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VALORACION in vitro DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS Prosopis
laevigata, Stenocereus marginatus Y Pimpinella anisum SOBRE Helicobacter pylori

1.RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa helicoidal, microaerofilica que posee
una especial capacidad para sobrevivir en uno de los lugares mas complicados en
nuestro organismo: el estomago. H. pylori representa problemas para el epitelio
gastrico, la mucosa estomacal activa una respuesta inmune e inflamatoria al estimular
la produccion de citocinas mediante las células epiteliales, esta respuesta da origen a
un proceso inflamatorio cronico que trae por consecuencia el desarrollo de
enfermedades gastricas severas tales como gastritis cronica atrofica, tlcera péptica o
ulcera duodenal, cuando esta infeccion se vuelve cronica. También existe la evidencia
de cepas altamente resistentes a la antibioticoterapia empleada en los esquemas
terapéuticos usados en gastroenterologia. En México se encuentra una basta cantidad
de especies vegetales con potencial antimicrobiano, debido a los fitometabolitos
secundarios que poseen, por ello en este trabajo se planeta como objetivo obtener
fitoextractos de Proposis laevigata, Pimpinella anisum y Stenocereus marginatus y
evaluar su actividad celular sobre cultivos de H. pylori e identificar los grupos
funcionales, actividad toxica, actividad citotoxica y observacion de alteraciones al
microscopio de barrido, posteriormente elaborar nanotubos de TiO> funcionalizados
con el fitoextracto que haya presentado mayor actividad anti H. pylori y menor
citotoxicidad, asi como determinacion de moléculas inhibidoras de H. pylori a

microscopio de barrido.
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2. INTRODUCCION

H. pylori es una bacteria gramnegativa helicoidal, microaerofilica que presenta de dos
a seis flagelos, es considerado un microorganismo exigente ya que requiere de medios
de cultivos enriquecidos para su crecimiento, puede causar infecciones entéricas a nivel
gastrico y duodenal. Fue aislada por primera vez por Barry J. Marshall y J. Warren en
1982 (Warren JR. & Marshall BJ., 1983) fue descubierta accidentalmente por la
incubacién prolongada de un cultivo puro de la mucosa géstrica humana (Marshall BJ,

et al., 1984).

H. pylori posee una especial capacidad para sobrevivir en uno de los lugares mas
complicados en nuestro organismo: el estdbmago, este presenta un pH inferior a 4
(Cervantes Garcia E., 2016). La naturaleza acida del estomago es uno de los
mecanismos de defensa de nuestro organismo en contra de microorganismos ingeridos
mediante alimentos. Son escasos los organismos que logran desarrollarse en un
ambiente tan 4cido. A pesar de ello, este microorganismo presenta factores de
patogenicidad que le confieren la capacidad de adaptabilidad al medio, debido a que es
capaz de producir sustancias que neutralizan los acidos formando una capa protectora
a su alrededor, lo que le permite al microorganismo diseminarse dentro de la pared

gastrica hasta encontrar un sitio al cual adherirse (Kuster, JG. ef al. 2006).

Cuando H. pylori presenta problemas para el epitelio géstrico, la mucosa estomacal
activa una respuesta inmune e inflamatoria al estimular la produccion de citocinas
mediante las células epiteliales. Esta respuesta da origen a un proceso inflamatorio
crénico que trae por consecuencia el desarrollo de enfermedades géstricas severas tales
como gastritis cronica atréfica, ulcera péptica o tlcera duodenal (Crowe S.E., 2019).
Una vez que el microorganismo coloniza el epitelio gastrico, la infeccion se vuelve
cronica, H. pylori es considerado como principal factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades de mayor mortalidad significativa tales como el desarrollo de linfoma
derivado del tejido linfoide asociado a mucosa gastrica (MALT) y adenocarcinoma

gastrico (Lopez Vidal y Ponce de Leon, 2006)
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Este microorganismo ha sido aislado de saliva, heces y placa dental de los pacientes ya
sean asintomaticos o sintomaticos, lo que puede sugerir una via gastro-oral, fecal-oral
o oral-oral como transmision e inoculacion (Palomino Carmargo C. y Tomé Boschian
E., 2012). Otros medios posibles de transmision pueden incluir la ingesta de agua o
alimentos contaminados o incluso el traspaso de fluidos a través de fomites de forma

oral con una persona infectada.

Por otro lado, el aumento de la resistencia a los antibidticos y las complicaciones
especificas son los mayores problemas de las terapias médicas utilizadas, los cuales
demandan la bisqueda de nuevos compuestos, especialmente de fuentes naturales

como lo son las plantas medicinales (Zahra Hosseininejad, et al., 2011).

Se ha reportado desde hace varios afios, que existen compuestos como polifenoles,
flavonoides y glucosinolatos que presentan propiedades bioactivas, atribuidas a las
plantas de los cuales se obtienen (Avaz, et al., 2008 y Hu, ef al., 2004). A nivel
mundial, se reportan cada vez mas, una gran variedad de compuestos con actividad
anti-Helicobacter pylori in vitro, destacandose flavonoides, taninos, cumarinas,
terpenos, quinolonas, saponinas y alcaloides. Sin embargo, s6lo a muy pocos de ellos

se les ha demostrado que mantienen su actividad in vivo (Palacios, ef al., 2011).

La presente investigacion estd enfocada a la evaluacion de la actividad antimicrobiana
del extracto de Stenocereus marginatus (cactus-tallo), Prosopis laevigata (hojas) y
Pimpinella anisum (semilla) sobre H. pylori e identificar parcialmente los grupos
funcionales, actividad toxica y citotoxica y posteriormente elaborar nanotubos
funcionalizados con el extracto que haya presentado mayor inhibicion sobre H. pylori
y menor citotoxicidad para evaluar la eficacia de la liberacion del extracto en los

nanoestructurados.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Helicobacter pylori

3.1.1 Historia
En los afnos de 1970, el médico Robin Warren realizd diversas investigaciones

histologicas de muestras de biopsias gastricas de pacientes con gastritis cronica,
descubriendo que, mediante ciertas técnicas de recoleccion de tejidos, existia en ellos
una bacteria que predominaba en todas las lesiones histoldgicas de gastritis (Alban
Briones, M.C., 2018), hasta ese entonces se crecia que ningiin microorganismo podia

sobrevivir al ambiente altamente acido del estomago.

Tiempo después, en 1981 el médico Barry Marshall complement6 sus trabajos de
investigacion, demostrando que en muestras de mucosa gastrica de pacientes sanos no
se encontraba presente el microorganismo demostrando asi que solo se encontraba en
mucosa gastrica inflamada. Marshall continu6 apoyando a Warren al tratar de aislar y
cultivar dicha bacteria, a la cual se le dio el nombre de Campylobacter pylori, por su
parecido morfologico a dicho género y por su localizacion principal en la region antro

pildrica del estomago. (Pajares & Gisbert, 2006).

Este nuevo microorganismo habia sido incluido de manera provisional en el género
Campylobacter, con los miembros de este género compartia una morfologia espiral,
capacidad de desarrollarse en ambientes microaerofilicos, la posibilidad de crecer en
medios de cultivos. Sin embargo, diferian en la presencia de multiples flagelos en uno

de los extremos y en el alto contenido de la enzima ureasa (Jones et al. 1985).

