeno “O”
los carbohidratos de Lewis “x” o Lewis “y” o ambos. Estos antigenos son
glicoconjugados con diferente nimero de residuos de fucosa, los cuales pueden ser de

4 tipos (Mahdavi et al. 2002; Moran 1999).
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Las cepas de H. pylori cag+ se adhieren a las células del epitelio gastrico, donde
inducen la secreciéon de un mediador inflamatorio como la interleucina-8 (IL-8), a
través de la activacion del factor nuclear kappa beta (NF-kB) (Evans et al. 1998; Xiang
et al. 1995; Segal et al. 1996). También se ha observado que la proteina CagA activa
la transcripcion del factor AP-1 y la cascada de las cinasas ERK/MAP permitiendo la

expresion de los proto-oncogenes c-fos y c-jun (Xiang et al. 1995).

Condiciones como gastritis atréfica, dispepsia, ulcera péptica, y adenocarcinoma
gastrico, son usualmente asociadas con una infeccién de H. pylori (Covacci et al.

1999).

En numerosos casos, los individuos infectados nunca llegan a desarrollar ningtn tipo
de sintoma. Incluso se estima que méas del 70% de las infecciones son asintomaéticas.
En ausencia de un tratamiento basado en antibidticos, una infeccién por H. pylori

persiste aparentemente durante toda la vida.

2.2.2 Tratamiento

Hay diversos esquemas para el tratamiento de una infeccién causada por H. pylori. Sin
embargo, un tratamiento 6ptimo adn no ha sido definido, y no existe un tratamiento
con un sélo antibidtico que pueda erradicarla. La multiplicidad de farmacos, la dosis
y la duracién del tratamiento asi como las pautas para erradicarlo es muy diversa, por
lo que la decisién sobre escoger uno u otro farmaco para el tratamiento es dificil.
Histéricamente, una combinacién de varios antibiéticos, dos o tres, ha sido usada para
la erradicacion de la infeccién. Estos incluyen claritromicina, amoxicilina,
metronidazol, tetraciclina, fluoroquinolonas, tinidazol, entre otros. Estos antibiéticos,
generalmente se usan en combinacion con agentes antisecretores, tales como bombas
inhibidoras de protones, o con sales de bismuto. Varias combinaciones de estos agentes
han mostrado ser efectivos con diferentes tasas de eficacia en la erradicacién y
tolerabilidad (Garza et al. 2014). La asociacién de metronidazol con bismuto o
metronidazol, bismuto y amoxicilina o tetraciclina son las que mds se utilizan. Su
duracion oscila entre los 7 y 28 dias aproximadamente. Otros tratamientos utilizan la
combinacion de un antibiético con un inhibidor de la bomba de protones, como la

combinacién de amoxicilina y omeprazol. Esta ha presentado una eficacia de entre el
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60-70%. Actualmente se utilizan terapias triples asociando un antisecretor potente con
dos antibidticos tal como el omeprazol, con claritromicina y amoxicilina o
metronidazol o tinidazol (Lara et al. 2003; Zullo et al. 2003; Sanjuro et al. 1999 y
Bazzoli 2001).

La droga de eleccién para el tratamiento de H. pylori es el antibidtico ceftriaxona,
consiste en un antibidtico bactericida, de accion prolongada para uso parenteral, de la
clase de las cefalosporinas de tercera generacion, por lo que tiene acciones de amplio
espectro en contra de organismos grampositivos y gramnegativos. El anillo
betalactadmico es parte de la estructura de las cefalosporinas, por lo tanto, la ceftriaxona
es un antibidtico betalactdmico. El modo de accién de estos antibidticos es la
inhibicion de la sintesis de la pared celular de las bacterias, especificamente por unién

a unas proteinas bacterianas llamadas “proteinas ligandos de la penicilina (PBS)”.

Este antibidtico se usa con frecuencia en combinacion con antibidticos macrélidos y/o
aminoglucésidos para el tratamiento de neumonia comunitaria y nosocomial. Es

también el primer tratamiento de la meningitis bacteriana (Goodman y Gilman 2006).

2.3 Cromatografia de gases-masas GC-MS

La Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC/MS, por sus
siglas en inglés) es una técnica analitica dedicada a la separacién, identificacion y
cuantificacion de mezclas de sustancias voldtiles y semivolatiles. La separacion de
dichas sustancias depende de la diferente distribucion de las sustancias estudiadas
entre las fases mdvil y estacionaria que conforman el sistema. Una vez separadas las
sustancias son fragmentadas y analizadas en funcién de su patrén de fragmentacion, el
cual puede ser comparado con informacién contenida en una base de datos de espectros
de masas para su identificacion preliminar. La identificacion definitiva, asi como la
cuantificacion de cada sustancia debe hacerse mediante el empleo de sustancia de

referencia.

La cromatografia de gases con espectrometria de masas o GC-MS, también conocida
como detector selectivo de masas, se estd convirtiendo en una técnica de cromatografia
de gases de gran potencia y uso extendido. Se utiliza en muchos mercados, incluidos

el medioambiental, el forense, el judicial, el de alimentos y bebidas, el del aceite y el
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del gas natural, y puede analizar concentraciones muy bajas y aportar informacién

adicional sobre el peso molecular.

