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II. Resumen

En México se cuenta con una gran variedad de recursos naturales, en donde
encontramos actualmente a las especies tradicionales subvaloradas vy
subutilizadas (ETSS), que son aquellas que cuentan con valor nutrimental
importante, pero cuyo cultivo y uso se ha reducido notablemente. En un
esfuerzo por rescatar estas especies, se ha buscado estudiarlas para generar

conocimiento acerca de sus propiedades.

Trabajos previos indican que especies utilizadas en la alimentacién tradicional
tienen propiedades antibioticas contra la bacteria Helicobacter pylori, agente
etioldgico de gastritis crénica, Ulcera y adenocarcinoma gastrico. En México la
prevalencia de infecciones gastricas asociadas a H. pylori es del 66%, por lo
cual es considerada un problema de salud nacional. Las terapias para erradicar
a la bacteria consisten principalmente en antibidticos, pero se han buscado
fuentes alternas que reemplacen con efectividad o complementen los

tratamientos.

La importancia de este trabajo radica en caracterizar la posible actividad de
algunas ETSS de nuestro pais contra la bacteria H. pylori, de tal manera que se
le puedan sumar propiedades que representen un beneficio en su consumo. Con
esto se busca promover la reinsercion de las ETSS en la dieta cotidiana de Ia

poblacién e incidir en el control de patologias como la gastritis.

En este trabajo se estudié la actividad contra H. pylori de extractos y alimentos
de tres especies de quelites: alache (Anoda cristata), chepil (Crotalaria
longirostrata) y chaya (Cnidoscolus chayamansa). Especificamente, se evalud la
actividad anti-H. pylori mediante la determinacion de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) de su crecimiento, por el método de dilucion en cultivo liquido
y la inhibicidon de la adherencia de la bacteria a células AGS mediante medicidn

fluorimétrica.

A partir de las muestras de quelites proporcionadas, se obtuvieron extractos
acuosos y de diclorometano-metanol. Los resultados muestran que los extractos
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con mejor actividad anti-H. pylori son los de diclorometano-metanol de chaya
(CMI=62.5 ug/ml). El mayor efecto inhibitorio de la adherencia de H. pylori a
células AGS lo presentaron en general los extractos de diclorometano-metanol

(40-50%), sin mostrar diferencias significativas entre ellos.

Se obtuvieron también mucilagos a partir de los extractos acuosos de alache y
chepil y se estudiaron de manera independiente. Los resultados obtenidos para
la prueba anti-H. pylori indicaron que los mucilagos no tienen actividad sobre el
crecimiento de la bacteria, pero si sobre la adherencia. El mucilago con la mayor
actividad antiadherente fue el de alache con un 28.13 * 2.54% de inhibicién de

la adherencia.

En el caso de los alimentos, se utilizaron: un guisado de alache, un tamal de
chepil y agua de chaya. Todos ellos fueron procesados para obtener una
muestra pulverizada. Ninguno de los alimentos mostré efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de la bacteria pero si presentaron efecto sobre la adherencia de H.
pylori a células AGS, donde el mejor fue el alimento de chepil (20% de

inhibicién).

De manera adicional, se estudiaron también dos flavonoides que se han
reportado para el alache: acacetina y diosmetina, con el fin de caracterizar su
actividad contra H. pylori. Los resultados mostraron que con una concentracion
de 3.9 ug/ml, la acacetina presentd un 86.70 + 5.05% maximo de inhibicion
del crecimiento de la bacteria, mientras que la diosmetina inhibié como maximo
un 91.94 *+ 2.16%. En el caso de la prueba de adherencia, la acacetina
presenta una mayor actividad anti-adherente respecto a la diosmetina, con un
40.56 = 3.16% de inhibicion de la adherencia a una concentracion final de
250 pg/ml.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir que las tres
especies estudiadas y sus alimentos tienen el potencial para ser revaloradas y
que al ser consumidos de manera tradicional en una dieta variada, ayuden a

incidir sobre el control de enfermedades ocasionadas por H. pylori.



III. Introduccion

El clima y geografia de México hacen posible que el pais cuente con una gran
diversidad en recursos alimenticios de origen vegetal (Arellano et al, 1984). Es
por ello que México se reconoce como uno de los puntos de domesticacion de

plantas mas importante del mundo.

La milpa o campo cultivado, ha sido parte fundamental de la historia alimentaria
del pais. Es ahi donde se conserva la biodiversidad agricola y se producen una
gran variedad de vegetales que se han mantenido en la dieta tradicional

mexicana desde antes de la conquista.

Una caracteristica general de la milpa, es su grado de diversidad de especies en
forma de policultivos (Altieri y Nicholls, 2010), esto promueve una dieta diversa
y la implantacion de la llamada “triada mesoamericana”, cultivo de maiz, frijol y
calabaza. Sin embargo, la milpa tradicional no se agota ahi, una amplia
variedad de especies encuentran lugar al interior de dicho sistema; se trata de
plantas comestibles o0 de uso medicinal que las poblaciones han usado desde
épocas prehispanicas y cuyo conocimiento forma parte de su vida cotidiana.
(Lazcarro, 2013; Linares y Bye, 2015).

3.1 Las Especies Tradicionales Subvaloradas y Subutilizadas (ETSS)

La mayoria de las plantas comestibles nativas de México actualmente son
subvaloradas, pues a pesar de ser productos frescos y con grandes aportes

nutrimentales, han caido en desuso.

Esto se debe en gran parte al cambio en la dieta promedio mexicana, donde se
ha substituido la gran variedad de productos tradicionales por proteina animal y
alimentos altamente industrializados con altos contenidos calérico (Galvez vy
Bourges, 2012). A medida que estos alimentos industrializados han ganado
popularidad, los productos alimenticios tradicionales, estan perdiendo relevancia

y competitividad.



Asi es como ha surgido el término de Especies Tradicionales Subvaloradas vy
subutilizadas (ETSS) que se refiere a aquellas variedades de cultivos
comestibles de uso tradicional que han perdido valor econdmico por su poca
demanda y disminucion consecuente de su abasto. Las milpas en las que crecen

las ETSS de manera natural, se consideran poco productivas y de uso familiar.

De acuerdo con Padulosi y Hoeschle-Zeledon (2004) las ETSS presentan
caracteristicas como ser importantes para el consumo local y los sistemas de
produccién, ser altamente adaptables a sistemas agricolas trabajados por el
hombre y areas marginadas, ser cultivadas y utilizadas con base en el
conocimiento local y no incluirse en las agendas de politicas publicas ademas de
ser exclusivas de agendas cientificas. Asimismo, las ETSS son fuertemente
dependientes de factores culturales y al mismo tiempo, debilitadas por sistemas

de mercado y demandas mas globalizadas.

Recientemente se ha prestado mayor importancia a las ETSS gracias a la
busqueda de nuevas fuentes de nutrientes al alcance de la poblacién. Se busca
también rescatar la biodiversidad y riqueza vegetal de las comunidades, asi

como generar mayor conocimiento acerca de las propiedades de estas especies.

3.2 Antecedentes del consumo e importancia de los quelites en la dieta

tradicional mexicana

Los quelites han sido parte de la dieta tradicional mexicana desde la época
prehispanica. Su nombre deriva del nahuatl quilit/, que quiere decir hierba
comestible, aunque actualmente el término incluye hojas, tallos e incluso flores.
Los quelites son plantas herbaceas generalmente no cultivadas cuyas hojas
jovenes y partes tiernas se consumen inmaduras y ligeramente cocinadas (Bye,
1981).

En México existen al menos 358 especies de quelites comestibles en diversas
regiones del pais (Bye y Linares, 2000) donde la mayoria pertenecen a 6
familias: Asteraceae, Apiaceae, Fabaceae, Amaranthaceae, Chenopodiaceae y
Brassicaceae. Este numero puede modificarse de acuerdo con los usos y
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nombres asociados a estas especies a lo largo de todo el territorio nacional.
Algunas de las especies de quelites mas conocidas y estudiadas son el papalo

quelite, la verdolaga, el huauzontle, el berro, el romero y la chaya.

La mayoria de estos quelites son colectados para autoconsumo de familias
rurales aunque también se les encuentra en mercados locales en sus regiones
de origen. Se ha demostrado que en la regidén de la sierra norte de puebla, las
comunidades consumen alrededor de 20 especies de quelites en su dieta

(Caballero, 1984), demostrando asi su importancia y gran distribucién.

Los quelites también son fuente importante de micronutrientes, fibra y
fitoquimicos importantes en la nutricidn humana, lo que ademas de su bajo
costo los mantiene como uno de los alimentos tradicionales mas importantes

(Galvez y Bourges, 2012).

La composiciéon nutrimental de los quelites, de manera general incluye mas del
75% de agua, hidratos de carbono, fibras y pequefas cantidades de lipidos.
Varios quelites autéctonos, como la chaya, el chepil y los romeritos contienen
incluso un 6% de proteina, valor alto comparado con el de vegetales cultivados
mas comunes (Yildirim et al., 2001). Entre los micronutrientes presentes en
estas especies destacan la vitamina A y C, calcio, potasio, y fosforo. (Morales de
Ledn et al., 2013).

Segun los expertos, una dieta debe ser balanceada y debe incluir al menos cinco
porciones de vegetales al dia. De acuerdo con su contenido de nutrientes, los
guelites son una excelente alternativa para ser incluidos en la alimentacion
diaria, costumbre que se ha dejado de lado en la mayoria de la poblacion

urbana.

De acuerdo con Bourges y Vargas (2015), los quelites ademas de ser un
excelente alimento, presentan otros usos: medicamentos, forraje, plantas de
ornato y en la recuperacién de suelos, pues los enriquecen y sus raices

profundas no compiten con otras plantas para su desarrollo.



Hasta la fecha, no se cuenta con un inventario nacional de las especies
consideradas quelites y que se desarrollan en las milpas, lo que habla del poco
conocimiento cientifico y el bajo interés socio-econdmico que los colocan como
ETSS.

3.3 Especies de quelites seleccionadas para su estudio

La presente tesis estd incluida en el marco del proyecto CONACyYT 214286:
“Rescate de especies subvaloradas tradicionales de la dieta mexicana y su
contribucion para el mejoramiento de la nutricion en México”. Para fines
practicos y de acuerdo con los objetivos de dicho proyecto, se eligieron tres

especies de quelites representativas que tuvieran las siguientes caracteristicas:
- Ser usadas de manera tradicional como alimento en poblaciones definidas.

- Formar parte de una cadena de valor en sus poblaciones de origen y

aledanas.

- De ser posible, haber sido estudiada con anterioridad para contar con

lineas de investigacion confiables y ampliar conocimiento al respecto.

Las especies seleccionadas se presentan a continuacion con su descripcién

botanica, distribucion y usos mas frecuentes.