Debido a ello eran necesarios nuevos estudios moleculares para determinar la ubicacion
taxonomica del microorganismo, ello para demostrar que Campylobacter pylori era un
miembro realmente diferente a todos los del género Campylobacter sp., ya que
presentaba caracteristicas morfologicas y bioquimicas mas parecidas al nuevo género
Helicobacter. En 1989, con la base cientifica de los datos existentes, publican un

articulo en el que expuso los hechos que avalaron el cambio de nombre de
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Campylobacter a Helicobacter pylori. Desde entonces, este nombre ha sido reconocido

y aceptado por la comunidad cientifica de todo el mundo (Goodwin et al. 1989).

3.1.2 Generalidades de la bacteria

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa, usualmente en forma de espiral (de
donde deriva su nombre), que puede ser convertida en células cocoides, bajo un
ambiente hostil (Boyanova, et al., 2011). Esta bacteria presenta varias caracteristicas
estructurales y morfologicas que favorecen su penetracion dentro de la mucosa y
consecuentemente la colonizacion de la cavidad gastrica y la mucosa del duodeno

humano (Umamaheshwari y Jain, 2004), Figura 1.

Figura 1. Helicobacter pylori

Cervantes-Garcia, E. (2016)
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Clasificacion taxonomica de H. pylori

Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Epsilonbacteria
Orden Campylobacterales
Familia Helicobacteraceae
Género Helicobacter
Especie H. pylori

3.1.3 Patogenicidad

Sus mayores factores de virulencia residen en 4 a 6 flagelos que potencian su

movilidad, la produccién de ureasa, la secrecion de fosfolipasa, la produccion de

citotoxina y su habilidad de adherencia a las células blanco (Boyanova, ef al., 2011;

Umamaheshwari y Jain, 2004), Figura 2.

Movilidad de la bacteria y Adherencia a las
atraccion hacia la mucosa células del estbmago
gastrica Causa inflamacion

Neutraliza el acido gdstrico
Lesiona la mucosa gdstrica
(produccion de amoniaco)

Unién a la célula
gastrica

w H T

Toxi darte Ao Sistema de secrecion tipo IV

oxina vacUGIEINE e Inyecta efectores en célula gdstrica

Lesion de las células gdstricas s
: 2
* . » :
—# * 4 w— ¢
2 ['+]
Q-
@
Mucinasa, pfoteasa, lipasa Induce cambios en las a

Lesion en la mucosa gastrica células estomacales y las

deteriora

Figura 2. Factores de virulencia de Helicobacter pylori
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Boyanova, et al., 2011

Estos factores de virulencia permiten su movilidad a través de la mucosa gastrica y la
colonizacion de la superficie situada entre las células epiteliales y la capa de mucosa

(Umamaheshwari y Jain, 2004; Jang, et al., 1999), Figura 3.

» Gastric Epithelial
- ponri mucin cells
gel

Figura 3. Helicobacter pylori atravesando la mucosa géstrica
sepeap.org/helicobacter-pylori-tratar-o-no-tratar/

Las células que recubren el epitelio géstrico se encuentran protegidas por una capa de
moco que logra un espesor aproximado de 300um, esta barrera evita que
microorganismos logren llegar a las células que recubren el epitelio y poder colonizarlo
(Veleceda, X., & Buela-Salazar, L. M. 2020), H. pylori requiere penetrar la capa
mucosa, para ello la movilidad dada por sus flagelos cumplen un papel fundamental.
Ademéds, la motilidad bacteriana acciona de manera quimiotactica a diferentes
moléculas presentes en la capa mucosay en el epitelio gastrico, tales como urea, cloruro

de sodio, bicarbonato de sodio y otros aminodcidos (Gu, H. 2017).
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3.1.4 H. pylori y prevalencia
En México, el promedio nacional de prevalencia de anticuerpos contra H. pylori en la

poblacion general es del 66% (Alvarado C., 2013). Asimismo, la mortalidad por cancer
gastrico ha aumentado de 4.5 a 6.5 por cada 100,000 habitantes en un lapso aproximado
de diez anos, comparando datos de 1980 con cifras mas recientes (Ladron de Guevara,

L.,2019)

Prevalence
Not known
<20%
20-34.9%

M 35-54.9%

W 55-69.9%

W >70%

Created with mapchart.'net ©

Figura 4. Mapa de prevalencia mundial de H. pylori a nivel mundial, destacando la
prevalencia entre 35 a 54% en México segun los mas recientes reportes. (M. Zamani et

al., 2018)

3.1.5 H. pylori y enfermedad

Condiciones como gastritis atrofica, dispepsia, ulcera péptica, y adenocarcinoma
gastrico, son usualmente asociadas con una infeccion de H. pylori (Covacci, et al.,
1999). De hecho, H. pylori ha sido designada como carcindgeno de clase I por la
OMS, y su erradicacion ha sido reportada como beneficiosa en la prevencion de
desordenes gastricos, especialmente, tlceras y cancer (IARC working group on the

evaluation of carcinogenic risks to humans, 1994), Figura 4.
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Helicobacter pylori

infection

muscolaris

mucosae GOSfriC U |Cer

inflammation

Figura 4. Desarrollo de la infeccion por Helicobacter pylori.

Cervantes-Garcia, E. (2016)

En muchos casos, los sujetos infectados nunca llegan a desarrollar ningtn tipo de
sintoma. Se estima que mas del 70% de las infecciones son asintomaticas. En ausencia
de un tratamiento basado en antibidticos, una infeccion por H. pylori persiste

aparentemente durante toda la vida.

3.1.6 Tratamiento contra H. pylori
Hay diversos esquemas para el tratamiento de una infeccion causada por H. pylori. Sin

embargo, un tratamiento Optimo ain no ha sido definido, y no existe un tratamiento
con un so6lo antibidtico que pueda erradicarla. Histdricamente, una combinacion de
varios antibioticos ha sido usada para la erradicacion de la infeccion. Estos incluyen
claritromicina, amoxicilina, metronidazol, tetraciclina, fluoroquinolones, tinidazol,
entre otros. Estos antibidticos, generalmente se usan en combinaciéon 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 erradicacion y tolerabilidad (Garza Gonzélez, et al., 2014).
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Ceftriaxona

Es un antibidtico bactericida, de accidon 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 betalactdmico es
parte de la estructura de las cefalosporinas, por lo tanto, la ceftriaxona es un antibiético
betalactamico. El modo de accion de estos antibioticos es la inhibicion de la sintesis de
la pared celular de las bacterias, especificamente por union a unas proteinas bacterianas
llamadas “proteinas ligandos de la penicilina (PBS)”. Este antibidtico se usa con
frecuencia en combinacién con antibidticos macrélidos y/o aminoglucdsidos para el
tratamiento de neumonia comunitaria y nosocomial. Es también el primer tratamiento

de la meningitis bacteriana (Goodman y Gilman, 2006).

3.2 Material vegetal

Las plantas son una fuente potencial de agentes antimicrobianos usadas en diversos
paises (Alviano y Alviano, 2009). Alrededor del 60 al 90% de la poblacion en paises
en vias de desarrollo utilizan la medicina de origen vegetal. Tradicionalmente, los
extractos vegetales crudos se utilizan como medicina herbal para el tratamiento de

enfermedades infecciosas humanas (Alviano y Alviano, 2009; Zhang, ef al., 2006).

Las plantas son ricas en una gran variedad de fitoquimicos, tales como taninos,
alcaloides, terpenoides y flavonoides, entre otros, que se han aislado y caracterizado, y
se ha comprobado que tienen propiedades antimicrobianas (Dorman y Deans, 2000;

Talib y Mahasneh, 2010).