La eleccidn del gas portador a la hora de utilizar la GC-MS es fundamental, ya que el
espectrometro de masas es muy sensible a las impurezas de oxigeno, agua e
hidrocarburos. Los dafos del espectrometro de masas o de la fase estacionaria del
cromatégrafo de gases pueden provocar problemas significativos, como un elevado
ruido de linea base y purga de la columna en el cromatograma de gases de salida, lo

que reduciria la sensibilidad del analizador y reduciria la vida ttil de la columna.

La eleccion del portador para la GC-MS-MS o la espectrometria de masas en serie son
incluso més critica, ya que es atin mds sensible a las impurezas. En ambas técnicas, es

comun la calibracién rutinaria del analizador usando una mezcla de calibracidn.
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3. JUSTIFICACION

Helicobacter pylori es una bacteria patégena que afectan al humano causando
afecciones gastrointestinales. Actualmente existen drogas de eleccion para el
tratamiento de afecciones ocasionadas H. pylori, sin embargo, existen reportes
relacionados a la drogo-resistencia desarrolladas por ésta bacteria, por lo cual la OMS
conmina a nivel mundial a la bisqueda de nuevos agentes terapéuticos, que tengan
potencial antibacteriano ante H. pylori. Una amplia busqueda se ha extendido con el
fin de identificar componentes especificos provenientes de fuentes naturales, tales
como plantas y que puedan ser utilizadas como terapias alternativas debido a la
presencia de metabolitos secundarios con potencial antimicrobiano. México es uno de
los paises que se caracteriza a nivel mundial, por la gran diversidad de plantas
endémicas, y se conoce que alrededor de 3000 plantas son utilizadas con fines
medicinales. Un tercio de estas plantas se aprovechan especificamente en el
tratamiento de padecimientos gastrointestinales. En los afios recientes se han
aumentado considerablemente los estudios acerca de la actividad medicinal de plantas
sobre H. pylori. En este trabajo se selecciond las especie vegetal de Pimpinella anisum
con el propdsito de obtener el extracto etandlico a partir de las semillas
correspondientes, determinar los grupos funcionales o metabolitos secundarios
presentes y evaluar su actividad anti-Helicobacter pylori y teniendo como control la
droga comercial ceftriaxona; asi mismo, se realiz6 la obtencion de la fraccién activa
con actividad antibacteriana y finalmente se realizard una caracterizacion parcial

mediante la técnica de Cromatografia de Gases- Masa.
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4. HIPOTESIS

Metabolitos secundarios de Pimpinella anisum presentan actividad bioldgica sobre

Helicobacter pylori ( ATCC: 43504).

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad bioldgica del extracto etandlicos de Pimpinella anisum sobre
Helicobacter pylori y caracterizar los compuestos activos por cromatografia de gases-

masas.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener y procesar las semillas de Pimpinella anisum para realizar la obtencion del

extracto etandlico (EEPa)

e Determinar el perfil fitoquimico del extracto etandlico de las semillas P. anisum.

e Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto etandlicos de Pimpinella anisum
sobre H. pylori (ATCC: 43504) y obtener e identificar parcialmente las fracciones

activas contra dichos microorganismos patdgenos.

e Realizar la caracterizacion parcial mediante la Cromatografia de Gases -Masa de la

fraccion del EEPa con actividad anti-H. pylori (ATCC: 43504)
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6. MATERIAL Y METODOLOGIA

6.1 Helicobacter pylori

Cepa de bacteria: En este trabajo se utiliz6 la cepa Helicobacter pylori (ATCC: 43504),

la cual se mantuvo en cultivo en el Laboratorio de Biologia Celular del Departamento

de Biologia Celular y Genética de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL.

6.1.1. Cultivo bacteriano

a) Mantenimiento: La cepa de H. pylori se mantuvo en el cepario del Laboratorio de

Biologia Celular en refrigeraciéon y cuando se ocupd la cepa se retir6 del refrigerador
y se activé en caldo de cultivo MPT (Barrén y Quifiones, 2018) por 24 h a 37°C y se

realizaron tres resiembras sucesivas para activar la cepa.

b) Cinética de crecimiento: Se prepararon 27 tubos que contenian caldo MPT (Barrén
y Quifones, 2018) con un volumen de 3 mL y un indculo de 200 uL de bacterias, se
incubaron a 37°C y se determiné la absorbancia a 635 nm de cada uno de los tubos,
cada hora, en un espectrofotometro (Spectronic LR45227) por un periodo de 14 h. Se
midieron ademds como control negativo, 3 tubos que contenian tnicamente caldo
MPT. Al final, se tomaron las absorbancias, se obtuvo promedio de las 3 lecturas y se

graficé para obtener la curva de crecimiento.

6.2 Material vegetativo

En este trabajo se utilizo el extracto etandlico de las semillas, P. anisum L. Las especies
de P. anisum L. se adquirieron en mercados locales del area metropolitana de la ciudad
de Monterrey Nuevo Leén y se identificé en el Departamento de Botédnica de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL. El procesamiento para la obtencion del

extracto etanolico se describe en la Tabla 1.
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Tabla 1
Etapas del procesamiento de P. anisum para la obtencion del extracto etandlicos

Etapa Procedimiento
Se enjuagé el material vegetal al chorro de agua corriente, hasta

Lavado o . . . . .
eliminar cualquier residuo ajeno al material vegetativo.