3.3.1 Alache (Anoda cristata (L.) Schitdl.)
El alache es una planta nativa de México y Centroamérica que pertenece a la
familia de las Malvaceas. Es una hierba que crece postrada o erecta y alcanza
de 30 a 50 cm de altura, los tallos presentan vellosidades y las hojas son
triangulares. Sus flores son pequefias y moradas (Fig. 1). Puede ser comun en
cultivos de maiz o algodén. Comienza a crecer a mediados de primavera pero

florece a partir de verano a la par de la época de lluvias.

Otros nombres comunes: Flor decampante, genciana, hierba mora, malva,
malvavisco, malvén de campo, malvén de quesitos, requeson, violeta de campo,

violeta de monte; Guerrero: y'xuie tio (mixteco), alache; Oaxaca: guiea lo-



gubich; Puebla: tlachpahuatla (nahua), xicuni pogtoi (otomi); Veracruz:

alanche; San Luis Potosi: muu ts’ojo/ (tenek) (Argueta, 1994).
Sinonimia: De acuerdo a The Plant List (2013) tenemos

Anoda cristata var. albiflora Heuchr.

Anoda cristata var. brachyantha (Rchb.) Hochr.

Anoda cristata var. cristata

Anoda cristata var. digitata (A.Gray) Heuchr.

Distribucién: En México es generalizada, ya que se encuentra en la mayoria de
los estados, destacando su uso en el Distrito Federal, Hidalgo, Estado de
México, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz (Villasehor y Espinosa-
Garcia, 1998).

Usos: Las hojas y tallos en estadios tempranos se emplean como alimento y es
una especie reconocida como quelite. De acuerdo con Linares y Aguirre (1992),
una de las maneras mas comunes de prepararlos es al vapor sazonandolos con

especias como sal, ajo y cebolla y dejandolos cociendo en su jugo.

Esta planta también tiene un uso medicinal, los tallos, flores y hojas se usan
para tratar la tos, segun lo reportado en comunidades de los valles centrales de
Oaxaca (Bautista-Cruz et al., 2011) Utilizando la planta entera y sus flores en
coccién se prepara un té para tratar inflamacion en el estomago, fiebre y tos,
también se usa como tratamiento para evitar la caida del pelo, entre otras
molestias. Este uso tradicional se reporta principalmente en la region central de

México, en los Estados de México, Puebla y Guerrero (Renddn et al., 2001).

En un estudio farmacoldgico reciente, se ha demostrado la eficacia pre-clinica
de extractos y compuestos puros obtenidos del alache, como agentes
antihiperglicemiantes. También se determind que el extracto acuoso de la planta
y dos compuestos aislados a partir de éste (acacetina y diosmetina), tienen un

efecto antioxidante sobre radicales ROO- (Juarez-Reyes, et al., 2015).
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Figura 1. Colecta de partes aéreas de alache (Foto: Proyecto CONACyYT No. 214286).

3.3.2 Chepil (Crotalaria longirostrata)

El chepil es una planta perenne originaria de México y Centroamérica
perteneciente a la familia de las Fabaceas. Son arbustos de tallos lisos que
alcanzan un tamafo de hasta 2 m de alto. Tiene hojas pequefias, amarillas y

aromaticas (Fig. 2).

Otros nombres comunes: Chipil, Chipilin, Tronador, Garbancillo, Chipildn.
(Argueta, 1994)

Sinonimia: Crotalaria longirostrata var. macrophylla (Trépicos.org)

Distribucién: Es una planta que crece en las milpas de climas tropicales. En
México se puede encontrar en la region sur del pais (Oaxaca, Chiapas,

Campeche) y en paises como Guatemala y El Salvador.

Usos: Las hojas y parte del tallo del chepil son ampliamente usadas como
alimento, preparado principalmente en tamales, caldos y sopas. Se sabe que es
rico en vitaminas y minerales como calcio, hierro, riboflavina, tiamina y niacina.
(Morton, 1994). Jiménez-Aguilar y Grusak (2015) determinaron que el chepil
también aporta cantidades importantes de minerales como potasio, magnesio y

fosforo.

De manera popular el cocimiento de sus hojas se usa como tratamiento para el

insomnio y reumatismo y para la curacion de heridas en corto tiempo, se
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emplea como cataplasmas y emplastos por via tdépica. Sin embargo, su uso
medicinal tradicional se ha perdido recientemente, pues en un cuestionario
aplicado a personas que consumen y comercializan el chepil en los valles
centrales de la regién de Oaxaca, no mencionaron ningun uso medicinal.
(Comunicacién personal, Taller: “Chepiles y otros quelites de los Valles
Centrales de Oaxaca”. 2015)

Quimicamente el chepil posee cantidades importantes de alcaloides tanto en sus
hojas, como en los tallos (Pilbeam, et al., 1979) y presenta actividad
antioxidante alta en comparacién con otras especies tradicionales subvaloradas

usadas en la alimentacién (Jiménez-Aguilar y Grusak, 2015).

| %

Figura 2. Colecta de chepil cultivado y chepil silvestre (Foto: Proyecto CONACyT No.
214286, Magali Cortés)

3.3.3 Chaya (Cnidoscolus chayamansa McVaugh)

Planta de la familia de las Euforbidceas. Es un arbusto liso, de 2 a 3 m de alto.
Presenta ramillas delgadas, corteza gruesa, casi blanca, con algunos pelillos
algo urticantes y las hojas presentan tres Idbulos. Tiene sabia lechosa y

pequenas flores blancas durante el verano (Fig. 3).

Otros nombres comunes: Se pueden distinguir cuatro variedades cultivadas de
esta planta a las que se les conoce por el nhombre de chaya estrella, chaya
picuda, chaya redonda y chayamansa (Ross-Ibarra y Molina-Cruz, 2002) En la

region maya de Quintana Roo se le llama chaykol o xchay.
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Sinonimia: Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I.M.Johnst. (The Plant List, 2013) y

Cnidoscolus aconitifolius subsp. Aconitifolius (Trdpicos.org)

Distribucién: Se cultiva en climas calidos subhimedos y requiere suelos bien
drenados. Es nativa de Tabasco y Yucatan pero se ha podido distribuir
facilmente en otras regiones con clima similar. Es una especie asociada a la
region maya de México y Centroamérica. A diferencia de los otros dos quelites
en estudio que se colectan, la chaya suele ser cultivada en traspatios o solares

donde la gente los conserva para su comercio local o autoconsumo.

Usos: En México, su principal uso es como alimento o forraje para animales. Se
ha demostrado que la chaya es una buena fuente de vitaminas (acido ascorbico
y beta-caroteno) y minerales (calcio, potasio y hierro) aun después de su
coccién y que, en comparacion con la espinaca, posee mas proteina y fibra (Kuti
y Kuti, 1999).

Ademas de su importancia como alimento, la chaya también presenta
propiedades medicinales que han sido reportadas desde antes de la conquista
(Ross-Ibarra y Molina-Cruz, 2002). Se ha empleado para tratar diabetes, alta
presion sanguinea, desordenes renales, pérdida de peso, colesterol elevado e

inflamacién de brazos y piernas (Bautista-Cruz et al., 2011).

Dentro de los quelites estudiados en el presente trabajo, la chaya es la especie
que ha sido mayormente estudiada. Se cuenta con estudios farmacoldgicos y
guimicos que buscan probar la eficiencia en su uso como medicina o alimento.
En un estudio a cargo de Kuti y Konuru en 2004 se determiné el contenido total
de fenoles en extractos de hojas crudas y cocidas de chaya y su correlacién con
el efecto antioxidante. Se encontré un contenido de fenoles menor en las hojas
cocidas en comparacion con hojas crudas, pero el efecto antioxidante se

mantiene proporcional a ellos.

Ademas se ha encontrado que algunos extractos como hexanico y etandlico
poseen una cantidad importante de esteroles y flavonoides, respectivamente asi

como cumarinas y lignanos. Estos fitoquimicos son responsables de la actividad
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antioxidante atribuida a la planta (Garcia-Rodriguez, et al., 2014). Otros de los
fitoquimicos reportados en extractos obtenidos a partir de la chaya son los

alcaloides, presentes en extractos acuosos y etandlicos.

Se ha reportado que el extracto acuoso de chaya reduce el colesterol en
modelos animales (27.9 y 31.1% para dosis de 50 y 100 mg/kg

respectivamente) (Miranda-Velasquez et al., 2010).

Figura 3. Hojas de chaya (Foto: Proyecto CONACyYT No. 214286)

3.4 Propiedades de plantas comestibles y de uso medicinal

Es una verdad conocida que las plantas son una fuente importante de
sustancias que pueden reportar un beneficio al ser consumidas, es decir,
contienen sustancias que tienen efectos sobre el cuerpo humano que modifican
su funcionamiento. A estos compuestos se les denomina bioactivos de manera

general y fitoquimicos cuando provienen de una fuente vegetal.

En los Ultimos afos las plantas han sido estudiadas y consideradas como
agentes terapéuticos alternativos para el tratamiento de enfermedades
infecciosas debido a sus compuestos bioactivos naturales tales como fenoles,

flavonoides y taninos, entre otros (Erdem et al. 2015).

También hay alimentos que conservan esta cualidad como son las bebidas
hechas con café, cacao o té, que son conocidas por su efecto en el sistema
nervioso. La fibra alimentaria presente en muchas plantas (como los nopales y
otros alimentos de uso comuUn en México) favorece el movimiento del tubo

digestivo y ademas hace mas lenta la absorcién de azucares.
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Esto ha dado lugar a lo que se llama alimentos funcionales, que se refiere a
aquellos a los que se les ha demostrado una o mas funciones benéficas para el
organismo, ya sea para el bienestar, salud o para la reduccion del riesgo de una
enfermedad, mas alld de efectos nutricionales adecuados. Un alimento funcional
debe reportar dichos beneficios al ser consumido en cantidades normales de la
dieta (Diplock et al., 1999).

Entre algunos ejemplos de alimentos funcionales, destacan los alimentos que
contienen determinados minerales, vitaminas, acidos grasos o fibra alimenticia,
los alimentos a los que se han anadido sustancias bioldgicamente activas, como
los fitoquimicos u otros antioxidantes, y los probidticos, que tienen cultivos

vivos de microorganismos beneficiosos.

El concepto es atractivo aunque aun resulta complicado demostrar sus efectos,
precisar las sustancias responsables y los mecanismos de accion y, ademas,
demostrar que dichos efectos son independientes de su funcidén en la nutricién.
Es por ello que la busqueda de dichos beneficios en los alimentos, de pie a

numerosas investigaciones.