Aunque el mecanismo de accion y la eficacia de estos extractos crudos vegetales, aun
no se ha validado completamente de manera cientifica, se sabe que sus componentes
activos son los responsables de mediar respuestas importantes del hospedero (Cruz, et

al., 2007; Ruberto, et al., 2000).
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La prevalencia a nivel mundial, de este tipo de enfermedades infecciosas, causadas
principalmente por bacterias, es un gran problema de salud publica (Zhang, et al., 2006;
Paterson, 2008). Aunado al reciente surgimiento de la resistencia a antibidticos
(Egleston, et al., 2010) y problemas de toxicidad relacionados, se limita el uso de
antibioticos, provocando el resurgimiento en la investigacion de la funcién
antimicrobiana de las plantas contra cepas de bacterias resistentes (Alviano y Alviano,

2009).

3.2.1 Stenocereus marginatus

S. marginatus (Figura 5) es una cactacea, columnar, con tronco solitario, en ocasiones
ramificado, costillas de 4 a 7, elevadas, anchas, con areolas confluentes, espinas
centrales 1 a 3, amarillentas a gris, de 10 a 15 mm de longitud, espinas radiales de 5 a
9, de 2 a 4 mm de longitud, amarillentas a gris, flores rojizas, de 3 a 4 cm de longitud

(Guillot, 2009).

Figura 5. Stenocereus marginatus (imagen propia)

La descripcion taxondmica de S. marginatus, de acuerdo con Britton y Rose (1909), es

la siguiente:
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Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Familia Cactaceae
Subfamilia Cactoideae
Género Lophocereus
Especie L. marginatus

En México, se le conoce como cactus, 6rgano, chilayo, pitayo y orégano de zopilote.
El nombre del género proviene del griego stends, que significa delgado, debido a que

los tallos y los articulos son mas delgados que en el resto de las plantas de tipo cereus.

Esta planta ramifica practicamente desde la base; posee entre a y 6 costillas, aunque
ocasionalmente se dan 7. Sus areolas son proximas entre si, y estdn cubiertas por un
fieltro de color marrén o grisaceo. Las espinas son escasas, cortas y caducas, sin
embargo, en un comienzo son oscuras y rigidas. Produce flores de color blanco, que
aparecen lateralmente. Presenta multiplicacion por esqueje, es decir, si un tallo se
injerta en otro o se introduce en la tierra, puede reproducirse o multiplicarse. Requiere

forzosamente de condiciones de luz natural y calor.

A esta planta se le han asignado algunos usos medicinales. En el estado de Morelos, se
usa para aliviar el dolor de oido, con este proposito se toma una rodaja de la planta, se
asa al rescaldo del “tecuil” y se pone un pedacito de ésta en el oido. En Guanajuato se
emplea, a manera de té, el cocimiento de su parte aérea, como antirrabico, ademas de
ser comun su uso para lavar el cabello con la maceracion de la parte aérea. En Puebla,
lo utilizan para pintar el cabello. En Guerrero, se usa para remediar la insolacion de los

animales.
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Ademas, por su morfologia se utilizan como “cercas vivas” alrededor de terrenos y
corrales. Los segmentos de tallo pueden servir de esquejes que producen brotes
multiples si se colocan de manera horizontal en el suelo. De esta manera, saldran brotes
nuevos, verticales, a partir de las areolas localizadas hacia arriba, y las raices se
desarrollaran a partir de las areolas del tallo en contacto con el suelo. Se ha
comprobado, que la propagacion de esta manera asegura un crecimiento mucho mas

rapido que las plantas obtenidas a partir de semillas.

3.2.2 Pimpinella anisum

Es una de las mas antiguas plantas utilizadas en la industria alimentaria, perfumeria y
medicina como estimulante digestivo, antiparasitaria y antifungica (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 antibidticos 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).
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Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Familia Apiaceae
Subfamilia Apioideae
Género Pimpinella
Especie P. anisum

3.2.3 Prosopis laevigata
Numerosas especies del género Prosopis spp., se encuentran distribuidas y adaptadas

a climas aridos y semidaridos, P. laevigata (Humb. et Bonpl. ex Willd) M. C. Johnston
es el mezquite tipico del centro y sur de México (Rzedowski 1988). Es un arbol que
puede medir hasta 13 m de altura y con un diametro normal de hasta 80 cm, sus hojas
son pecioladas de con 1 a 3 pares de pinnas, cada una con 10 a 20 pares de foliolos
sésiles (Figura 6); sus flores son sésiles o casi sésiles y sus frutos son en vaina o

legumbre lineal (CONAFOR 2008).
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Figura 6. Aspecto general de Prosopis laevigata.

(imagen propia)

Al mezquite se le atribuyen diversas propiedades y sus usos medicinales en la
comunidad son utilizadas principalmente en ojos, piel y estomago: algunas partes de la
planta como es el balsamo de mezquite, obtenido de las hojas, se utiliza para combatir

la disenteria e infecciones en los 0jos; y la corteza es utilizada como vomitivo-purgante

(Ramirez et al. 2013).

Algunas investigaciones se han basado en el estudio de los extractos de diversas partes
del arbol P. laevigata y estudiar su capacidad antibacteriana, por ejemplo, se ha
demostrado que los extractos de las hojas y el tallo de P. laevigata en hexano, metanol
y acetona presentaron actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y actividad
antifungica contra C. albicans (Salinas et al. 2009). Otra propiedad atribuida a P.
laevigata es el efecto antihelmintico que posee el extracto n-hexanico de las hojas de

esta planta (De Jesus et al. 2009).

Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Familia Fabaceae
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Subfamilia Mimosoideae

Género Prosopis

Especie P. laevigata

3.2.4. Toxicidad sobre Artemia salina

Uno de los modelos bioldgicos mas utilizados en las etapas preliminares de la
investigacion fitoquimica, es el bioensayo de letalidad frente a Artemia salina (Figura
7), el procedimiento consiste en exponer compuestos activos y/o extractos de plantas a
nauplios de Artemia salina, para determinar valores de concentracion letal 50 (CLso),
expresada en g/ml (Martinez y Beltran, 1999). Sin embargo, los valores obtenidos de
CLso, no advierten una actividad bioldgica o fisioldgica en particular; son indicadores
de toxicidad a nivel celular que pueden orientar investigaciones mas especificas. La
toxicidad en vivo de un organismo animal puede usarse como método conveniente para
el seguimiento y fraccionamiento en la busqueda de nuevos productos naturales
bioactivos. Este organismo es facil de cultivar y manipular en laboratorio, es sensible
a una gran variedad de toxicos, y genera resultados confiables, en cuanto a alternativa
poco costosa, sencilla y rapida. Puede ser usada de manera rutinaria en la investigacion
fitoquimica y permite crear una base para adelantar posteriores estudios, que brinden

aplicaciones (Forero, 2002).

Este bioensayo es aplicable a compuestos con estructuras y modos de actividad
diversos, lo que le otorga la caracteristica de ser de amplio espectro, de ahi que sea
usado como método de andlisis para detectar residuos de pesticidas, micotoxinas,

anestésicos y compuestos de tipo morfinico entre otros (Gualdron y Lopez, 1994).
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Figura 7. Artemia salina

En este proyecto se han seleccionado para este proposito a P. laevigata, S. marginatus
vy P. anisum como posibles prospectos antimicrobianos. Todas estdn plantas han sido
poco estudiadas y con muy pocos reportes de actividad antimicrobiana, presentan
amplia distribucion en México y de facil propagacion. En este trabajo se obtendran los
diversos extractos etandlicos y evaluar su actividad anti-Helicobacter pylori,
caracterizar los grupos fitoquimicos, evaluar la actividad téxica y actividad citotoxica,
teniendo como control la droga comercial ceftriaxona; asi mismo, se realizara la
obtencion de la fraccion activa con actividad antibacteriana y finalmente se realizara

una caracterizacion parcial por espectroscopia acoplada a masas.