La obtencion del extracto etandlico a partir de la semilla de la planta,
Extraccién .y
se realiz6 agregando a matraces Erlenmeyer, una tercera parte de
semillas del total del volumen del matraz y posteriormente se agregd
etanol absoluto hasta cubrir tres tercios del volumen total del matraz.
Los matraces se cubrieron con papel aluminio y se mantuvieron en

agitacion constante durante 7 dias, en condiciones a temperatura

ambiente.

Filtracion Después de los 7 dias, se filtr6 lo contenido en cada matraz, por

medio de papel filtro Whatman No 1.

El solvente (metanol) se destilé con ayuda de un rotavapor Buchi, a
Concentracion

64°C (temperatura de ebullicién del etanol). Se obtuvo el extracto
del extracto

concentrado, el cual se colocd en un vaso de precipitado Pyrex® y
enseguida se coloc6 en la estufa a una temperatura de 37°C, para su
completo secado, posteriormente el extracto se raspd, se almacend en
un frasco dmbar y se conservé en las mismas condiciones de

temperatura.

6.2.1 Preparacion de solucion madre del extracto etandlico de P. anisum (EEPa)

La solucién madre o stock se prepar6 disolviendo una cantidad conocida del extracto
etandlico obtenido, en cierto volumen de etanol, y a partir de ésta solucién madre, se
realizaron los célculos necesarios para obtener la concentracién deseada en cada
experimento. Una vez preparada la solucion madre, se esteriliz6 por filtracién
empleando filtros Millipore de 0.22 um. Enseguida se tomé una alicuota y se coloc6
en medio de cultivo MPT, se incubé a 37°C por 24 h y una vez obtenida la prueba de

esterilidad positiva para esterilidad, se procedi6 a su utilizacién.

6.2.2 Perfil fitoquimico del extracto etanélico de P. anisum (EEPa)
Al extracto etandlico se le realizé un andlisis fitoquimico de acuerdo con Dominguez,
1973; con la finalidad de identificar sus componentes quimicos. Las pruebas se

realizaron en placas de cerdmica, cada prueba se describe en la Tabla 2.
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Tabla 2

Descripcion de las pruebas para detectar los grupos funcionales presentes en los extractos
etandlicos (de acuerdo con Dominguez, 1973)

Grupo
funcional

Prueba de

Procedimiento

Insaturaciones

KMnO4

Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua, acetona
o metanol y se afiadid, gota a gota, una solucién de KMnOj al
2% en agua. La prueba fue positiva al observar decoloracién o
formacion de precipitado café en menos de 1 min, resultado de
la formacién de diéxido de manganeso.

Grupo
carbonilo

2,4-Dinitro-
fenil-hidracina

De 1 a 10 mg, de la muestra se disolvieron 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.

Oxhidrilos
fendlicos
(taninos
vegetales)

FeC13

Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua o etanol
y después se anadieron unas gotas de cloruro de fierro al 12.5%
en agua. La aparicién de un precipitado rojo, azul-violeta o
verde, se considerod positivo.

Esteroles y
triterpenos

Liebermann-
Burchard

Se mezcl6 1 mL de anhidrido acético y uno de cloroformo, se
enfriaron a 0° y se les afiadié una gota de acido sulftrico. Se
agregd, gota a gota, este reactivo a la muestra, o su solucién
cloroférmica. Con la formacién de color azul, verde, rojo,
anaranjado, etc., los que cambian con el tiempo, la prueba se
tomo positiva. El orden y tiempo de aparicién (0, 1, 5, 20, 60
min) tiene cierto valor diagndstico; asi, una coloracién amarilla
después de 15 min, parece corresponder a C 14-metilo y una
variacion —7 insaturacion. La prueba se considerd positiva para
esteroles que contienen 2 enlaces dobles conjugados, que los
pueden formar por una o dos deshidrataciones con
isomerizacion.

Esteroles y
triterpenos

Salkowski

Similar a la de Liebermann-Burchard, la muestra (1-2 mg) en
contacto con 1.0 mL de acido sulfirico, se desarrollaron colores
amarillo o rojo para esteroles y metilesteroles.

Carbohidratos

Molish

A 1-2 mg de la muestra se le agregd, gota a gota, el reactivo de
Molish (alfa-naftol al 1% en etanol), luego 1 mL de &cido
sulfirico por las paredes. La prueba fue positiva con la
formacién de un anillo coloreado en la interfase de color
purpura.

Cumarinas

Se disolvieron 1-2 mg de muestra en NaOH al 10%; si apareci6
una coloracién amarilla que desaparece al acidular, se toma la
prueba como positiva.

Lactonas

Se disolvieron de 1-2 mg de muestra en solucién alcohdlica de
NaOH al 10%. Un color amarillo o anaranjado que se pierde o
desaparece al agregar unas gotas de HCl indicé la presencia de
un anillo lacténico.
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Continuacion Tabla 4..........

Grupo

. Prueba de Procedimiento
funcional

A 2-3 mg, del compuesto se le agregaronn 3-4 gotas de la
Sesquiterpenla | Baljet solucién mezcla, siendo positiva si se torné de color naranja a
ctonas roja oscura. La solucién mezcla 1:1 consistié de una solucién
A que contenia: dcido picrico al 1% en etanol y una B: NaOH
al 10%.