El estudio de los quelites ofrece resultados prometedores en cuanto a su con-
tenido de nutrimentos y, en algunos casos, de sustancias bioactivas con
propiedades interesantes en el campo de la salud. Entre las sustancias

bioactivas que se han identificado en los quelites figuran:

- Polifenoles y flavonoides. Antioxidantes que se asocian con la prevencién
de enfermedades cardiovasculares y otras ligadas con el estrés oxidativo
entre las que se encuentran la aterosclerosis, trombosis, infarto al
miocardio, accidente vascular e hipercolesterolemia. (Quifiones et al.,
2012) También hay algunos flavonoides como el resveratrol, que ademas
de su actividad antioxidante presenta actividad antimicrobiana en
particular contra H. pylori (Mahady et al., 2003), y es capaz de ayudar al

control del cancer generado por la infeccidon de esta bacteria debido a que
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regula la proliferacién celular en algunas lineas celulares cancerigenas
(Aggarwal et al., 2004).

- Acidos grasos poliinsaturados omega-3 y omega-6, que pueden tener
efectos antitromboéticos y de reduccidon de concentraciones de colesterol y

triglicéridos en el plasma (Tellez, 2005).

Dados estos descubrimientos, se han incrementado I|as evidencias
epidemioldgicas y farmacoldgicas de las propiedades nutracéuticas de
compuestos bioactivos presentes en las plantas comestibles contribuyendo a la
prevencion y reduccion de padecimientos cardiacos, diabetes, hipertension,
Alzheimer y arterioesclerosis, entre otros de origen oxidativo (Chaturvedi et al.,
2011; Kaisoon et al., 2011).

En México, la medicina tradicional también va de la mano con el conocimiento
de las plantas que se pueden obtener en la milpa. Un gran nimero de plantas
que son usadas como alimento, al mismo tiempo se les atribuyen propiedades

medicinales contra ciertos padecimientos.

Actualmente se ha visto que muchas de estas plantas usadas en la medicina
tradicional contra padecimientos de tipo gastrico, actian también de manera
directa sobre el principal agente causal de la gastritis y la Ulcera péptica, la

bacteria Helicobacter pylori.

Trabajos como los de O’Mahony et al. en 2005 y de Castillo-Juarez y Romero en
2007 indican que especies utilizadas en la alimentacion tradicional mexicana y

gue podrian considerarse como ETSS, presentan actividad contra H. pylori.

La busqueda de propiedades anti-Helicobacter pylori en plantas es
relativamente reciente. El primer reporte que se tiene es el de Cassel-Beraut, et
al. (1991) y es a partir de los ultimos afios que este tipo de estudios ha
aumentado considerablemente en el afan de encontrar terapias alternativas que

ayuden a incidir en enfermedades que afectan a la poblacidn.
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Para el 2007, se tenian reportes de al menos 327 plantas, de uso medicinal y
comestible, a las que se les habian analizado su potencial anti H. pylori, de las
cuales, el 60% presenté alguna actividad positiva en los ensayos in vitro

(Castillo-Juarez y Romero, 2007).
3.5 Acerca del descubrimiento y clasificacion de Helicobacter pylori

Hasta la década de 1970, se creia que el estbmago y en general cualquier tejido
dentro del organismo humano, eran tejidos estériles donde la presencia de
microorganismos estaba ligada a procesos patoldgicos que modificaban sus

condiciones normales.

Los primeros reportes de microorganismos en biopsias de estdmago son de
Bizzozero en 1893, pero fue hasta 1984 cuando dos investigadores australianos:
Barry Marshall (patdlogo-bidlogo) y Robin Warren (gastroenterdlogo clinico)
(Fig. 4), publicaron un trabajo donde describian a una bacteria bacilar que
encontraron en biopsias de pacientes con gastritis y ulcera péptica. En su
trabajo lograron cultivar la bacteria, demostrar los postulados de Koch y probar
que los efectos de la enfermedad causada por la bacteria se revertian al usar
antibioticos (Marshall y Warren, 1984) Dicho trabajo les valio el Premio Nobel de

Medicina o Fisiologia en 2005.

W . I‘A
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Figura 4. Barry J. Marshall y J. Robin Warren (Foto: Julietta Jameson, 2011. Tomada
de http://www.australiaunlimited.com/science/hands-across-the-water Mayo, 2016)

En un inicio, la bacteria descrita fue clasificada dentro del género Campilobacter
por guardar similitudes como su morfologia curva, ser microaerofilica,
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crecimiento en medios ricos, sensibilidad al metronidazol y contenido de G-C en
el ADN (34%). Posteriormente se demostrdé mediante estudios de microscopia
gue la bacteria poseia flagelos unipolares a diferencia de los flagelos bipolares
tipicos del género Campilobacter. Estudios bioquimicos indicaron diferencias en
el tipo de proteinas y acidos grasos, asi como el anadlisis de la secuencia de
RNAr 16s que demostrd una distancia suficiente para excluir a la bacteria de
dicho género (Romaniuk et al., 1987).

Ante esta evidencia se creé un nuevo género denominado Helicobacter y donde
su primer miembro fue H. pylori (Goodwin et al., 1989). Actualmente la bacteria
se clasifica de la siguiente manera de acuerdo con Madigan y colaboradores
(2015):

Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: e-Proteobacteria

Orden: Campylobacterales
Familia: Helicobacteraceae
Género: Helicobacter

Especie: Helicobacter pylori

3.6 Morfologia y generalidades microbiolégicas

H. pylori es una bacteria Gram-negativa y polimoérfica, es decir, presenta forma
espiral o bacilar en condiciones éptimas pero puede presentar forma cocoide en
condiciones no favorables (Fig. 5). Mide entre 2.5a 5 umdelargoy 0.5a 1 um
de ancho, tiene de 2 a 6 flagelos unipolares de 2.5 pm aproximadamente que le
confieren movilidad. Se le considera una bacteria exigente pues solo crece en
medios suplementados con 10% de sangre de carnero o suero fetal bovino;
ademas crece en una atmdsfera microaerofilica (10% CO,) con alta humedad,
su temperatura optima de crecimiento es de 37°C y requiere de 2 a 7 dias de

incubacidon (Goodwin y Armstrong, 1990).
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Produce las enzimas ureasa, catalasa y oxidasa que ayudan a su identificacion
bioquimica. Es fermentador de la D-glucosa y puede metabolizar algunos
aminoacidos por fermentacion similar a las bacterias anaerobias (Torres et al.,
2002).

Figura 5. Microscopia electrénica de alta resolucidén. Células epiteliales colonizadas con
H. pylori (Warren, 1983)

3.7 Colonizacion y factores de virulencia

De manera normal, el aparato digestivo se encuentra protegido de infecciones
gracias a la acidez gastrica, el ambiente del estdmago y la peristalsis. H. pylori
tiene la capacidad de evadir estas defensas primarias y puede establecer una
infeccion persistente. Esto se debe a la capacidad de colonizacién vy
supervivencia de la bacteria, asi como a los factores de Vvirulencia que le

permiten desarrollar diversas patologias (Testerman et al., 2001).

3.7.1 Factores de colonizacion.

Dentro de los factores de colonizacion de H. pylori (Fig. 6) se encuentra la
enzima ureasa, dependiente del niquel y que se encuentra en el citosol y en la
superficie de la bacteria. Esta enzima hidroliza la urea producida por el huésped,
a CO, y amoniaco permitiendo a la bacteria neutralizar el medio acido alrededor

de ella cuando se encuentra en el estdmago (Sachs et al., 2001).

A pesar de su capacidad para resistir la acidez de los jugos gastricos, H. pylori
tiene preferencia por ambientes con un pH mas cercano a la neutralidad. Para

esto cuenta con sus flagelos que le permiten moverse a través de la mucosa
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gastrica hacia la capa basal de células epiteliales donde es quimioatraida por el
pH cercano a 7, la presencia de urea y bicarbonato de sodio (Kao et al., 2016;
O'Toole et al., 2000; Schreiber et al., 2004).

En los estudios de Eaton y colaboradores en 1996, se demostrdé que la movilidad
mediada por flagelos es esencial para la colonizacién de H. pylori en la mucosa

gastrica de modelos animales.

Como parte del mecanismo de colonizacidon de la bacteria, ésta debe ser capaz
de adherirse a las células del epitelio gastrico. H. pylori posee glicoproteinas o
glicolipidos denominados adhesinas que interactian con los receptores del
hospedero en la matriz extracelular. Una vez que la bacteria ha logrado
adherirse, obtiene los sustratos necesarios para replicarse de manera adecuada
y liberar toxinas que dafien las células del huésped (Kao et al., 2016;
Testerman et al., 2001).

La adhesién en necesaria para que H. pylori pueda colonizar el epitelio y
establecer una infeccion. Cabe mencionar que hay otros factores que influyen en
la persistencia de la bacteria en la mucosa gastrica, como son el recambio
celular, respuesta inmune del hospedero y el contenido gastrico. Modelos in

vitro permiten el estudio de la adhesidon de manera independiente.

Actualmente las adhesinas mejor estudiadas son BabA que se adhiere a los
antigenos de Lewis B del huésped mediante residuos de fucosa (Walz et al.,
2005) y SabA que se une a los antigenos de Lewis X de las células de la mucosa

gastrica mediante acido sidlico (Aspholm et al., 2006).

Se conocen aproximadamente otras 40 adhesinas para H. pylori que le permiten
adaptarse a distintas condiciones dentro del hospedero. No todas las adhesinas
se expresan de igual manera pues son variables respecto a la cepa y morfologia
bacteriana, las condiciones de cultivo, la etapa de desarrollo de la enfermedad
del paciente y la variedad de receptores expresados en las células del epitelio

gastrico (Testerman et al., 2001).
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Figura 6. Diagrama de infeccion y patogénesis de H. pylori. (Modificado de Kao et al.,
2016)

3.7.2 Factores de virulencia.

Después de que H. pylori ha logrado adaptarse al ambiente del estdbmago vy
permanecer ahi, utiliza diversas moléculas que le permiten causar dano en la
mucosa, estas moléculas son conocidas como factores de virulencia y algunos

se describen brevemente a continuacion.

- Citotoxina Vacuolizante (VacA). Proteina que induce la vacuolizacidn, asi como
multiples actividades celulares que incluye: la formacién de canales en la
membrana celular, liberacion del citocromo C de la mitocondria (que induce
apoptosis) y se une a los receptores de las células de la membrana iniciando
una respuesta proinflamatoria. Todas las cepas de |la bacteria poseen el gen que

codifica para esta proteina (Cervantes-Garcia, 2016).

- Isla de patogenicidad cag (cagPAI). Contiene mas de 30 genes que no se
expresan constitutivamente, sino que responden a senales ambientales. Estan
regulados por complejos mecanismos que pueden activarse o no, dependiendo
de condiciones microambientales. Las cepas cagPAl se encuentran con mayor

frecuencia en pacientes con Ulcera péptica y cancer gastrico.