3.3 Nanotubos

La percepcion cientifica y clinica de los nanotubos de 6xido mixto (MON) y su
potencial uso, por ejemplo, en ciencias biomédicas, ain se encuentra en desarrollo. Sin
embargo, Sarraf et al. (2021) mencionan que, en quimica, un 6xido mixto es un 6xido
con cationes de un solo elemento en diferentes estados de oxidacion (Tipo I) o cationes
de mas de un elemento (Tipo II), y mezcla de diferentes 6xidos en lugar de un oxido
mixto M1-M2 (Tipo III). Este ultimo tipo de MON se produce frecuentemente

mediante anodizacion electroquimica, en la que es posible elaborar nanotubos con
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morfologias ajustables electroquimicamente. El mismo autor menciona que la
anodizacidon electroquimica es una técnica que provoca una capa de oxido anddico de
larga duracion y resistente a la corrosion sobre una superficie metalica que protege el

bulto de metal interno.

Estas estructuras han sido reportadas con propiedades importantes como
superconductividad, magnetismo, ferro electricidad, actividad catalitica y

conductividad i6nica.
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4. JUSTIFICACION

La infeccion con H. pylori representa un problema de salud piiblica mundial emergente,
anualmente ocurren alrededor de siete millones de casos de enfermedades gastricas
(Lopez Vidal y Ponce de Leon, 2006), por lo consecuente deriva a cientos de miles de
muertes derivadas de complicaciones con la infeccion. Actualmente el adenocarcinoma
gastrico es la décimo cuarta causa de muerte a nivel mundial (American Cancer
Society, 2019) y con el envejecimiento de la poblacion podria esperarse que para

futuras décadas produzca mas muertes de las actuales.

Desde 1994 la Agencia internacional para la Investigacion en Cancer (IARC)
determind a Helicobacter pylori como un carcinégeno tipo 1 en humanos, lo que le

confiere el potencial de un carcindégeno definitivo (Cho, J et al, 2021)

En la actualidad, la colonizacion del estomago por H. pylori se considera un factor de
riesgo para el desarrollo de Ulcera péptica, gastritis cronica, adenocarcinoma gastrico,
linfoma géstrico de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT), entre otras gastropatias.
Este microorganismo afecta a gran parte de la poblacion a nivel mundial en México se
estima que podria estar presente hasta en el 55% de la poblacion y a nivel mundial en
un 44.3% (Zamani et al., 2018), diversos autores destacan la importancia de esta
bacteria como un patogeno significativo, a pesar de que en ocasiones pueda
considerarse un organismo comensal, su capacidad para causar enfermedades géstricas
graves lo clasifica como un patdégeno (Gu, H. 2017), debido a la alta prevalencia del
microorganismo a nivel global, podria ser uno de los patdgenos mas exitosos de los

que tenemos conocimiento.

Debido a la resistencia a la antibioticoterapia tradicional para H. pylori, esto se
convierte en un verdadero problema prioritario de salud publica, por lo cual la OMS
insta a la busqueda 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
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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
seleccionaron las especies vegetales de S. marginatus, P. anisum y P. laevigata con el
proposito de obtener extractos y evaluar su actividad anti-Helicobacter pylori y
posteriormente elaborar nanotubos funcionalizados con el mejor extracto que haya

presentado mayor inhibicidn sobre H. pylori y menor citotoxicidad.

5. HIPOTESIS

Los metabolitos secundarios de Proposis laevigata, Stenocereus marginatus y
Pimpinella anisum presentan actividad biologica sobre Helicobacter pylori (ATCC:

43504).

6. OBJETIVO

Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto etanodlico de Proposis laevigata,

Stenocereus marginatus y Pimpinella anisum sobre Helicobacter pylori.

Caracterizar y funcionalizar los nanoestructurados de TiO> con los extractos de mayor

actividad anti Helicobacter pylori.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES
Determinar cinética de crecimiento de H. pylori.

e Recolectar el material vegetal.

e Realizar las pruebas de identificacion de grupos funcionales en los extractos etandlicos.
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e Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos etanolicos de Proposis laevigata,

Looa

Stenocereus marginatus y Pimpinella anisum sobre H. pylori sobre H. pylori (ATCC:
43504).

Determinar la activad toxica de los extractos etandlicos P. laevigata, S. marginatus y

P. anisum.

Desarrollar y caracterizar de nanotubos de TiOx.
Evaluar liberacion del extracto de la especie seleccionada con los nanotubos de TiO»

funcionalizados.

Evaluar la actividad antimicrobiana de nanotubos funcionalizados con la especie
seleccionada y evaluar la actividad anti H. pylori por la metodologia de Kirby-bauer

(ATCC: 43504).

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material biologico
Muestra vegetal de Stenocereus marginatus

Muestra vegetal de Proposis laevigata
Muestra vegetal de Pimpinella anisum
Cepa de Helicobacter pylori (ATCC: 43504)

Artemia salina

7.1 Helicobacter pylori

La cepa de H. pylori (ATCC 43504) se obtendra del cepario del Laboratorio de
Biologia Celular del Departamento de Biologia Celular y Genética; conservada y

mantenida en refrigeracion. Para su empleo se requerird su activacion en el medio

Brucella Broth incubado por 24 h a 37 © C, repitiendo el procedimiento por 3 dias.
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7.2. 8. marginatus, P. laevigata y P. anisum

7.2.1 Procesamiento del material vegetal

Las muestras vegetales se procesaran en el Laboratorio de Biologia Celular del
Departamento de Biologia Celular y Genética de la Facultad de Ciencias Biologicas de

la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Para el procesamiento del material vegetal se procedera a un lavado el cual consistira
en enjuagar el material con agua corriente, hasta eliminar cualquier residuo ajeno a la
materia vegetal. Posteriormente se extenderd el material y se dejard secar a temperatura

ambiente, una vez seco se triturara empleando un mortero de mano.

La obtencion de extractos etanolicos a partir de la materia vegetal se obtendra
agregando 350mL de alcohol etilico junto con la materia triturada, se mantendra en
matraces en agitacion durante siete dias a temperatura ambiente, después de siete dias
el filtrado se deja evaporar hasta secar a temperatura ambiente, se obtendra el extracto

mediante raspado de residuos y se almacenara en frascos de vidrio hasta su uso.

7.3 Activacion y mantenimiento de bacterias

La cepa de H. pylori (ATCC: 43504) se mantiene en el cepario del laboratorio de
Biologia Celular en refrigeracion hasta su uso, la cepa se retirara del refrigerador y se
activa en medio Brucella Broth por 18 h a 37°C, este proceso se repetira durante 3 dias

hasta obtener el crecimiento tipico del microorganismo.