Flavonoides Una pequefia cantidad de muestra se disolvié en HoSO4 y se
H>S04 observé coloracién amarilla para flavonoles; naranja-guinda,
para flavonas; rojo-azuloso, para chalconas y rojo-purpura, para

quinonas.

Modificaciéon de Munier y Machelobuf. Se hicieron 2
Alcaloides soluciones. Para preparar la solucién A, se disolvieron 0.85 g
de nitrato de bismuto, en una mezcla de 10 mL de acido acético
Dragendorff: glacial y 40 mL de agua. Para la solucién B, se disolvieron 8 g
de yoduro de potasio en 20 mL de agua. El reactivo se prepar6
mezclando 5 mL de la solucién A, 4 mL de la solucién B y 100
mL de agua. El reactivo es estable por un afio y la prueba resulté
positiva para alcaloides al dar una coloracién rojo o naranja
persistentes por 24 horas (Pérez-Cepeda, 2000)

dcido Se prepar6 una mezcla de 1 mL de 4cido sulfirico concentrado
Aromaticidad | sulftrico- con una gota de formaldehido. Se agregé de 1-5 mg de la
formaldehi- muestra disuelta en disolvente no aromadtico, se afiadieron unas
do gotas de la mezcla anterior y si aparecié un color rojo-violeta,
la prueba result6 positiva (Trevifio 2001).

Bicarbona-to La sal se prepar6 al 10% en agua. Se disolvieron de 1-2 mg de
de sodio la muestra en agua o etanol y se le agregaron de 2-3 gotas de
Saponinas dcido sulfiirico concentrado. Se agité ligeramente, luego se
agreg6 de 2-3 gotas de la solucién de bicarbonato de sodio. La
aparicion de burbujas y su permanencia por mds de 1 min indic6
la presencia de saponinas.

Salkowski Se disolvieron de 1-2 mg de la muestra en 1 mL, de cloroformo
y se afladié 1 mL de 4cido sulftrico. La prueba fue positiva si
existié aparicién de color rojo.

6.3 Evaluacion de la actividad biologica del extracto etandlico sobre H. pylori

Método turbidimétrico y recuento bacteriano en placa: Se dispuso para cada

tratamiento, 16 tubos de 13x100 mm, 4 para cada dosis evaluada (1, 3,7 y 10 mg/mL).
Cada tubo contenia 3 mL de caldo MPT y se les agregd el extracto en el volumen
adecuado, se inocularon con 200 uL del cultivo celular de H. pylori, en fase
exponencial, se tomo la lectura de absorbancia mediante un espectrofotémetro, a
635nm, y posteriormente, incubaron por 6 h a 37° C. Después de realizar el anélisis de
datos y de seleccionar el o los tratamientos con mayor inhibicién, asi como la o las

concentraciones, se procedid a tomar uno de los tubos correspondientes, y a llevar a
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cabo diluciones seriadas desde 1071 hasta 10", en tubos con 9 mL de solucién salina
fisiolégica (0.85%). A partir de las ultimas 8 diluciones se realizé el plaqueo,
transfiriendo a cajas Petri, un mililitro de cada dilucién, y enseguida se vertieron de 12
a 15 mL de agar MPT y se homogeneizaron, al solidificar el agar, se incubaron a 37°
C por 18h. Transcurrido el tiempo, se contaron las colonias observadas en las placas y

se determinaron las unidades formadoras de colonias (UFC/mL).

6.4 Analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental estadistico completamente al azar en donde los datos
de cuantificacién se sometieron a un Andlisis de Varianza mediante el paquete de
software estadistico SPSS version 17.0, para determinar la diferencia significativa
entre los métodos utilizados (P<0.05), posteriormente se obtuvo la diferencia
significativa entre métodos, los datos se sometieron a una prueba de comparacion

multiple de medias de Dunnet.

6.5 Identificacion parcial los compuestos que presentan actividad biolégica

sobre H. pylori mediante analisis espectroscopicos.

Para llevar a cabo la identificacion parcial de los metabolitos secundarios con actividad

antibacteriana sobre H. pylori se realiz6 en dos eventos:

a) Cromatografia de capa delgada: Consiste en una placa de vidrio con una fase
estacionaria de silica-gel, la cual estd mezclada con sulfato de calcio como fraguante.
La mezclo a separar, se disolvi6 en una pequeia cantidad de solvente, se colocd
mediante un capilar en uno de los extremos de la cromatoplaca. Esta se introdujo a en
una cdmara cromatografica la cual contiene una cierta cantidad de la fase mévil o
eluente (etanol). El eluente subié por capilaridad a través de la cromatoplaca
lograndose la separacion de los componentes de la mezcla en base al equilibrio (Dzido
y Tuzimski, 2008), entre la adsorcién de los componentes sobre la silica y la solucién
de los mismos en el eluente. Ya terminado el proceso de separacion, la cromatoplaca
se revel6 mediante una lampara de luz (254 nm) o utilizando una cdmara de yodo, con
ambos métodos se observaron manchas representando a los diferentes compuestos

distribuidos a lo largo de la cromatoplaca. Se utilizardn cromatoplacas ‘“Merck” (Silica
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gel 60 F254, 5x10cm, 250um de grosor de capa) y los extractos y fracciones

analizadas se colocaron utilizando un capilar de vidrio.