- Citotoxina asociada al gen A (CagA). Este gen se utiliza como un marcador de
la isla cagPAI. La produccion de esta proteina se potencia por la presencia de un

pH acido y es mediada por un sistema de secreciéon tipo IV. Induce la
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produccién de citocinas inflamatorias, como la IL-8, y el reclutamiento de
leucocitos. El efecto directo sobre las células gastricas es la reduccion de la

secrecion de acido (Jones et al., 2009).

- Lipopolisacarido (LPS). Es un factor de virulencia que posee en su antigeno O
los carbohidratos de Lewis x, Lewis y, o ambos, cuyo papel fundamental en la
patogénesis es evadir la respuesta inmune durante la colonizacion del epitelio
gastrico, favoreciendo la persistencia bacteriana en el microambiente,
equilibrando la accion de inducir la respuesta autoinmune del hospedero contra

sus propias células gastricas.
3.8 Patologias asociadas a Helicobacter pylori

La infeccion por H. pylori no en todos los casos presenta sintomas o
complicaciones, pero si significa un riesgo de desarrollar alguna de las

patologias a las que se encuentra asociada.

Las enfermedades relacionadas con la infeccion por H. pylori incluyen
principalmente a la gastritis crénica activa, uUlcera péptica (gastrica y duodenal),
displasia gastrica, carcinoma y linfoma gastrico tipo MALT. El desarrollo, tipo y
gravedad de los trastornos gastrointestinales depende de la cepa bacteriana, de
la fisiologia y predisposicion genética del hospedero, asi como de diversos

factores ambientales particulares para cada caso (Atherton, 2006).

3.8.1 Gastritis.
En las ultimas décadas de estudio, se ha reconocido a H. pylori como el principal
agente causal de la gastritis crdénica activa. Los sintomas de esta patologia
incluyen ardor o dolor en la parte superior del abdomen, nauseas, vomito e

inapetencia.

Este padecimiento presenta inflamacion de la mucosa y submucosa gastrica
provocada por los mecanismos de colonizacidn de H. pylori, que penetra a
través de dicha capa del estdmago y se multiplica en proximidad a las células

epiteliales superficiales (Dixon, 2001). Cuando la bacteria empieza a colonizar la
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mucosa, el huésped presenta en general dos mecanismos de defensa: uno

inflamatorio en la fase aguda y uno inmune en la fase cronica.

La gastritis aguda, de corta duracién, se caracteriza por una intensa
proliferacion bacteriana y disminucidén del acido ascoérbico en el jugo gastrico
(Lee et al., 1995) Por su parte, la gastritis cronica que persiste por meses o
afios, se caracteriza por el arribo de células plasmaticas y linfocitos a la mucosa
lo que produce la sintesis de anticuerpos que incrementan la reaccidn

inflamatoria (Dixon, 2001).

3.8.2 Ulceras pépticas.
En caso de que la infeccidn persista por un tiempo prolongado, se puede llegar a
un dafio mayor conocido como gastritis cronica atrdfica o Ulcera, que consiste
en la pérdida del tejido y alteracién de la estructura epitelial que deriva en una
ruptura de la mucosa que protege al estdmago debido a la secrecidén acida del
estdmago y toxinas liberadas por H. pylori. Se produce dafio vascular, necrosis

del tejido y disminucion en el aporte de nutrientes. (Kuster et al., 2006).

Se estima que de 10-15% de las personas infectadas con H. pylori llegan a
desarrollar algun tipo de ulcera (Logan y Walker, 2001). Por su localizacion
existen dos tipos de ulceras: gastricas o duodenales. H. pylori es responsable
del 90% aproximadamente de Ulceras duodenales y del 70 a 75% de ulceras
gastricas. Existen evidencias de que la Ulcera se puede revertir después de

erradicar a la bacteria (Blaser y Atherton, 2004).
3.8.3 Cancer gastrico.

H. pylori es considerada la principal causa de adenocarcinoma gastrico distal. La
OMS clasificé a la bacteria como carcindgeno de grupo 1 (definitivamente
carcindégeno), es decir, H. pylori estd directamente asociado a carcinogénesis

con base en los estudios epidemioldgicos disponibles (IARC, 1994).

El cancer gastrico estad asociado al desarrollo de displasia y metaplasia intestinal

causadas por la infeccion prolongada con H. pylori. De manera general, el
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cancer gastrico solo se presenta en aproximadamente del 1 al 3% de la gente
infectada con la bacteria (Blaser y Atherton, 2004) y depende también en gran
medida de la cepa de H. pylori que afecte al hospedero. Esta enfermedad
representa de manera mundial la tercera causa de muerte por canceres (Ferlay
et al., 2014). Se sabe también que los pacientes con ulceras duodenales
inducidas por H. pylori, son menos propensos a desarrollar cancer gastrico en el
futuro (Atherton, 2006).

3.9 Epidemiologia

La infeccion por esta bacteria es un problema mundial pues se estima que mas
del 50% de la poblacidn es H. pylori positiva. La prevalencia de esta infeccidon
presenta variacion geografica pues en paises en vias de desarrollo se estima
que aproximadamente 80% de poblacion esta infectada con H. pylori (Vale y
Vitor, 2010), mientras que en paises desarrollados este valor es de 40% vy es

menos frecuente en nifios y adolescentes (Pounder y Ng, 1995).

De acuerdo con Malaty y Graham (1994), la prevalencia de H. pylori se
correlaciona con el nivel socioecondmico, principalmente con las condiciones de

vida durante la infancia, higiene y saneamiento.

En México se determind la presencia de esta infeccion en el 66% de 11,605
sueros representativos de la poblacion, en donde mas del 80% de los adultos

estaban infectados a los 25 anos de edad (Torres et al., 1998).

Por otro lado, se ha determinado que en algunas regiones rurales consideradas
de riesgo, como las comunidades indigenas en Chiapas, se presenta una alta

incidencia de cancer gastrico asociado a la bacteria (Molhar et al., 2002).
3.10 Tratamiento.

La erradicacion de la bacteria es la Unica manera en la que se pueden combatir
las enfermedades que su infeccidon causa. La primera linea de tratamiento es la
llamada terapia triple que consiste en administrar dos antibidticos (se puede

incluir amoxicilina, metronidazol, tetraciclina y claritromicina) y un inhibidor de

24



la bomba de protones (omeprazol, lanzoprazol, entre otros). Este tratamiento,
con una duracion de 10 a 14 dias presenta una efectividad del 80% (Collins et
al., 2006). En caso de que esta terapia falle debido a la resistencia de la
bacteria a los antibidticos, se procede con la terapia cuadruple, que consiste en
utilizar dos antibidticos distintos a los de la terapia inicial, un inhibidor de la
bomba de protones e incluye ademas sales de bismuto como protector de la

mucosa.

Se recomienda la erradicacion de la bacteria Unicamente en los casos en los que
se presente ulcera péptica, gastritis atrofica y metaplasia intestinal, linfoma tipo

MALT vy por historial de cancer gastrico (personal o familiar).

Actualmente, la busqueda de tratamientos alternativos para erradicar o
controlar la infeccion por H. pylori ha ido en aumento debido a la resistencia
generada por las cepas de la bacteria. En los Ultimos afios se han realizado
importantes esfuerzos para encontrar compuestos que eviten la colonizacion del

epitelio gastrico por la bacteria.

Se busca que inhiban la adhesidon entre la bacteria y el epitelio gastrico, que
sean agentes que inhiban la motilidad bacteriana y que inhiban a la enzima
ureasa (Nobata et al., 2002; Pastene et al., 2009; Paulo et al., 2011). Debido a
gue hasta la fecha, no hay una vacuna contra H. pylori, la inhibicién de los
procesos de colonizacion de la bacteria, permitiria incidir en la prevenciéon o

profilaxis de los padecimientos que ocasiona.

La medicina y plantas tradicionales son una de las principales lineas de
investigacién para aportar datos cientificos que avalen su uso y sirvan en el

tratamiento y prevencién de las patologias asociadas a H. pylori.

25



IV. Hipotesis

Existen referencias de quelites de la dieta tradicional mexicana que presentan
actividad contra H. pylori, por lo que se espera encontrar que los extractos o
alimentos preparados a partir de las especies seleccionadas en este estudio,
actuen sobre el crecimiento de la bacteria o sobre su proceso de adherencia a

las células del epitelio gastrico.

V. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar el potencial anti-H. pylori in vitro de extractos y alimentos
preparados a partir de las ETSS seleccionadas: Alache (Anoda cristata) Chepil
(Crotalaria longirostrata) y Chaya (Cnidoscolus chayamansa) con el propdsito de
darles valor agregado como alimento para que puedan ser revaloradas y

reincorporadas a la dieta contemporanea.
5.2 Objetivos especificos

a) Obtencidon de extractos de diclorometano-metanol y acuosos de las tres
especies de quelites.

b) Determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias del crecimiento
bacteriano para cada uno de los extractos y alimentos preparados, como
medida de la actividad anti-H. pylori, por el método de dilucidn en cultivo
liquido.

c) Determinacién del efecto antiadherente de H. pylori a células de
adenocarcinoma gastrico de extractos y alimentos preparados a partir de
quelites, mediante la cuantificacion de la fluorescencia residual utilizando

bacterias marcadas con un fluorocromo.
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VI. Metodologia

6.1 Materiales y reactivos

El diclorometano (CH,Cl;), metanol (CH30H) y etanol (C;HsO) se compraron de
Merck (Darmstadt, Germany). La acacetina se compré en Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). La diosmetina fue comprada en Santa Cruz Biotechnology, Inc.
(Dallas, Texas, USA). Todos los demads reactivos quimicos y materiales
empleados en este trabajo fueron seleccionados de la mejor calidad y se

especifican en cada seccién de la Metodologia.
6.2 Obtencidon del material vegetal.

Los alaches fueron colectados en Nepantla, Edo. de México y fueron
identificadas por el Dr. Robert Bye y la Mtra. Edelmira Linares del Instituto de
Biologia, UNAM. (No. Colecta: E. Linares 2786 y R. Bye). Los chepiles fueron
obtenidos en el mercado local del municipio de San Antonio Castillo en Ocotlan,
Oaxaca por la Mtra. Gladys Manzanero Medina del CIIDIR Oaxaca, Instituto
Politécnico Nacional. Finalmente, la chaya fue colectada en Timucuy y San Pedro
Chumay en Yucatdn por la Dra. Amanda Galvez y la Mtra. Clarisa Jiménez

Bafiuelos del Jardin Botanico Regional, CICY.
6.3 Preparacion de extractos.

Extractos diclorometano-metanol 1:1 (DM). Se obtuvieron por maceracion
exhaustiva de 50 g de planta seca y molida con 500 ml de la mezcla de
solventes durante 72 h. Se filtr6 el disolvente y se evaporé en un
rotaevaporador a presion reducida. El residuo, correspondiente al extracto, fue

secado a temperatura ambiente y se obtuvo su rendimiento.