7.2.1 Caldo MPT

Se formulara el medio MPT (Barrén et al 2006) pesando los siguientes componentes:
Extracto de levadura 2.5 g, NaCl 0.50 g, L-cisteina 0.5g, acido ascorbico 0.05 g,
KoHPO4 0.25g, KH2PO4 0.15g, citrato férrico de amonio 0.000142g y D-glucosa
anhidra 5.00g; se mezclan todos los componentes, y se afora a 250 mL con agua
purificada, se ajusta el pH a 7.00 con NaOH 12N, se coloca en alicuotas de 5 mL en

tubos para cultivo de 13 x 100 mm con tapon de rosca, el medio se esteriliza en
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autoclave por 15 min a 121°C, se deja temperar y enseguida se almacena a 4°C hasta
su empleo. Se ajusta el pH a 7.00 con NaOH 12N. El medio se deja hervir por unos
segundos, se coloca en alicuotas de 9 mL en tubos para cultivo de 13 x 100 mm con
tapon de rosca y se esteriliza en autoclave por 15 min a 15 Lb de presion y 121°C. El
medio se deja enfriar en los tubos a temperatura ambiente y enseguida se almacenan a

4°C hasta su empleo.

7.3 Cinética de crecimiento

A 9 tubos con caldo de cultivo con un volumen de 9 mL y un inoculo de 1 mL de
bacterias, se incubaran a 37°C, se determina la absorbancia a 635 nm de cada uno de

los tubos en un espectrofotometro durante 12 h

7.3.1 Preparacion de soluciones a base de extractos

Para realizar la solucion madre de los extractos etandlicos de S. marginatus, P.
laevigata y P. anisum; se disolvierdn en DMSO y se realizaran céalculos para la

aplicacion de las diferentes dosis.

7.3.2 Pruebas fitoquimicas

Al extracto etanolico de cada especie vegetal se les realizara un analisis fitoquimico, de acuerdo
con Dominguez X, 1973., con la finalidad de identificar sus componentes quimicos. Cada

prueba se describe a continuacion:

a) Insaturaciones

Prueba del KMnO4: Se disolvio 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua, acetona o

metanol y se anade, gota a gota, una solucion de KMnOy al 2% en agua. La prueba es
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positiva si se observa decoloracion o formacion de precipitado café en menos de 1

minuto, resultado de la formacion de didxido de manganeso.

b) Grupo carbonilo

Prueba de la 2.4-Dinitrofenilhidracina: De 1 a 10 mg, de la muestra se disuelven en
etanol, se le afiade una solucion saturada de 2-4- dinitrofenilhidracina en HCI 6N; la

formacion de un precipitado amarillo o naranja, indica la presencia del grupo carbonilo.

¢) Oxhidrilos fenodlicos (taninos vegetales)

Prueba del FeCls: Se disuelven 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua o etanol y
después se anaden unas gotas de cloruro de fierro al 12.5% en agua. La aparicion de un

precipitado rojo, azul-violeta o verde, es considerada positivo.

d) Esteroles y triterpenos

Prueba de Liebermann-Burchard: Se mezcla 1 ml de anhidrido acético y uno de

cloroformo, se enfriaran a 0° y se les afiade una gota de 4cido sulfurico. Se afiade, gota
a gota, este reactivo a la muestra, o su solucidon cloroférmica. Si hay formacién de
colores azul, verde, rojo, anaranjado, etc., los que cambian con el tiempo, la prueba
sera positiva. El orden y tiempo de aparicion (0, 1, 5, 20, 60 minutos) tiene cierto valor
diagnostico; asi, una coloracién amarilla después de 15 minutos parece corresponder a
C-14-metilo y una variacion —7 insaturacion. La prueba es positiva con esteroles que
contienen 2 enlaces dobles conjugados, que los pueden formar por una o dos

deshidrataciones con isomerizacion.

Prueba de Salkowski: Similar a la de Liebermann-Burchard, la muestra (1-2 mg) en

contacto con 1.0 ml de 4cido sulfurico, se desarrollan colores amarillo o rojo para

esteroles y metilesteroles.

e) Carbohidratos
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Prueba de Molish: A 1-2 mg. de la muestra se le agrega, gota a gota, el reactivo de

Molish (alfa-naftol al 1% en etanol), luego 1 mL de 4cido sulfurico por las paredes. La

prueba es positiva cuando se forma un anillo coloreado en la interfase de color purpura.

Prueba de las cumarinas: Se disuelve 1-2 mg de muestra en NaOH al 10%; si aparece

una coloracién amarilla que desaparece al acidular es positiva.

Prueba Lactonas: Se disuelven de 1-2 mg de muestra en solucion alcohdlica de NaOH

al 10%. Un color amarillo o anaranjado que se pierde o desaparece al agregar unas

gotas de HCl indica la presencia de un anillo lactdnico.

f) Sesquiterpenlactonas

Prueba de Baljet: A 2-3 mg, del compuesto se le agregan 3-4 gotas de la solucion

mezcla, siendo positiva si se torna de color naranja a roja oscura. La solucion mezcla
1:1 consiste en una soluciéon A que contiene: acido picrico al 1% en etanol y una B:

NaOH al 10%.

g) Flavonoides

Prueba del H,SO4: Una pequeiia cantidad de muestra se disuelve en H2SO4 y se observa

coloracion amarilla para flavonoles; naranja-guinda, para flavonas; rojo-azuloso, para

chalconas y rojo-purpura, para quinonas.

h) Alcaloides

Prueba de Dragendorff: Modificaciéon de Munier y Machelobuf. Se haran 2 soluciones.

Para preparar la solucion A, se disuelven en 0.85 g de nitrato de bismuto, en una mezcla
de 10 mL de 4cido acético glacial y 40 mL de agua. Para la solucion B, se disuelven 8

g de yoduro de potasio en 20 mL de agua.
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El reactivo se prepara mezclando 5 mL de la solucion A, 4 mL de la solucion B 'y 100
mL de agua. El reactivo es estable por un afio y la prueba es positiva para alcaloides al

dar la placa coloracion rojo o naranjas persistentes por 24 horas.

1) Saponinas

Prueba del bicarbonato de sodio: La sal se prepara al 10% en agua. Se disuelven de 1-

2 mg de la muestra disuelta en agua o etanol y se le agregan de 2-3 gotas de acido
sulfurico concentrado. Se agita ligeramente, luego se agregan 2-3 gotas de la solucion
de bicarbonato de sodio. La aparicion de burbujas y su permanencia por mas de 1

minuto indican la presencia de saponinas.

Prueba de Salkowski para saponinas: Se disuelven de 1-2 mg de la muestra en 1 mL,
de cloroformo y se afiade ImL. de acido sulftrico. La prueba es positiva si hay

aparicion de color rojo.
j) Aromaticidad

Prueba del &cido sulfurrico-formaldehido: Se prepara una mezcla de 1 mL. de acido

sulfurico concentrado con una gota de formaldehido. Se agregan de 1 a 5 mg de la
muestra disuelta en disolvente no aromatico, se afiaden unas gotas de la mezcla anterior

y si aparece un color rojo-violeta, la prueba es positiva (Treviiio-Tamez, 2001).

7.3.3 Ensayo de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad en eritrocitos se realizaron por lo propuesto por Burboa
et al (2014), se extrajeron SmL de sangre en tubos con anticoagulante EDTA.
Posteriormente la sangre se centrifuga a 3000 g durante 5 min a 4 °C. El plasma
contenido en el sobrenadante fue desechado y el paquete de eritrocitos se lavo con 1mL
de solucion Alsever (glucosa al 2.5 %, citrato de sodio al 0.8 %, disuelto en agua
destilada estéril). Una vez lavados los eritrocitos se almacenaron en solucion Alsever

por periodos no mayores de 7 dias a 4 °C.
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Los eritrocitos mantenidos en la solucion de Alsever fueron centrifugados a 3000 g
durante 5 min a 4 °C. El plasma del sobrenadante se desecha y el paquete de eritrocitos

se lavaron con ImL de solucion Alsever; el procedimiento se repete dos veces.