Se obtuvieron tres fracciones, las cuales se les evalud la actividad anti-H. pylori en tres
eventos independientes por triplicado, empleando la metodologia turbidimétrica y
recuento bacteriano en placa (RBP), tal como se describi6 en el apartado 6.2.3. Una
vez que se tuvieron los resultados, la fraccidon que presenté actividad inhibitoria sobre
H. pylori se le realizo6 la identificaciéon de grupos funcionales de acuerdo con el punto
6.2.2 y Tabla 4, posteriormente se les realiz6 un andlisis espectroscopico y

cromatografia de gases-masas.

b) Analisis Espectroscdpico:

-El andlisis espectroscopico de la fraccién con actividad inhibitoria sobre H. pylori se
realiz6 de acuerdo con Macomber 1998.
-El andlisis de Espectrometria de masas (EM) de la fraccion con actividad inhibitoria

sobre H. pylori se realiz6 de acuerdo con Silverstein et al., 2005).

¢) Cromatografia de Gases — Masas

- Las condiciones del instrumental necesario para llevar a cabo la cromatografia GC

MS se describen en la Tabla 3.

Tabla 3
Condiciones del instrumental para realizar la cromatografia GC-MS
Instrumental Condiciones Instrumentales

e Cromatdgrafo Agilent. GC 6890, MSD 5973N

e Columna HP-5 (30 m *0.25 mm x 0.25
um)

e Inyector Split 1:10

e (Gas acarreador Helio

e Flujo de gas acarreador ImL/min

e Temperatura del inyector 250°C

e Temperatura de Fuente y Detector 230y 250 °C, respectivamente.

e Temperatura Inicial 70°C, 1.0 min

e Programa de Temperaturas 70° a 200°C a 10°C/min, 2min
200°C a 320°C a 10°C/min.

e Temperatura Final 320°C, 4 min.

e Fuente de Ionizacion Impacto Electrénico

e Analizador Cuadropolo
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7. RESULTADOS

7.1 Material vegetal

7.1.1 Determinacion de grupos funcionales y metabolitos secundarios en el

extracto etanolico de P. anisum

Se realizé la extraccién etandlica de las semillas de P. anisum y posteriormente se le
realizaron pruebas fitoquimicas para identificar grupos funcionales presentes en la
muestra (Tabla 4). Se determiné la presencia de saponinas, alcaloides, flavonas,
sesquiterpenlactonas, aromaticidad, insaturaciones, oxhidrilos fendlicos, esteroles,

triterpenos asi como carbohidratos.

Tabla 4
Grupos funcionales presentes en el extracto etanélico de P. anisum

Prueba fitoquimicas Grupo Funcional Reaccion
KMnO4 Insaturaciones +
2.4-Dinitrofenilhidracina Carbonilo -
FeCls Oxhidrilos fendlicos +

(taninos vegetales)

H,SOq4 Flavonoides Flavonas
Lieberman-Buchard Esteroles y triterpenos +
Salkowski Esteroles y triterpenos -
Molish Carbohidratos +
Cumarinas Carbohidratos +
Lactonas Carbohidratos -
Baljet Sesquiterpenlactonas +
Dragendorff Alcaloides +
Bicarbonato de Sodio Saponinas +
H>SO4.Formaldehido Aromaticidad +
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7.2  Helicobacter pylori

7.2.1. Morfologia macroscopica

Una vez obtenida la cepa ATCC43504 de H. pylori se procedi6 a realizar la activacion
y resiembra en medio de cultivo MPT para su mantenimiento. En caldo MPT, incubada
a 37° C, produjo biofilm en la parte superior del medio (Figura 1A), volviéndose muy
notorio y denso a partir de los 3 6 4 dias de incubacién. Al sembrarse en agar MPT

produjo colonias grandes, viscosas y con formacién de gota. (Figura 1B).

Biofilm

Helicobacter pylori Helicobacter pylori
en Caldo MPT en Agar MPT

Figura 1. Aspecto de H. pylori a nivel macroscépico. En la imagen
A se observa el biofilm producido por H. pylori en caldo
MPT y en la imagen B se observan las colonias tipicas
de H. pylori en agar MPT, las cuales muestran un punto
central y crecimiento en forma de dmpula o de gota
colgante
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7.2.2 Cinética de crecimiento

En la Figura 2 se muestra la cinética de crecimiento de H. pylori; durante la primera
hora de incubacién se observa un ligero crecimiento, correspondiente a una fase de
adaptacién, y posteriormente se aprecia una fase exponencial o logaritmica, la cual
continda hasta las 12 horas de incubacion. El crecimiento de la bacteria se monitored
durante 14 horas. Cada punto graficado corresponde al promedio de tres eventos
independientes por triplicado. Obteniendo en su hora 6 de la fase logaritmica como la

mads recomendable para utilizarla en el proceso.
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-0.0200

Tiempo (horas)

Figura 2. Cinética de crecimiento de H. pylori. En esta figura se muestra primeramente una fase de
adaptacion celular, seguida de una intensa fase exponencial, la cual da inicio en la hora 1 y
empieza a decrecer aproximadamente a las 12 horas. A continuacién se aprecia una fase

estacionaria hasta terminar dicha cinética.
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7.3. Actividad biolégica del extracto etanélicos de P. anisum sobre H. pylori

Se evaluaron cuatro concentraciones (1, 3, 7, 10 mg/mL) del extracto etandlico de
P. anisum (EEPa) sobre H. pylori, mediante la técnica turbidimétrica y a través de la
técnica de recuento bacteriano en placa (RBP). Los porcentajes de viabilidad e

inhibicion de las dosis del EEPa se muestran en la Tabla 5 y Figura 3.