Extractos acuosos (AQ). Se obtuvieron mediante la infusion de 10 g de planta
seca y molida que se mantuvo en 500 ml de agua destilada hervida durante 30
min. La infusién se filtré y fue liofilizada para obtener el extracto seco. En el
caso de alache y chepil, a la infusidn filtrada se le agregd etanol en proporcion

1:1 para precipitar el mucilago presente (Rodriguez-Gonzalez et al., 2011), el
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cual fue separado mediante centrifugacion (6,000 rpm, 15 min). El etanol
remanente se elimina en un rotaevaporador a presion reducida. El extracto fue

liofilizado y se obtuvo su rendimiento.

Por su parte, los mucilagos (MU) que precipitaron con la particion con etanol, se
recuperaron y fueron centrifugados a 5,000 rpm, 10 min para eliminar los
restos de solvente. El precipitado se secé en horno de conveccion (70°C, 5 h.) y

se obtuvo el rendimiento de los mucilagos.
6.4 Preparacion de alimentos y muestras utilizadas

Los alimentos para cada especie de quelites fueron estudiados, estandarizados y
preparados en el Laboratorio de Evaluacidén Sensorial de la Facultad de Quimica,
UNAM. Todos ellos se prepararon a partir de recetas tradicionales mexicanas
(ver Ayala-Alcantara, 2016 y Garcia-Torres, 2015 para la descripciéon completa).

A continuacién se presenta solo una breve descripcion de cada uno de ellos:

6.4.1 Alimento de alache.

Este es un guisado caldoso preparado con la planta fresca y limpia a la que se le
agrega agua en cantidad suficiente para ser hervida. Al guisado hirviendo se le
agregan sal y tequesquite disueltos junto con cebolla picada. Se deja hervir por

30 min mas hasta que las hojas estén perfectamente cocidas.

6.4.2 Alimento de chepil.

Para esta especie de quelite, se elabord un tamal tipo oaxaquefio con un
contenido de 1.4% de chepil deshidratado. La elaboracion requiere de batir
manteca de cerdo (8%) con polvo para hornear y masa nixtamalizada,
posteriormente se incorpora sal y chepil limpio y deshojado, se mezcla. Se usan
hojas de platano engrasadas, previamente asadas y limpias, en las que se pone
media taza de masa y se envuelven usando plastico adherente para evitar la
pérdida de humedad. Los tamales se cuecen en vaporera (bafio maria) durante
1.5 h. Después de la coccidn, los tamales se dejan reposar en la vaporera por

15 min.
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6.4.3 Alimento de chaya.

Para esta especie se utilizd la receta tradicional del agua de chaya, consumida
en la regién de Yucatan y Campeche. Se elabord usando para 1 |. de agua, 260

g. de chaya molida, 110 g. de azucar y 60 ml de jugo de limén.

6.4.4 Procesamiento de las muestras de alimento.

Cada alimento fue procesado de acuerdo a sus caracteristicas para obtener la
muestra final seca y pulverizada para su uso en los ensayos detallados mas

adelante.

En el caso del alache, el guisado caldoso fue secado y pulverizado para su
manejo. También se estudié el efecto anti-H. pylori del mismo guisado pero sin
el alache, para determinar el efecto de los condimentos por separado, a lo que

denominamos “blanco del alimento”.

Para la muestra del alimento de chepil, debido a la complejidad del mismo, se
optd por mantener aislada la cantidad de chepil utilizado en el platillo original, la
cual se coloco al centro del tamal y se cocind como previamente se indicd. Una
vez terminado el cocimiento del tamal, el chepil en su interior se separd, se secd
y pulverizd. Esta muestra fue la utilizada para los ensayos anti-H. pylori. No se

trabajo con una muestra del resto de los ingredientes como “blanco”.

Con respecto al alimento de chaya, se estudidé el efecto anti-H. pylori del agua
completa liofilizada y también de un preparado de agua sin la chaya, para

evaluar el efecto del resto de los ingredientes (blanco del alimento).
6.5 Cultivo e identificacion de Helicobacter pylori.
Los medios de cultivo empleados para el manejo de H. pylori son los siguientes.

- Medio de cosecha: 28 g/l de caldo Brucella (DIFCO) con glicerol (10%) y
suero fetal bovino estéril (Gibco BRL). Se adiciona con 10 mg/l de

vancomicina.
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- Placas para cultivo agar Casman-sangre: 42 g/l de agar Casman con sangre
de carnero al 5% y 4 antibiéticos [vancomicina (10 mg/l), trimetropina (5

mg/l), polimixina (2.5 mg/l) y anfotericina (2 mg/l)].

- Caldo Mueller-Hinton: 21 g/l de medio Mueller-Hinton Broth (DIFCO) con B-
ciclodextrina (0.2%) y los 4 antibioticos en las concentraciones ya indicadas en

el punto anterior.

- Placas para cuenta viable (determinacién de las Unidades Formadoras de
Colonias (UFC)) 43 g/l de agar Casman con [-ciclodextrina al 0.2%. Se

esteriliza a 121°C por 20 min y se agrega vancomicina 10 mg/I.

Se usO la cepa ATCC 43504 de H. pylori conservada a -70°C en medio de
cosecha en viales con peso conocido. Para preparar un lote homogéneo de
bacterias para usarse en los experimentos de actividad antibidtica y anti-
adherencia, se sembraron 10 mg de bacterias por caja en placas con medio
agar Casman-sangre, las cuales se introducen en una incubadora Nuaire TS
autoflow a 37°C con 10% de CO; y 5% de O, durante 24 h. Posteriormente, las
bacterias son colectadas en tubos con medio de cosecha, se pesan para calcular

el rendimiento y se mantienen en congelacion a -70°C hasta su utilizacién.

Después de cada cosecha se realizan pruebas de identificacion del lote. Tres

bioquimicas, mas la tincién de Gram (Fig. 7)

- Catalasa. En un portaobjetos se ponen unas gotas de H,0, al 40% vy se les
adiciona con el asa de siembra una pequefa cantidad de cultivo. La
prueba es positiva si hay produccién de burbujas (02) generadas por la

accion de la enzima al descomponer el H,0, en agua y oxigeno.

- Oxidasa. La citocromo oxidasa es capaz de oxidar la dimetil-p-
fenielndiamina en presencia de oxigeno formando un complejo colorido
(azul-purpura). En un cuadro de una placa del kit Dry Slide Oxidase

(DIFCO) que contiene dimetil-p-fenielndiamina, se coloca un poco de
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cultivo. Si la bacteria es oxidasa positiva, se observa una coloracion azul

intenso en unos cuantos segundos.

- Ureasa. Usando una solucién de urea 6 M a pH 7 y 0.05% de rojo de
fenol. Se coloca una gota de esta solucién en un portaobjetos y se agrega
una asada de bacterias. La prueba es positiva cuando el color de la
solucién vira de color naranja a un color rosa-rojo debido a Ia

alcalinizacion del medio.

- Tincidn de Gram. A partir del cultivo, se toma una asada de bacterias y se
extiende en un portaobjetos con una gota de agua. Se realiza la tincion de
Gram estandar. Si la bacteria se tifie de color rojizo por la safranina,
quiere decir que la bacteria es Gram-negativa. La morfologia se verifica,
observando las formas tipicas de la bacteria: forma de bacilo o de U en

cultivos jovenes.
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Figura 7. Pruebas bioquimicas para la identificacidon de H. pylori: catalasa a), oxidasa

b), ureasa c) y tincion de Gram d) en un lote nuevo de bacterias.
6.6 Determinacion de la actividad anti-H. pylori
Se evalué mediante la determinacién de la concentracion minima inhibitoria

(CMI) por el método de dilucién en cultivo liquido.
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Se prepard un cultivo de H. pylori en medio liquido Mueller-Hinton. El cultivo
debe tener un valor aproximado de Aep= 0.230 medido con un
espectrofotémetro (Ultrospc 2000, Pharmacia Biotech) para ser incubado por 5
h en condiciones microaerofilicas y en agitacion constante (37°C, 10% de CO; y
150 rpm), hasta obtener una lectura de Agoo= 0.300, que indica que la bacteria
se encuentra al inicio de la fase logaritmica de crecimiento (10® UFC/ml

aproximadamente).

Los extractos de DM y AQ se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO) y agua,
respectivamente, el mismo dia del experimento. Las concentraciones finales de
extractos en el ensayo fueron de 15.63, 31.25, 62.5, 125, 250 y 500 pg/ml.

El mucilago obtenido se disolvidé en agua destilada y las concentraciones finales
en el ensayo fueron de: 15.63, 31.25, 62.5y 125 pg/ml.

Las muestras del alimento de alache y chepil no son solubles en agua por lo que
se utilizd directamente el polvo en cada pozo de prueba a concentraciones
finales de 62.5, 125, 250 y 500 pg/ml sin lograr que se solubilizaran
completamente. En el caso del alimento de chaya, que si es soluble, se usaron

las mismas concentraciones finales que los otros alimentos.

Las pruebas se realizaron en placas de 24 pozos, agregando a cada uno 1.5 ml
del cultivo de bacterias a una Aggpo= 0.300 mas 10 pl del tratamiento a probar.
Dichas pruebas se realizaron por triplicado usando como controles negativos 10
bl de DMSO o agua y como control positivo se emplearon los antibidticos de
referencia metronidazol y amoxicilina. Después de agregar la muestra al cultivo,
se tomo una alicuota de 600 pl para tomar una lectura inicial (Ai). La placa se
incuba por 24 h en las condiciones microaerofilicas, de temperatura y agitacion

descritas y luego de este tiempo se toma una lectura final (Af).

El valor de la CMI se obtiene calculando primero el cambio de la absorbancia
(AAgoo) de cada cultivo tanto de los controles, como de los tratamientos

experimentales, con la siguiente formula:
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AA=Af—Ai

El porcentaje de crecimiento bacteriano (%C) se calcula utilizando el valor
promedio de absorbancia de los controles (AAc) y de los datos experimentales
(AAe):

%C = (AAe)(100) / AAc

Con éste porcentaje de crecimiento bacteriano se obtiene el porcentaje de
inhibiciéon (%I) de las muestras probadas, asi como de los antibidticos de

referencia (amoxicilina y metronidazol).
%]I = 100 - %C
6.7 Cultivo y manejo de células AGS

Para el cultivo y propagacién de la linea celular se utilizd6 medio Dulbecco s
Modified Eagle Medium (D-MEM GIBCO) suplementado con 5% de suero fetal
bovino, 2 mM de L-glutamina (GIBCO), 1 mg/ml de insulina (SIGMA), 2 mM de
piruvato de sodio (GIBCO) y 100 U/mI/100 ug/ml de penicilina/estreptomicina
(GIBCO). Las células se cultivaron a 37°C y CO, al 5%

6.7.1 Propagacion de la linea celular

Se utilizé la linea celular epitelial AGS derivada de adenocarcinoma gastrico
humano ATCC 1739, la cual es conservada en viales a -70°C. Para la realizacién
de un nuevo cultivo se descongelaron el nimero necesario de viales y se
centrifugaron a 1500 rpm por 5 min, posteriormente se retiré el medio
sobrenadante y se agregaron 200 pl de medio D-MEM suplementado para
resuspender el botdn celular. Esta suspension se agregd en una caja Petri (10
mm) con 8 ml de D-MEM suplementado y se incubaron en las condiciones ya

descritas.