Se tomaron 100uL del pellet de eritrocitos y se diluyen en10mL de solucién Alsever,
150uL de esta suspension se diluyeron con diferentes concentraciones de solucioén
Alsever y extractos etanolicos de S. marginatus, P. laevigata y P. anisum para evaluar

la actividad hemolitica.

Todas las muestras fueron incubadas en bafio de agua regulado con agitacion constante
a 37+0.5 °C durante 30 minutos y centrifugadas a 3000 g durante 5 min/4 °C. La
concentracion de hemoglobina en el sobrenadante se cuantificoé por la lectura de la

absorbancia a 415 nm.
Los datos obtenidos en los ensayos se procesan con la siguiente formula:

Abs. Muestra — Abs.C

SoH =
Abs.C+ —Abs.C —

Donde:

%H = Porcentaje de hemolisis o actividad antioxidante.
Abs.Muestra = Absorbancia de la muestra a 415 nm.
Abs.C+ = Absorbancia del control positivo a 415 nm.
Abs.C- = Absorbancia del control negativo a 415 nm.

Los resultados se analizaran con el programa estadistico OpenStat bajo un disefio de

experimentos completamente al azar con tres repeticiones, se realizara un analisis de
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varianza y una prueba de comparacion multiple de medias con el método de Tukey, se

analizard cada extracto por separado, y con un nivel de significancia del 95 %.

7.3.4 Ensayo de toxicidad de los extractos etanolicos sobre Artemia salina

i

Imagen 8. Metodologia para eclosion de Artemia salina

Se incubaron los huevecillos de Artemia salina en agua de mar artificial, preparada de la

siguiente manera:

40 g de sal de mar

0.006 g de levadura de cerveza
se aford a un litro de agua bidestilada y se ajusto el pH a 7.8.

Preparada la solucion se incubaron 0.1 g de huevecillos de 4. salina en el agua de mar artificial,
colocados en un recipiente de plastico dividido por una pared intermedia con un espacio en la
parte baja de 2 mm; se mantuvieron en condiciones de oscuridad y oxigenacion. Uno de los
compartimentos se mantuvo bajo luz con una lampara de 20 Watts, ya que al eclosionar los

nauplios son atraidos por la luz (Imagen 1)
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Imagen 9. Ensayo de toxicidad en placa de 96 pocillos

A las 24 horas, los nauplios fueron transferidos a otro recipiente y se mantuvieron en
condiciones de oxigenacion y temperatura de 22 a 29° C durante 24 horas. Posteriormente, en
una microplaca de 96 pozos, fueron adicionados 100 pl de la suspension de nauplios por pozo
(aproximadamente 10 nauplios) mas 100 pl de las diluciones de los extractos vegetales a

probar. Las concentraciones a evaluar estuvieron en un rango de 10 a 1000 pg/ml (Imagen 2)

Como control positivo se utilizard Dicromato de Potasio a una concentracion de 400 ppm,
ademas de DMSO a las mismas dosis en que se manejaran en el bioensayo. Como control

negativo se usard agua de mar.

A las 24 horas después de haber aplicado los extractos vegetales, se realizara el conteo de

nauplios vivos por dosis, esto con ayuda de un microscopio estereoscopico.

7.4 Bioensayos

7.4.1 Evaluacion de la actividad bioldgica de los extractos etanolicos de S.
marginatus, P. laevigata y P. anisum sobre el crecimiento de H. pylori
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a) Método turbimétrico: Para realizar el bioensayo de los diferentes extractos etanolicos

de S. marginatus, P. laevigata y P. anisum (en tubos de 13X100), se les adicionara las
distintas concentraciones de los extractos de la planta a evaluar, cada tubo se inoculara

con ImL de H. pylori, y se leerd cada tubo en 24 h en un espectrofotdmetro a 635nm.

b) Bioensayo de diluciones y Técnica de RBP: a los tubos de 13x100 que se les realizara

el método turbimétrico se les realizara diferentes diluciones a cada uno de los diferentes
extractos etanolicos S. marginatus, P. laevigata y P. anisum a las diferentes
concentraciones de las dosis (0.1, 1, 7 y 10 mg/mL); para realizar las diluciones se
utilizara tubos de 13x100 con 9mL de solucidn salina al 0.85% y se les agregara 1mL
de la de la mezcla de bacterias y los diferentes extractos de S. marginatus, P. laevigata
v P. anisum con las diferentes dosis; ya realizadas las diluciones se realizaré la técnica
de vertido en placa, en cajas de Petri se les agrega ImL de las diluciones de los
diferentes extractos etanolicos, posteriormente a las cajas Petri se les vierte 15mL de
agar MPT en condiciones estériles, se homogeniza en forma de 8 por ocho repeticiones
y se deja solidificar el agar a temperatura ambiente, ya solidificado el agar se colocan
en la incubadora a 37°C por 24 h, posteriormente se realiza el conteo de las colonias y

se realiza un promedio de cada muestreo.

7.5 Determinacion de la Concentracion letal media (CL50)

De los extractos etanolicos que se obtengan a partir de S. marginatus, P. anisum 'y P.
laevigata, se evaluaran mediante la técnica de recuento bacteriano en placa (RBP)
cinco concentraciones (0.01, 0.1, 1, 7 y 10 mg/mL) sobre el cultivo de H. pylori
(ATCC:43504). Los valores obtenidos seran sometidos a una base de datos para
realizar el andlisis de datos por el método PROBIT (mediante el programa SPSS
version 17) para cada réplica mediante el analisis estadistico de regresion lineal
empleando el programa Microsoft Excel 2017 y obtener directamente el valor
calculado de la concentracion letal media (CLso) correspondiente a la concentracion

requerida para reducir a un 50% el crecimiento de H. pylori (ATCC:43504).
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7.6 Analisis Estadistico

Los datos para determinar las concentraciones letales (CLso) en los ensayos de
toxicidad, y los bioensayos de determinacion de actividad bioldgica sobre el
crecimiento de H. pylori se analizaran mediante el analisis PROBIT. Se utilizard un
disefio experimental estadistico completamente al azar en donde los datos de
cuantificacion se someteran a un Analisis 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 obtener la diferencia significativa entre
métodos los datos se someteran a una prueba de comparacion multiple de medias de

Dunnet.

7.6.1 Diseno experimental

Para evaluar la actividad bioldgica de los extractos etandlicos de las especies vegetales
a estudiar sobre el crecimiento de H. pylori se utilizara un disefio factorial de
3*3*4*1*1 con tres repeticiones independientes por triplicado, asi: se evaluara la
actividad bioldgica del extracto etandlico de tres especies vegetales, evaluando cuatro
dosis de cada extracto etanolico a partir de cada espécimen vegetal, serd evaluada la
actividad biologica sobre los cultivos bacterianos. Los datos se analizaran mediante
analisis de varianza (ANOVA) para tres factores. Las diferencias entre los pares de
medias de las variables que mostraron diferencias significativas se analizaran mediante
la prueba de diferencia significativa de Tukey. El disefio se analizara con un nivel de

confianza del 95%.