De acuerdo a los resultados observados, en la Tabla 6, se observa que a la dosis de 7
mg/mL del extracto etandlico de P. anisum presenta una inhibicion del 44.38% sobre

el cultivo de H. pylori.

Tabla 5
Determinacion de la actividad anti-H. pylori del EEPa
H. pylori
Dosis evaluados Absorbancia Viabilidad | Inhibicion
[mg/mL] del EEPa (635 nm) (%) (%)
Control 0.971 100 0
1 0.89 91.65 8.34
3 0.78 80.33 19.67
7 0.54 55.61 44.38
10 0.49 50.46 49.54
1.2
E 0.971
= 1 0.89
Ty
0.78
@ 08
-3 0.54
g 0.6 = 0.49
©
£ o4
v
£
< 0.2
0
Control 1 3 7 10
EEPa [mg/mL]

Figura 3. Absorbancia de H. pylori en presencia del EEPa total. En esta imagen se observa
la absorbancia que present6 el cultivo de H. pylori en presencia del extracto etandlico
de P. anisum total.
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En la Figura 3 se observa que la dosis de 7 mg/mL del extracto etandlico de P. anisum
(EEPa) total inhibe significativamente la lectura de absorbancia del cultivo de
H. pylori, la dosis de 10 mg/mL del EEPa presenta inhibicion significativa con
respecto al resto de los tratamientos, pero no con respecto a la dosis de 7 mg/mL del

EEPa, por tal motivo fue la dosis que se seleccion6 para determinar las UFC/mL.

En la Figura 4 se observa que en el control se obtuvieron 144 x 10° UFC/mL colonias de
H. pyloriy las colonias de H. pylori obtenidas en presencia del extracto etandlico de P. anisum
a la dosis de 7 mg/mL s6lo se obtuvieron 34 x 10° UFC/mL colonias de H. pylori, lo cual
indica que el extracto etandlico de P. anisum total inhibi6é un 76.39% el cultivo de H. pylori.
La droga de eleccién empleada fue la ceftriaxona a la dosis de 0.1 mg/mL,, el cual inhibi6 el

100% del cultivo de H. pylori.

160
140
120
100
80
60

40

UFC/mL (1x10)

20
0

Control [7mg/mL] EEPa Cetriaxona 0.1 mg/mL

Tratamientos

Figura 4. Resultados de las UFC/mL de H. pylori con tratamientos. En el grifico se
observa como control a H. pylori €l cual arrojé un conteo de 144x10° UFC/mL;
enseguida se muestra al tratamiento elegido como control positivo de inhibicidn, es
decir, la droga ceftriaxona, la cual no dio ningin crecimiento de la bacteria en placa.
Enseguida se muestran que sélo se obtuvieron 34x10° UFC/mL al ser cultivada
H. pylori en presencia del EEPa.
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7.4. Actividad biolégica de las fracciones del extracto etandlicos de P. anisum

sobre H. pylori

7.4.1 Determinacion de la actividad anti-H. pylori

a) Método turbidimétrico: El extracto etndlico de P. anisum total, se fracciond a
través de cromatografia en capa delgada, y se obtuvieron tres fracciones, las cuales se
evaluaron por separado sobre el cultivo de H. pylori, de cada fraccion se evalud 7
mg/mL, para determinar la actividad anti H. pylori, en la Figura 5, se observan los
valores de absorbancia obtenidos, y la fraccion 3 presenté la mayor inhibicién con un
41.4 % de inhibicion, la fraccién 1 sélo inhibié 16.15%, y la fraccién 2, mostré un

incremento del 20% en la absorbancia del cultivo de H. pylori.

12

_|_
0.8
0.6 )
0.4
0.2
0

CONTROL Fraccion 1-EEPa Fraccion 2-EEPa Fraccion 3-EEPa

Absorbancia 635 nm

Figura 5. Resultados de la absorbancia de H. pylori en presencia de tres fracciones
obtenidas del EEPa. En el grifico se observa como control H. pylori present6 una
absorbancia de 0.879 nm, y las fracciones 1 y 3 inhiben un 16.15 y 41.4%
respectivamente, pero la fraccién 2 incrementa en un 20% la absorbancia con
respecto al control.