Para poder propagar la linea celular las células deben llegar a una confluencia
de 90%, entonces se retira el medio de cultivo y se hacen dos lavados con 5 ml

de PBS 1X estéril, cada uno. Se agregan 500 pl de tripsina/EDTA para eliminar

33



las uniones célula-célula y se incuban 5 min a 37°C para promover el
desprendimiento de las células de la caja. Posteriormente, se inactivé la tripsina
con 2 ml de D-MEM suplementado y las células desprendidas se colectan en un
tubo cénico para centrifugarse (1,500 rps/ 5 min), se elimind el medio y el
boton celular se resuspendié en 5-8 ml de D-MEM para tomar una alicuota de

10 pl para conteo celular en la camara de Neubauer.

6.7.2 Conservacion de células mediante ultracongelacién

Al generar suficiente biomasa para propagar la linea celular, ésta se almacena
en congelacion para su posterior uso, evitando asi la muerte y riesgo de

contaminacion de toda la linea celular.

Después de contar las células, provenientes de cajas confluentes, se colocd la
cantidad de 1x10%°/ml células en un vial al que se le agregé medio D-MEM

suplementado, adicionado con glicerol al 10% para su congelacidon a -70°C.

6.7.3 Crecimiento de células para experimentos de adherencia

Para llevar a cabo los experimentos de adherencia se tomaron viales de la linea
celular previamente propagada y se cultivaron hasta llegar a la confluencia
deseada (90-95%) de la manera ya descrita, en medio D-MEM suplementado.
Las células se desprendieron mediante la adicion de Tripsina/EDTA y se realiz6

un conteo celular al microscopio en camara de Neubauer.

En una caja de 96 pozos y paredes negras para cultivo celular y lectura de
fluorescencia (NUNC), se sembraron 1x10°> AGS/ pozo con medio D-MEM

suplementado, en un volumen final de 200 pl/pozo. Se incubd a 37°C por 24 h.

6.8 Determinacidn de la actividad de extractos sobre la adherencia de H. pylori
a células AGS

La determinacion del efecto sobre la adherencia de H. pylori se realizd de
acuerdo a lo descrito por Espinosa-Rivero y colaboradores en 2015 y se describe

a continuacion.
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Se preparod un cultivo de H. pylori en 100 ml de medio Mueller-Hinton. El cultivo
debe tener un valor aproximado de Agp= 0.170 determinado con un
espectrofotémetro (Ultrospc 2000, Pharmacia Biotech) para ser incubado por 16
h en condiciones microaerofilicas y en agitacion constante (37°C, 10% de CO; y
150 rpm). Se colectaron las bacterias en la fase logaritmica de su crecimiento y
se centrifugd a 5,000 rpm por 5 min. Se elimind el medio sobrenadante y el
botdn de bacterias se lava 2 veces con PBS 1X estéril, el botdon de bacterias
lavado se resuspendié en 10 ml de PBS. Las bacterias se alicuotaron en viales
con 1x10° UFC/ml para ser marcadas con 10 pl de Isotiocianato de fluoresceina
(FITC) al 0.1% diluido en DMSO. Las bacterias marcadas y otro lote igual pero

sin marcar (blanco) se incubaron a 37°C en oscuridad durante 1 h.

Después de la incubacion, los viales son centrifugados a 1,000 rpm por 1 min vy
se elimina el sobrenadante. Cada vial se lavd 2 veces con 500 ul de PBS.
Después de eliminar el sobrenadante, las bacterias marcadas se resuspenden en
900 pl de medio D-MEM sin suplementar. Las bacterias sin FITC (blancos) se

resuspenden en PBS.

Los extractos DM y AQ obtenidos previamente se disolvieron en DMSO y agua,
respectivamente, el mismo dia del experimento. Las concentraciones finales en
el ensayo fueron de 12.5, 25, 50, 100, 250 y 500 pg/ml.

El mucilago de alache y chepil fue disuelto en agua y las concentraciones finales
en el ensayo fueron de 12.5, 25, 50, 100, 250 y 500 pg/ml.

Las muestras de alimento de alache y chepil no son solubles, por lo que se
utilizé directamente el polvo en cada pozo de prueba a concentraciones finales
de 50, 100, 250 y 500 upg/ml sin lograr la solubilizacion completa del mismo. En
el caso del alimento de chaya, que si es soluble, se usaron las mismas

concentraciones finales que los otros alimentos.

A las células AGS sembradas y pre-incubadas 24 h antes se les retiro el medio

de cultivo y se les agregaron 80 pl de medio nuevo. Posteriormente se
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infectaron con 1x10® UFC de H. pylori marcadas con FITC y 10 pl de cada

tratamiento a probar. Se incubd la placa a 37°C, CO; al 5% durante 1 h.

Como control maximo de fluorescencia (Fc) se usaron bacterias marcadas con
FITC, como control minimo de fluorescencia se usaron células AGS y bacterias
sin marcar (Fb) y como control de adherencia maxima se usaron células AGS
infectadas con H. pylori marcada con FITC con 10 pl del vehiculo

correspondiente (DMSO o agua de acuerdo al tipo de extracto probado).

Después del tiempo de incubacion se retira el medio de cultivo a las células y se
lava con 180 pl de PBS para eliminar los restos de extracto y bacterias no

adheridas.

La adherencia se cuantific6 mediante la medida de la fluorescencia de las
bacterias marcadas con FITC adheridas a células AGS usando un
espectrofotdmetro (POLARstar Omega) con una longitud de onda de excitacion
de 460 nm y de deteccién de 544 nm. Cada prueba se realizd al menos por
cuatriplicado y con al menos tres repeticiones independientes obteniendo el
promedio del valor de fluorescencia para cada tratamiento. El porcentaje de
inhibicion de adherencia para tratamiento se calcula con las lecturas de

fluorescencia usando la siguiente férmula:

(Ft - Fb) x 100

% de Inhibicion de la adherencia= 100 -
Fc
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VII. Resultados y Discusion

Para iniciar el trabajo, se realizd una busqueda bibliografica acerca de la
actividad antimicrobiana de las tres especies de quelites seleccionadas y se
encontré que no habian sido evaluadas en su actividad contra H. pylori, a
excepcion del alache, al cual, el grupo de investigacidn donde se lleva a cabo la
presente tesis, le realizé ensayos preliminares utilizando un extracto acuoso y

uno metandlico de la especie (Castillo-Juarez, et al., 2009).
7.1 Clasificacion de muestras de quelites

La obtencidén de las tres especies de quelites utilizadas, fue realizada por el
equipo de la Dra. Amanda Galvez del Departamento de Alimentos vy
Biotecnologia de la Facultad de Quimica de la UNAM. Para el caso del chepil, se
pudo obtener una muestra de la planta silvestre y otra de chepil cultivado a
partir de sus semillas y se decidié incluir a ambas en el estudio. En cuanto a la
chaya, se colectaron dos muestras de localidades distintas y se decidid incluirlas
también en el trabajo con el fin de observar si estos factores influyen en su
posible actividad contra H. pylori. De esta manera, en la Tabla 1 se resumen las
muestras que fueron probadas en este trabajo, asi como las abreviaturas que se

utilizaran para identificarlas.

Tabla 1. Clasificacion de muestras experimentales de los quelites obtenidos

. . . Tipo de .
Quelite Procedencia | Variedad extracto Abreviatura
Extracto DM Ala-DM
Alach Estado de _
ache México Extracto Acuoso Ala-AQ
(sin mucilago)
Extracto DM CheS-DM
Silvestre
Ext.racto A’\cuoso CheS-AQ
(sin mucilago)
Chepil Oaxaca
Extracto DM CheC-DM
Cultivado
Extracto Acuoso CheC-AQ

(sin mucilago)
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Tipo de

Quelite Procedencia Variedad extracto Abreviatura
Yucatan Extracto DM Chal-DM
(San Pedro
Chumay) - Extracto Acuoso Chal-AQ
Chaya
Yucatan Extracto DM Cha2-DM
(Timucuy) Extracto Acuoso = Cha2-AQ

7.2 Rendimiento de los Extractos

Extractos de DM. Los rendimientos obtenidos para cada uno de los extractos
se presentan en la Tabla 2. En las extracciones de DM se obtuvieron
rendimientos por arriba del 10% lo que nos indica una buena cantidad de
compuestos organicos extraidos, suficientes como para realizar las pruebas de

actividad anti-H. pylori.

Los extractos obtenidos son de una coloracion verde oscuro y consistencia

pegajosa (Fig. 8).

Los rendimientos obtenidos para los dos extractos de chepil son similares, por lo
que hasta este punto, no se observan diferencias en cuanto al origen de ambas
plantas. Para el caso de los extractos DM de las dos muestras de chaya, se
observa una pequenfa diferencia en sus rendimientos, siendo mayor el de Cha2-
DM, esto puede indicar que el contenido o concentracién de compuestos
organicos de distintas polaridades varia respecto a la regién donde crece la

chaya, se requeriria datos adicionales y otros analisis para afirmarlo.

Tabla 2. Rendimientos calculados para los extractos DM de las muestras de

quelites
Extracto Peso de material Peso de extracto Rendimiento
vegetal inicial (g) seco (g) (%)
Ala-DM 50.00 6.86 13.71
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Peso de material

Peso de extracto

Rendimiento

Extracto vegetal inicial (g) seco (g) (%)
CheS-DM 50.00 9.46 18.92
CheC-DM 50.00 9.28 18.55
Chal-DM 7.08 0.78 11.15
Cha2-DM 8.00 1.13 14.16

Figura 8. Apariencia de los extractos obtenidos. Arriba: extractos DM, abajo: extractos

AQ, de izquierda a derecha: Ala, CheS, CheC, Chal y Cha2.

Extractos acuosos (AQ). En la Tabla 3, se presentan los rendimientos finales

obtenidos para los extractos acuosos libres de mucilago de cada una de las

especies de quelites.

En este caso los rendimientos mas altos los presentan las muestras de chaya lo

cual se puede deber a que es la especie que no presenta mucilago en su

composicidon y por lo tanto hubo menor manejo de las muestras y perdida de

material.

Los extractos secos tienen un color café-dorado y con apariencia de hojuelas.

(Fig. 8).