De acuerdo con el extracto que presente mayor actividad inhibitoria sobre H. pylori 'y
menor citotoxicidad y toxicidad, se empleara para el desarrollo de nanotubos
funcionalizados con dicho extracto etanolico, para lo cual se desarrollard la siguiente

metodologia (Sarraf et al, 2020).
pag. 42



7.8. Nanotubos

Diagrama general de sintesis de nanotubos de TiO2 y posterior funcionalizacion

Etapa de pulido / desbaste Etapa de limpieza
Corte de - -
placa de Utilizar lija de carbure de Sumergir placas en mezcla de l.n]ung:: exceso de acido con
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Figura 10. Esquema de sintesis de nanoestructurados.

a) Desarrollo de nanotubos

Se emplea titanio en forma de pequefias placas

-Tratamiento térmico: Primeramente, las aleaciones se deben limpiar para evitar

contaminantes, se realiza un proceso de decapado utilizando una mezcla de agua (H20),
acido nitrico (HNO3) y acido fluorhidrico (HF) en relacion 5:4:1 durante 10 segundos.

Posteriormente, debe enjuagarse cualquier resto de acido que haya quedado en agua.

-Etapa de pulido o desabasto: Se emplean lijas de carburo de silicio segtn el grano

que se necesite. La superficie de la placa debe quedar lisa y limpia totalmente, sin

rastros de ninglin material.

-Anodizado: Para realizar la técnica de anodizado se emplea una celda electroquimica
de dos electrodos, en la que el anodo es la aleacion donde se pretende crecer la capa de
oxido y el catodo es una placa de platino, un material quimicamente inerte en el bafio
de anodizado. Ambos electrodos se conectan a un circuito 28 eléctrico externo para
establecer una diferencia de voltaje entre ellos mediante un alambre de cobre de 100

mm con una distancia de separacion de 10mm.

pag. 43



Bateria

oxidacion

Figurall. Esquema de una celda electroquimica de dos electrodos empleada para la técnica de

anodizacion

La estructura, composicion y espesor del proceso de anodizacion varian en funcion de
los diferentes parametros del proceso mismo, para este proyecto se empled una serie
de parametros estandarizados con solucion de (NH4)2SO4 a una concentracion de 1M
y NH4F a una concentracion de 0.25 M con un voltaje de 30V durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

El analisis morfologico de las aleaciones anodizadas se realizd con un microscopio
electrénico de barrido marca FEI modelo Nova NanoSEM™ 200, el cual se encuentra

en el laboratorio de nanomateriales de la facultad de ingenieria mecanico-eléctrica,

FIME, de la UANL.
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Figura 12. Microscopio electronico de barrido marca FEI modelo Nova NanoSEM™ 200.

b) Prueba de liberacion de extracto

Para la carga y medicion se emplea extracto de P. laevigata a determinada
concentracion. Primeramente, las aleaciones se limpian con agua desionizada y se
dejan secar a temperatura ambiente. A continuacion, se pipetean 500uL del extracto
sobre la superficie de los anodizados y se deja secar al aire a temperatura ambiente,
eliminando el exceso de extracto con un pafio. Este proceso debe repetirse 20 veces
con el objetivo de cagar una cantidad sustancial de extracto sobre la matriz
nanoestructurada de las aleaciones. Posteriormente, las aleaciones cargadas con el
extracto son sumergidas en 1.5mL de PBS. Tras ello, se toman 5SuL de esta solucion y
se procede a medir la liberacidon de extracto, empleando un espectrofotometro UV-Vis
Nanodrop de la marca Thermo Scientific modelo 2000 a 296nm. El proceso de
liberacion debe medirse desde los primeros 5 minutos hasta 24 horas, empleando PBS

como blanco.
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8. RESULTADOS

8.1. Materia vegetal

8.1.1 Determinacion de grupos funcionales en los extractos etandlicos de S.
marginatus, P. laevigata y P. anisum.

Se realizaron las extracciones etandlicos de S. marginatus, P. laevigata y P. anisum respectiva
y posteriormente se realizaron pruebas fitoquimicas para identificar grupos funcionales
presentas en cada muestra (Tabla 1).

Andlisis del perfil fitoquimico.
Grupos funcionales Pruebaempleada P.laevigata S. marginatus P. anisum
Insaturaciones KMnO, + * +
Carbonilo 2,4-Dinitrofenilhidracina + + -
Oxddrilos fenolicos FeCl; + * +
Liebermann-Buchard + + +
Esteroles y triterpenos
Salkowski - * -
Molish + * +
Carbohidratos Cumarinas + - +
Lactonas - * -
Sesquiterpenlactonas Baljet + + +
H,S0, - * +
Flavonoides Shinoda + * +
Leucoantocianinas + - -
Alcaloides Dragendorff + * +
Agitacion - - -
NaHCO; + * +
Saponinas

Salkowski - * +
Acido sulfarico- - +

Aromaticidad -

formaldehido

Grupos funcionales detectados 11 13 12

Tabla 1: Analisis de perfil fitoquimico. Encontrando insaturaciones, carbonilos, oxidrilos fendlicos,
carbohidratos, flavonoides y saponinas, el extracto con mayor grupo funcionales fue S. marginatus,
seguido de P. anisum con 12 grupos funcionales y P. laevigata con 11.

8.2 Helicobacter pylori
8.2.1 Morfologia macroscopica

La cepa ATCC43504 de H. pylori se procedio a realizar la activacion y la resiembra en
caldo Brucella para su mantenimiento y agar Brucella para los bioensayos posteriores.
En caldo Brucella a 37° C durante 12 h produjo biofilm en la parte superior del tubo
que contenia el medio (Figura 8A), al sembrarse en medio solido produjo colonias
grandes, mucosas y con forma de gota (Figura §B).
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Biofilm

Figura 13. Aspecto macroscépico de H. pylori. A) Se observa produccion de biofilm producido por la
bacteria en caldo Brucella después de 12h de incubacion. B) Se observa colonias tipicas para H. pylori
en agar Brucella. Presentan un punto central y crecimiento de gota colgante

8.2.2 Cinética de crecimiento

En la figura 14 se muestra la cinética de crecimiento de H. pylori; durante la primera hora de
incubacion se observa un cambio nulo, correspondiente a una fase de adaptacion, y
posteriormente se aprecia una fase exponencial, la cual contintia hasta las 8 horas de
incubacion. El crecimiento de la bacteria se monitore6 durante 14 horas. Cada punto graficado
corresponde al promedio de 6 eventos independientes por triplicado. Obteniendo en su hora 6
de la fase logaritmica como la mas recomendable para utilizarla en el proceso.
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Cinética de crecimiento
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Figura 14. Cinética de crecimiento de H. pylori. Se muestra primeramente una fase de adaptacion
celular(0-2h), seguida de una fase exponencial(2-10h), la cual da inicio en la hora 2 y empieza a decrecer
aproximadamente a la hora 10. A continuacion se aprecia una fase estacionaria hasta terminar dicha
cinética.

8.3 Actividad bioldgica de los extractos etandlicos de S. marginatus, P. laevigata'y P.
anisum sobre H. pylori.

Se evaluaron 3 extractos etanolicos a concentraciones de 200 mg/mL, mediante la
técnica de turbidimetria y recuento bacteriano en placa, de acuerdo con los resultados
de la tabla 2 el extracto etanolico de Prosopis laevigata y S. marginatus tuvieron
mayor porcentaje de inhibicion.
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Tratamientos Absorbancia H. pylori

(635 nm) Viabilidad Inhibicién

(%) (%)
Control 0.393 100 0
P1EE 0.274 49.12 50.88
Sm EE 0.261 43.44 56.56
Pa EE 0.361 86.41 13.59
Ceftriaxona 0.160 0 100

Tabla 2. Determinacion de actividad anti H. pylori. Se muestran los diferentes tratamientos: Control,
extracto etandlico de P. laevigata (Pl EE), extracto etandlico de P. marginatus (Pm EE), extracto
etanolico de P. anisum (Pa EE) y Ceftriaxona.