En la figura 6 se muestra el aspecto del cultivo de H. pylori en el medio MPT en presencia de
las fracciones 1, 2 y 3 obtenidas a partir del extracto etandlico de P. anisum evaluados a la
dosis de 7 mg/mL, es importante notar la presencia de abundante biofilm en el control de
H. pylori, éste biofilm no se observa en el cultivo de H. pylori en presencia de la fraccién 3

del extracto etandlico de P. anisum.
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Control Fracion 1 Fraccion 2

Biofilm N

Figura 6. Aspecto del cultivo de H. pylori en presencia de tres fracciones
obtenidas del EEPa. Se observa como control H. pylori presentd una
gran capa de biofilm, asi como la fraccién 2 del EEPa también presenta
biofilm, pero en menor cantidad, la fraccién 1 y 3 no se aprecia biofilm,
pero si presentaron turbidez.

b) Determinacion de UFC/mL: Se procedié a plaquear el tubo conteniendo el

cultivo control de H. pylori y el tubo conteniendo el cultivo de H. pylori en

presencia de la Fraccion 3 del extracto etandlico de P. anisum (F3-EEPa). En la

Figura 7 se observa el valor de las UFC/mL de H. pylori obtenidas en presencia

de 7 mg/mL de la fraccion 3 del extracto etandlico de P. anisum, el cual inhibid

un 38% el cultivo de H. pylori, asi como la formacién de biofilm caracteristico del

cultivo de H. pylori.

45
40
35
30
25
20

15

UFC/mL (1x109)

10

Control [7mg/mL] EEPa

Figura 7. Resultados de las UFC/mL de H. pylori cultivado en presencia de la fraccion
3 del extracto etanélico de P. anisum. Se aprecia una inhibicién del 38%.
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7.4.2 Identificacion de grupos funcionales presentes en la fraccion 3 del EEPa.

Una vez obtenida el potencial anti-H. pylori de la fraccion 3 del extracto etandlico de
P. anisum se procedi6 a identificar los grupos funcionales presentes en éste extracto,
de acuerdo con la metodologia de Dominguez 1973, y posteriormente se procedid a

comparar la presencia de los grupos funcionales tanto del EEPa total, asi como de la

fraccion total del EEPa, los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6

Grupos funcionales presentes en el extracto etandlico de P. anisum total y fracciéon 3

Prueba fitoquimicas Grupo Funcional Reaccion del | Reaccion de
EEPa total la F3-EEPa
KMnO, Insaturaciones + +
2,4-Dinitrofenilhidracina | Carbonilo - +
FeCls Oxhidrilos fendlicos + -
(taninos vegetales)
H>SO4 Flavonoides Flavonas Flavonas
Lieberman-Buchard Esteroles y triterpenos + -
Salkowski Esteroles y triterpenos - -
Molish Carbohidratos + -
Cumarinas Carbohidratos + +
Lactonas Carbohidratos - -
Baljet Sesquiterpenlactonas + -
Dragendorff Alcaloides + -
Bicarbonato de Sodio Saponinas + +
H,>SO4 Formaldehido Aromaticidad + +

Se observa que la fraccion 3 del EEPa presenta los siguientes grupos funcionales:
Insaturaciones, grupo carbonilo, carbohidratos (cumarinas), saponinas, aromaticidad y
flavonas. A diferencia del EEPa total, ésta fraccion 3 no presenta oxhidrilos fendlicos,

esteroles-terpenos, sesquiterpenlactonas ni alcaloides.

7.5 Identificacion parcial de los compuestos que presentan actividad biologica

sobre H. pylori mediante analisis espectroscopicos.

Al analizar la fraccién 3 del EEPa al cromatografo de gases acomplado a masas (GC-
MS) empleando el AcqMethod 8270, se obtuvo el perfil de los metabolitos mds

abundantes en la GC MS, el perfil obtenido se muestra en la Figura 8.
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De acuerdo a los datos obtenidos, y posteriormente analizados dichos datos empleando
el programa InChlTrust se determind la presencia de tres moléculas presentes en la
fraccion 3 del EEPa, las cuales se muestran en las Figura 9, 10y 11.
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8. DISCUSIONES

En este trabajo uno de los objetivos fue obtener los extractos etandlicos de P. anisum

y evaluar su actividad anti-H. pylori

Para la obtencion de los extractos vegetales se empled como solvente el etanol por su
alta polaridad la cual le permite extraer mayor cantidad de sustancias activas, la
eleccion del etanol, se realizé por ser un solvente poco reportado en la literatura y ya
que su nivel de toxicidad al organismo es mucho menor que otros solventes tales

como el metanol.

La actividad biolégica que presentd el extracto etandlico de P. anisum sobre el
crecimiento de H. Pylori podria deberse a la gran cantidad de metabolitos secundarios
presentes en el extracto los cuales fueron arrastrados satisfactoriamente de la semilla
con el solvente utilizado, principalmente se pudo deber la inhibicién a la presencia de

Flavonas.

Considerando la gran variedad de compuestos quimicos presentes en el extracto
obtenido, es muy probable que su actividad antimicrobiana no sea atribuible ni a un
compuesto ni a un mecanismo especifico, sino a la accién combinada de varios
metabolitos. Por esta razon es probable que exista una sinergia entre los metabolitos

que constituyen dicho extracto, potenciando el efecto contra las células bacterianas.

Actualmente, a nivel mundial se reporta cada vez mds una gran variedad de
compuestos y agentes provenientes de fuentes naturales con actividad antimicrobiana,
y especificamente se ha demostrado el potencial que tienen estos metabolitos
secundarios para inhibir a H. pylori de manera in vitro, destacandose flavonoides,
taninos, cumarinas, terpenos, quinolonas y alcaloides. Sin embargo, sélo a muy pocos

de ellos se les ha demostrado que mantienen su actividad in vivo (Palacios et al. 2011).