39



Tabla 3. Rendimientos calculados para los extractos acuosos de las muestras de

quelites
Peso del Peso del Peso del ..
i Rendimiento del
material extracto extracto seco . .
Extracto R extracto final libre
vegetal acuoso seco y libre de de mucilago* (%)
inicial (g) (9) mucilago (g) 9
Ala-AQ 10.00 3.13 1.92 19.20
CheS-AQ 10.00 3.09 1.25 12.42
CheC-AQ 10.00 Nd 1.66 16.50
Chal-AQ 5.53 1.58 - 28.61
Cha2-AQ 6.28 1.22 - 19.38

Nd. No determinado, * Con respecto al material vegetal inicial.

Mucilagos (MU). Dos de las especies de quelites trabajadas (alaches vy

chepiles) tienen la particularidad de presentar un mucilago en su composicion,

los mucilagos en general, son polisacaridos que forman parte de la fibra soluble

presente en algunas plantas. Al ponerse en contacto con el agua crea una

suspension semi-gelatinosa que dificulta su disolucidon convencional en agua u

otro solvente compatible con las bacterias. Por lo tanto, el extracto acuoso

convencional no puede usarse para los ensayos de actividad anti-H. pylori en

cultivo liquido. De tal manera, fue indispensable retirar el mucilago presente en

el extracto acuoso mediante su precipitacidon con etanol (1:1) como se puede

ver en la Fig. 9.

Figura 9. Precipitacion del mucilago presente en CheS-AQ
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En la Tabla 4 se presenta la abreviatura propuesta para las muestras de

mucilago asi como el rendimiento obtenido para cada uno de ellos.

Tabla 4. Rendimientos calculados para los mucilagos obtenidos a partir de tres
muestras de quelites.

Quelite de Abreviatura | Peso seco Rendimiento sobre el
procedencia (9) material vegetal original
(%)
Alache Ala-MU 0.607 6.06
Chepil Silvestre CheS-MU 0.568 5.63
Chepil Cultivado CheC-MU 0.612 6.08

En comparacién con otras plantas comestibles, como la espinaca china (B. alba)
o el nopal (O. ficus-indica), que poseen 9 y 4% de mucilago en su composicion
respectivamente (Vazquez, 2004; Ramu, 2011) la cantidad de mucilago en
estos quelites es similar, por lo que el estudio de estas muestras es relevante
para aportar informacion sobre la actividad bioldgica que pudiera estar presente

en los quelites que lo poseen.

7.3 Manejo de alimentos preparados a partir de tres especies de quelites

seleccionadas.

Otro de los objetivos del presente trabajo es estudiar el potencial anti-H. pylori
de alimentos tradicionales preparados con quelites, para darles un valor

agregado al ser consumidos con frecuencia.

Para esto, el grupo interdisciplinario de trabajo al que pertenece el proyecto
decidié que, con base al uso tradicional de los quelites en su regién de origen,
los alimentos que se prepararian serian: alaches en guisado caldoso, tamales de

chepil y agua de chaya.

En el caso de las muestras de alimento de alache y chepil (Ala-Alim y Che-
Alim), la naturaleza de los alimentos complicé las pruebas de inhibicion de
crecimiento y adherencia debido a que las muestras no son solubles en agua.

De esta manera se decidid usar el alimento en polvo de manera directa en los
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ensayos pues se considerd que el alimento debia estudiarse de la manera mas

similar posible a la forma tradicional en que se consume.

Los resultados obtenidos para estas muestras se reportan para concentraciones

que no llegaron a disolverse por completo.

En el caso del alimento de chaya (Cha-alim) no hubo problema para su manejo
debido a que la muestra de agua liofilizada es perfectamente soluble. Los
resultados para las muestras se reportan en concentraciones totalmente

solubles.
7.4 Evaluacion del potencial anti-Helicobacter pylori.

Extractos DM. La Fig. 10, muestra el efecto de diferentes concentraciones de
los extractos de DM de cada una de las especies de quelites, sobre el
crecimiento de H. pylori. Todos los extractos son capaces de inhibir el
crecimiento de la bacteria al 100%, pero a diferentes concentraciones. Los dos
extractos de chaya (Chal-DM y Cha2-DM) son los mas efectivos pues logran

el efecto inhibitorio total a una concentracién de 62.5 ug/ml.

El efecto inhibitorio mas bajo lo presenta Ala-DM pues se alcanza el 100% de
inhibicién a la concentracién mas alta probada (500 pg/ml), mientras que los
extractos de las dos muestras de chepil logran inhibir el crecimiento en su
totalidad a 125 y 250 pg/ml (CheS-DM y CheC-DM, respectivamente). En
todos los casos se muestra un efecto dependiente de la concentracion. Mas

adelante se discutiran los valores de CMI obtenidos para estos extractos.

De acuerdo con estos resultados, los extractos DM de las tres especies de
quelites tienen potencial para su estudio posterior en un fraccionamiento
biodirigido para la purificacion, asilamiento e identificacién de los compuestos

bioactivos.
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Figura 10. Efecto de los extractos DM sobre el crecimiento de H. pylori. Los datos son

presentados como la media £ EEM. Cada punto representa el promedio de al menos

En la grafica se puede observar que todos los extractos presentan inhibiciones
superiores al 100%, esto representa que hay menor absorbencia final que
respecto a la del tiempo inicial en el célculo del porcentaje de inhibicién. Esto
podria sugerir que los extractos pueden tener efecto bactericida en comparacion
con los controles positivos de inhibicion (amoxicilina y metronidazol), cuyas

tres experimentos independientes por triplicado.

graficas se presentan en la pagina 45.

Extractos AQ. En la Fig. 11 se muestra el efecto sobre el crecimiento de H.

pylori de los extractos acuosos obtenidos, a diferentes concentraciones.
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Figura 11. Efecto de los extractos AQ sobre el crecimiento de H. pylori. Los datos son
presentados como la media £ EEM. Cada punto representa el promedio de al menos

tres experimentos independientes por triplicado.
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Como se aprecia, los extractos acuosos en general no inhiben el crecimiento de
la bacteria, incluso, a altas concentraciones favorecen ligeramente el

crecimiento.

En el caso del alache, esté resultado es congruente con lo que se obtuvo
previamente por el grupo de trabajo déonde se desarrolld esta estancia, que
reportd que la actividad inhibitoria del extracto acuoso de dicha planta es nula.
(Castillo-Juarez, et al., 2009).

Antibioticos de referencia. Como controles positivos en la determinacién del
potencial anti-H. pylori, se utilizaron los antibidticos amoxicilina y metronidazol
que se usan en la terapia contra la bacteria. Los resultados de las pruebas se

reportan en la Fig. 12.
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Figura 12. Efecto de los antibidticos de referencia sobre el crecimiento de H. pylori.
Los datos son presentados como la media £ EEM. Cada punto representa el promedio
de al menos tres experimentos independientes por triplicado.
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Determinacion de las CMI’s.

La CMI se define como la concentracion mas baja de un compuesto o extracto, a
la cual se inhibe el 100% del crecimiento de algin microorganismo. Este valor
nos da indicativo de la potencia de un compuesto para inhibir el crecimiento, en
este caso, de H. pylori y poder clasificar su actividad. Con base en la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de los controles positivos de inhibicién
bacteriana, amoxicilina y metronidazol (CMI= 0.005 vy 250 pg/ml

respectivamente), se establecid la siguiente escala de actividad:
Actividad Baja Moderada ﬁ
CMI (ug/ml) | >500 | >300 - 500 | >125 - 300 | >15.63 - 125 | <15.63

Comparando los valores de CMI obtenidos para cada extracto con la escala, se

clasifico la actividad de los mismos (Tabla 5).

Tabla 5. CMI’s de las muestras evaluadas contra H. pylori y clasificacion de su

actividad.
- Rendimiento CMI
Quelite Extracto o compuesto (%) (ug/ml)
Diclorometano-metanol 13.71
Alache (Ala-DM) 250.00

Acuoso (Ala-AQ) 19.20
Diclorometano-metanol 11.15

(Chal-DM)
Chaya .Acuoso (Chal-AQ) 28.61
Diclorometano-metanol 14.16

(Cha2-DM)
Acuoso (Cha2-AQ) 19.38
Diclorometano-metanol 18.92

(CheS-DM)
Chepil Acuoso (CheS-AQ) 12.42
Diclorometano-metanol 18.55

(CheC-DM)
Acuoso (CheC-AQ) 16.50

Controles Amoxicilina - 0.005
positivos Metronidazol - 250.00
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En éste resumen se puede ver que los extractos de DM en general, son mas
activos que los extractos acuosos, esto podria ser por la gran cantidad de
compuestos organicos que se extraen en su espectro de polaridad. Al comparar
las CMI’'s de los extractos de quelites con la del antibidtico de referencia
amoxicilina, las CMI’'s obtenidas fueron mucho mayores, sin embargo, si las
comparamos con el antibiético metronidazol, todos los extractos de DM fueron
mejores. De entre ellos, Chal-DM y Cha2-DM son los extractos mas activos
(CMI= 62.5 pg/ml) con una actividad buena de acuerdo con la escala

establecida.

Esta informacidon es muy importante dado que el Metronidazol es uno de los
antibioticos basicos en la terapia de erradicacidn de la cual tiene una tasa de
éxito del 80% (Sierra et al., 2013).

Hay que destacar que la bacteria presenta alta resistencia al metronidazol y
otros antibidticos similares (Trespalacios et al., 2010) por lo que es importante
encontrar compuestos con actividad similar que se consideren como nuevas
alternativas a estas terapias. En este caso seria recomendable continuar con el

estudio de los extractos con actividades buenas.

También se pueden observar CMI’s iguales para extractos de una misma especie
de quelite, esto podria indicar que no hay diferencia entre las distintas
variedades del chepil (silvestre y cultivado) y por la procedencia de las muestras

de chaya.

De acuerdo con la clasificacidon de la actividad anti-H. pylori de los extractos DM
podemos decir que los extractos de chaya presenta una actividad buena contra
la bacteria y seria importante continuar con su estudio. Los extractos de chepil y
alache también presentan cierto potencial, con actividades de buenas vy
moderadas, respectivamente, con lo que se demuestra la hipotesis de que las

especies estudiadas si presentan cierta actividad contra H. pylori.