Turbidimetria

0.450
0.400 1

0.350 1
0.300
0.250 I
0.200
0.150 I
0.100
0.050
0.000

Absorbancia a 635 nm

Control PI EE Sm EE Pa EE Ceftriaxona

Tratamientos

Figura 15. Absorbancia de H. pylori en presencia de diferentes tratamientos. Se observa la
absorbancia que presento la cepa en los tratamientos de extractos etanolicos.

En la figura 15 se observa que los tratamientos de extractos etandlicos de Prosopis
laevigata y Stenocereus marginatus presentan una alta actividad contra H. pylori, por
lo que se procedio a realizar el recuento em placa de los tratamientos.

Al realizar el conteo en placa se pudieron hacer los calculos para obtener los diferentes
parametros de inhibicion de cada tratamiento (Grafica 4), teniendo mejores resultados
el extracto etandlico de P. laevigata (97.3%), S. marginatus (91.2%) y P. anisum
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(88.1%) respectivamente, a su vez el firmaco ceftriaxona fungié como control
negativo, inhibiendo en su totalidad a la cepa de H. pylori.

Recuento en placa 1x10°

1400
1198

1200

1000

800

600

UFC/mL

400

200 105 143.0

, = = 1 0

Control PI EE Sm EE Pa EE Ceftriaxona
Titulo del eje

Figura 16. Resultados de recuento en placa de dilucion 1x10-5. Se observan los pardmetros de
Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL) de cada tratamiento en una dilucion de 1x10
5, donde el control dio una cuenta de 1,198 UFC/mL, se muestra el control negativo (Ceftriaxona) con

inhibicion total de la cepa y posteriormente los diferentes tratamientos con diferentes actividades sobre
H. pylori.

Inhibicion (%)
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Control PI EE Sm EE Pa EE Ceftriaxona
Tratamientos

Figura 17. Resultados de inhibicion de la dilucién 1x10-5.
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8.4 Caracterizacion morfoldgica de nanotubos de T1O:

Una vez obtenidos los ensayos con fitoextractos, se realiza la sintesis de nanotubos de
oxido de titanio (TiO2) para su posterior funcionalizacion se llevo a cabo con una
aleacion de titanio conocida como Ti-407. Para lo anterior, se sometieron placas de
lecm? de Ti407 a distintas fases: fase de decapado, desbaste, y fase de anodizado.

Posteriormente las placas fueron caracterizadas en microscopio electrénico de barrido
NOVA NanoSEM 200 FEI. Los parametros utilizados en las mediciones fueron los
siguientes: HV (5kV, 10kV), Magnificaciones 30 000x, 60 000x y 120 000x (Figura
17).

Se realizo la caracterizacion morfoldgica de las nanoestructuras, la figura 2 representa
micrografias de SEM, vista superior (A, B) y en C y D se muestra la seccion transversal
de los nanoestructurados formados por el proceso de anodizacion electroquimico a 30
V, con un didmetro promedio 85 nm y longitud promedio 10.6 micras.

Ipm

Figura 17. Micrografia de placas de TiO2. A) y B) Vistas superiores. Imagenes SEM
de Ti-407 anodizado a 30V. C) Se observa la vista posterior de los nanotubos de TiO>
anodizados D) se observa la vista transversal de los nanotubos de TiO> anodizados a
30V
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Figura 18. Observacion al microscopio electrénico de barrido de placa de titanio anodizada. Se
observan dos poblaciones de nanotubos de TiO; de diferentes didmetros, 150 nm aproximadamente y
30-50 nm en promedio. Imagen a 500 nm

El titanio es considerado biocompatible en muchas aplicaciones médicas. Esto se
debe a varias caracteristicas y propiedades del titanio (Khan, S. 2015). Resistencia
a la corrosion, baja reactividad quimica, compatibilidad estructural ya que la
estructura cristalina del titanio es similar a la de muchos tejidos bioldgicos, lo que
facilita su integracion con los huesos y los tejidos circundantes en aplicaciones
como implantes ortopédicos y dentales, ligereza y resistencia (Tsuji, M., 2016).
Debido a estas propiedades, el titanio se utiliza ampliamente en implantes
ortopédicos, como protesis de cadera, placas y tornillos, asi como en implantes
dentales, debido a su capacidad para fusionarse con el hueso en un proceso llamado
osteointegracion

Para comprobar el funcionamiento de los nanotubos funcionalizados se
constrastaron con la metodologia tradicional de Kirby-bauer, se inocul6 por
extension H. pylori previamente cultivado en caldo y se procedié a colocar tanto
los discos con fitoextractos como las placas de nanotubos de TiO» funcionalizados,
despues de 36h se obtuvieron los resultados de la figura 19.
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Antibiogramas de extractos etandélicos

i Control P. laevigata S. marginatus P, anisum
Método (Ceftriaxona) 8

Tradicional

Nanotubos
cargados

Figura 19. Comparacion de métodos de Kirby-bauer. Se observan las mediciones de inhibicion de
los diferentes extractos etanolicos, asi como ambos métodos de antibiogramas desarrollados.

Los resultados muestran que el método homologo propuesto funciona de manera
similar al método estandarizado de antibiograma (Kirby-bauer), las placas con
nanotubos cargados en presencia de H. pylori muestran un area de inhibicion en el radio
de anodizados analizados, lo que infiere que las placas de TiO2 cargadas con los
diferentes tratamientos de fitoextractos se liberan y se difunden a través del medio de
cultivo, generando un gradiente de concentracion difuminado en el radio de las placas
anodizadas.

Para todas las muestras de fitoextractos y antibiotico que funcioné como control, el
rendimiento fue similar, teniendo un didmetro de 5 mm para P. laevigata, 5 mm para
S. marginatus y 2mm para P. anisum.
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9.CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos de Prosopis laevigata y Stenocereus marginatus mostraron
una actividad antimicrobiana significativa contra Helicobacter pylori. Estos hallazgos
resaltan el potencial de estos extractos como tratamientos alternativos en la lucha contra
las infecciones por H. pylori, especialmente en contextos donde la resistencia a los
antibidticos es un desafio.

No obstante, se requieren estudios adicionales, incluyendo ensayos in vivo, para
confirmar su eficacia y seguridad.

Se logro sintetizar nanoestructuras tubulares con aleacion de Ti-407, con el desarrollo
de una metodologia de anodizado mediante una solucion de electrolitos de NH4F (0.1
M) a voltaje constante 30V por 30 minutos.

Los antibiogramas mostraron que los extractos de P. laevigata y S. marginatus
inhibieron significativamente el crecimiento de H. pylori. Ademas, los nanotubos de
TiO2, como acarreadores de fitoextractos, demostraron ser mas efectivos que los
extractos libres, sugiriendo una alternativa prometedora a las terapias convencionales
(Heinrich, M., & Jager, A. K., 2015).

Continuar con estas investigaciones podria contribuir significativamente a la salud
publica al proporcionar nuevas alternativas para tratar cepas resistentes a los
antibioticos.
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