De acuerdo al andlisis de los resultados, se demuestra que el extracto etandlico de la
semilla de P. anisum presenté actividad inhibitoria sobre H. pylori, esta potente

actividad antibacteriana podria estar relacionada a la presencia de flavonas, ya que se
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identifico tanto en el extracto etandlico de P. anisum total, asi como en la fraccion tres

obtenida a partir de dicho extracto.

Uno de los flavonoides mds estudiados y abundantes es la quercetina cuya férmula
molecular es C15SH1007, Fue descubierta por J. Rigaud en el afio 1854, es un flavonol
que se encuentra presente generalmente en frutas como en verduras en especial en la
cebolla roja. Otros alimentos con niveles elevados de quercetina son las manzanas, las
uvas, el brocoli o el t€. La quercetina es el flavonoide méas abundante y el mas habitual
en la dieta humana, destacando por su elevada actividad antioxidante (Hollman PCH,

et al; 1998).

Abad R. et al., 2006, report6 que la quercitina presenta actividad antibacteriana contra
Staphilococcus aureus, Bacillus subtulis, Enterococcus faecalis y Micobacterium
phlei, asi también Gupta en 1995 mencioné que la actividad antibacteriana puede

atribuirse a la inhibicion de las enzimas involucradas en el desarrollo de la bacteria.

Por otra parte, A. Akhtar et al., en 2008, demostraron la actividad bactericida del
extracto de metanol de las semillas de P. anisum sobre Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Esta actividad
bactericida probablemente puede ser adjudicada al anetol, un aceite escencia de

P. anisum.

También se han reportado recientemente que diversos extractos a partir de P. anisum
presentan actividad antiamibiana sobre Pseudomonas aeruginosa (Huda et al. 2015),
sin embargo en nuestros bioensayos no se observo actividad inhibitoria sobre esta
bacteria (datos no mostrados), sin embargo esta diferencia de resultados con respecto
a los otros reportes, se puede deber a el tipo de solvente empleado, la mayoria ha

empleado metanol como solvente.

En la fraccion 3 del extracto etandlico de P. anisum se identificaron tres moléculas:
Benzene, 4-ethenyl-1,2-dimethoxy, Benzene, 1,4- dimethoxy-2-methyl y Butanoic acid, 2-
methyl-, 4-methoxy-2-methy-2-(3-methyloxiranyl)phenylester, seria recomendable en

trabajos futuros aislarlos y evaluar su actividad bioldgica sobre diversos agentes infecciosos.
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En la Figura 6 se muestran cuatro tubos, los cuales son el resultado del bioensayo de la
evaluacion de la actividad anti-H. pylori de las tres fracciones obtenidas a partir del extracto
etandlico de P. anisum, se observa que el control presenta abundante biofilm, asi como el
cultivo en presencia de la fraccion 2, sin embargo la fraccion 3 present6 inhibicién total de la
formacién del biofilm, este resultado es importante, ya que H. pylori tiene la capacidad de
colonizar el estomago presentando éste un pH de 2, y H. pylori s6lo se multiplica a pH 7,
pareceria ser incongruente que ésta bacteria habite éste drgano, sin embargo la capacidad de
colonizarlo se debe a que presenta la capacidad de formar polimeros y crear una biopelicula o
biofilm que le brinda la capacidad de tener un microambiente idéneo para su desarrollo, tal
como se observa en la Figura 12. Diversos trabajos demuestran la importancia de éste en la
supervivencia y colonizacién en el estémago (Carron et al. 2006; Cammarota et al. 2012; Souto

y Vieira 2008). Serfa importante en futuros trabajos purificar las tres moléculas

obtenidas y evaluar su actividad anti H. pylori en modelos in vitro e in vivo.

Figura 12. Produccién de biofilm de H. pylori. Formacion del biofilm y vesiculas en los cultivos
normales de H. pylori. 1) Células de H. pylori colonizan la superficie, 2) polimeros
extracelulares son producidos, 3) y 4) madura la arquitectura del biofillm, 5) células de
H. pylori son liberadas a partir del biofilm (Tomado de Dr. Ettingers’s biofilms protocol for
lyme and gut pathogens/advancedhealing.com)

44



9. CONCLUSIONES
El extracto etandlico de la semilla de Pimpinela anisum inhibe el crecimiento in

vitro de Helicobacter pylori ( ATCC:43504) en un 76.30%.

La fraccion 3 del extracto etandlico de la semilla de P. anisum inhibié 41.45 el

crecimiento in vitro de H. pylori (ATCC:43504).

El analisis de GC-MS de la fraccion 3 del extracto etandlico de la semilla de P.

anisum corresponde a una molecula de Bencen, 4-ethenul-1,2-dimethoxystyrene

10. PERSPECTIVAS
Identificar y purificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de Pimpinella anisum utilizando los diferentes métodos quimicos para
su separacion tales como las cromatografias y sus diferentes versiones, con el fin
de poder medir su actividad bioldgica individual y posteriormente realizar
combinaciones para lograr un efecto sinérgico que aumente su efecto sobre

Helicobacter pylori .
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