Los extractos AQ de los tres quelites estudiados presentan una actividad nula
contra H. pylori, esto podria deberse a la baja cantidad o concentracién de
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compuestos activos contra la bacteria en dicho extracto. Estos resultados
concuerdan con otros estudios donde el extracto acuoso presenta la actividad
anti-H. pylori mas baja y hay mayor efecto inhibitorio en los extractos con

menor polaridad (Escobedo-Hinojosa et al., 2012; Espinosa-Rivero et al., 2015)

Mucilagos (MU). En el caso del mucilago obtenido del alache y chepil,
encontramos que las muestras son insolubles en las condiciones del ensayo a
concentraciones mayores de 125 upg/ml, por lo que ésta fue la concentracion
mas alta empleada. En la Fig. 13 se muestra el efecto de cada mucilago sobre el
crecimiento de la bacteria, en funcidon de la concentracién final probada. Como
se observa, ninguno de los mucilagos tiene actividad anti-H. pylori. Se sabe
que la composicion general de los mucilagos consiste en polisacaridos de
estructura similar a las de las pectinas, en el caso de estos quelites, no se tiene
reportes de la caracterizacion de su mucilago pero no presentan compuestos

activos contra la bacteria.
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Figura 13. Determinacién de la actividad anti-H. pylori de los mucilagos (MU) de
alache y chepil. Los datos son presentados como la media £ EEM. Cada punto
representa el promedio de al menos tres réplicas independientes por triplicado.

Alimentos de quelites (alim). En el caso del guisado de alache y el tamal de
chepil, las muestras no son solubles (Fig. 14), por lo que se decidié anadirlos

directamente al medio de cultivo. Es importante hacer notar que el ensayo se
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realiza con agitacion constante, e independientemente de la insolubilidad de la
muestra, esto permite un contacto continuo de las bacterias con la muestra, lo
que podria permitir que las moléculas tuvieran algun efecto sobre la bacteria. En

el caso del agua de chaya, la metodologia no se alterdé gracias a la solubilidad
total de la muestra.

Figura 14. Insolubilidad de Ala-alim en el ensayo de actividad anti-H. pylori

En la Fig. 15 se muestran los resultados obtenidos. En ningun caso se observo
algun efecto inhibitorio sobre el crecimiento de H. pylori. Esto puede deberse a
que la metodologia usada in vitro no es compatible con el tipo de muestras de

los alimentos o que en el alimento no se encuentran compuestos bioactivos
sobre la bacteria.
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Figura 15. Determinacion de la actividad anti-H. pylori de los alimentos (alim) de las
especies de quelites seleccionadas. Cada punto representa el promedio de al menos
tres réplicas independientes por triplicado =EEM.
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En primer lugar, hay que hacer notar que debido a la forma en que se realizd el
experimento, los datos obtenidos de cada experimento presentaron una gran

dispersion, por lo que su analisis fue dificil.

Los resultados finales indicarian una nula accién de los alimentos contra H.
pylori e incluso, en cantidades mas altas se observa que se favorece
ligeramente su crecimiento bajo las condiciones experimentales empleadas. Sin
embargo, no es posible descartar algin efecto inhibitorio del alimento sobre la
bacteria en condiciones dado que el ensayo no fue el ideal para determinar su

accion.

De igual manera se evaluaron los condimentos y otros ingredientes presentes
en el alimento tradicional (blancos) y se encontré que no ejercen algun efecto

inhibitorio que detecte esta metodologia (datos no mostrados).

Para poder determinar correctamente el efecto que pueden presentar los
platillos tradicionales se debe disefiar otro tipo de metodologia, como los
modelos animales, y determinar si el tratamiento térmico dado a los quelites en
la preparacion del alimento tienen algun efecto sobre la actividad original de los

extractos.
7.5 Evaluaciéon del efecto sobre la adherencia de H. pylori a células AGS

Para que H. pylori pueda establecer una infeccién debe interaccionar con las
células del hospedero, de tener éxito puede colonizar y danar el epitelio
gastrico, por ello el incidir sobre este factor puede ser una de las vias por las
gue se puedan prevenir las enfermedades derivadas de la infeccién con la

bacteria.

Extractos DM. En la Fig. 16 se observa el porcentaje de inhibicion de la
adherencia de H. pylori a células AGS en funcién de la concentracién final
probada para los extractos DM. Se observa un efecto inhibidor de la adherencia
de 50-60% y no presentan diferencia significativa entre ellos por lo que el
efecto es bueno independientemente de la especie de quelite.
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Figura 16. Determinacién de la actividad anti-adherente de extractos DM de quelites.
Cada punto representa el promedio de al menos tres experimentos independientes por
cuadruplicado £ EEM.

Extractos AQ. Para estos extractos observamos los resultados del ensayo de
actividad anti-adherente en la Fig. 17. De manera general los extractos
presentan una inhibicién de 20-40% de la adherencia de H. pylori a células AGS.
En este caso el efecto inhibitorio de Ala-AQ es mayor al del resto de los

extractos del mismo tipo.
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Figura 17. Determinacién de la actividad anti-adherente de extractos AQ de quelites.
Cada punto representa el promedio de al menos tres experimentos independientes por
cuadruplicado + EEM.
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En ambos casos se puede observar el efecto sobre la adherencia desde
concentraciones bajas (en algunos casos incluso a 50 pg/ml), para los extractos
AQ, el efecto de Ala-AQ es mayor al del resto de los extractos del mismo tipo
por lo que esta especie podria considerarse con el mejor potencial al presentar

mas del 40% de inhibicion de adherencia en los dos tipos de extractos.

Mucilagos (MU). Los resultados del ensayo para los mucilagos de alache y
chepil se muestran en la Fig. 18, donde podemos ver que las tres muestras
presentan un buen efecto inhibidor de la adherencia, destacandose el mucilago
de alache, que alcanza un maximo de inhibicién de la adherencia de 28.13 +
2.54%. También en este caso, las tres muestras presentan el efecto anti-
adherente desde las concentraciones mas bajas probadas, lo que nos indica la
efectividad de los componentes de los mucilagos para bloquear el mecanismo de

adherencia de H. pylori a células AGS.
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Figura 18. Determinacién de la actividad anti-adherente de mucilagos (MU) de
quelites. Cada punto representa el promedio de al menos tres experimentos
independientes por cuadruplicado £ EEM.

Alimentos. En la Fig. 19 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion
del efecto sobre la adherencia para los alimentos tradicionales ya descritos. En

este caso, se muestran también los resultados de la evaluacién de cada una de
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las muestras consideradas como “blancos” para cada alimento, es decir, el resto
de ingredientes presentes en el alimento, esto con el fin de descartar que la
actividad observada se deba a los ingredientes y condimentos extra y no al

efecto de cada especie de quelite por si misma.

Para el caso del alache (Fig. 19a), el alimento presenta un efecto de inhibicidon
de adherencia menor al 10% al igual que el efecto que presentan los
condimentos por separado. Luego de la correccién de los datos (% Inhibicién de
adherencia del alimento - % Inhibicibn de adherencia del blanco de
condimentos), se encontré que la actividad anti-adherente del alache en el

alimento preparado es de 6.73 = 1.06% a una concentracion de 100 pug/ml.

Los resultados de la evaluacion de la actividad del alimento preparado con las
dos muestras con chepil (Fig. 19b) indican que en ambos casos hay actividad
inhibitoria de 20% aproximadamente a la concentracion final mas alta probada.
En este caso también se observd que el efecto inhibitorio esta presente desde

concentraciones bajas (15% a 50 ug/ml para ambas muestras).

El efecto observado para los alimentos de chaya (Fig. 19c y d) es similar en
ambas muestras que al corregirse con el efecto de las muestras “blanco”
respectivas, se mantiene en un valor cercano al 10% de inhibicion de la
adherencia y que es independiente de la concentracion final del alimento en el

ensayo.
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Figura 19. Determinacién de la actividad anti-adherente de alimentos (alim) de quelites.
bco: “blancos” para cada alimento. alimCORR: indica la curva obtenida de restar Quelite-
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alim - quelite-bco. Cada punto representa el promedio de al menos tres experimentos
independientes por cuadruplicado £ EEM.

La adherencia de H. pylori a células epiteliales esta mediada por adhesinas, de
las cuales se tienen reportadas alrededor de 40 (Testerman, et al., 2001), por lo
cual la diversidad de interacciones que existen entre las adhesinas de H. pylori y
los receptores del huésped hacen poco probable que un solo compuesto o

extracto logre inhibir el 100% de la inhibicién de la bacteria.

Se han reportado actividades anti-adherentes de productos naturales, pero
siempre se ha encontrado una inhibicion parcial, por ejemplo, el extracto de té
verde (Camellia sinensis) inhibid un 60% la adherencia de H. pylori a una
concentracion de 2 mg/ml (Lee et al., 2009), el extracto acuoso de Lippia
integrifolia (incayuyo) inhibe el 40% de la adherencia de H. pylori (Marcial et
al., 2014) y las fracciones de polisacaridos obtenidas de las especies Artemisa
capillaris y Panax ginseng, inhibieron 44% y 66% respectivamente (Lee et al.,
2004).

Por otro lado Espinosa-Rivero reportd en 2016 como controles positivos de
inhibicién de adherencia al acido sidlico y a la fucosa. El primero actia como
inhibidor de la interaccion de la adhesina SabA al residuo de acido sialico y el
segundo como a inhibidor de la interaccidon de la adhesina BabA a residuos de
fucosa (Walz, et al., 2005; Liu, et al., 2009). Para ambos compuestos obtuvo un

25% de inhibicion maxima de la adherencia a una concentracion de 500 pg/ml.

Con estos antecedentes, los resultados obtenidos por los extractos, alimentos y
el mucilago de los quelites estudiados, nos indican una adherencia parcial buena
que demuestra que estas especies tienen efecto sobre uno de los factores de
colonizacidon de H. pylori y podrian ayudar a la prevencion de la infeccion y

enfermedades asociadas a esta bacteria.

Flavonoides de interés presentes en el alache (Anoda cristata)

De manera adicional a los objetivos planteados en este trabajo y dado que

Judrez-Reyes vy colaboradores (2015) reportaron la presencia de dos
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flavonoides, diosmetina y la acacetina (Fig. 20) en el alache, se decidié evaluar
el potencial anti-H. pylori de estos compuestos puros para determinar si eran

los responsables de las actividades encontradas previamente en los extractos.

Los flavonoides son una familia de compuestos presentes en una gran variedad
de plantas, muchas de ellas de uso tradicional y se sabe que algunos de ellos

tienen actividad contra H. pylori y sus factores de colonizacién (Wang, 2014).
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Figura 20. Estructura de los flavonoides estudiados: acacetina y diosmetina

La acacetina y la diosmetina se disolvieron en DMSO a concentraciones finales
para de 1.95, 3.91, 7.82, 15.63, 31.25 y 62.5 pg/ml para el ensayo de
crecimiento y concentraciones finales de 1.95, 3.91, 7.82, 15.63, 31.25, 62.5,
125 y 250 pg/ml para el ensayo de adherencia.

En la Fig. 21 se muestran los resultados de la evaluacion del efecto de acacetina
y diosmetina sobre el crecimiento y la adherencia de H. pylori, que se realizd

con la metodologia descrita para cada ensayo in vitro.
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Figura 21. Efecto de los flavonoides del alache, sobre a) el crecimiento y b)
adherencia de H. pylori. Los datos son presentados como la media £ EEM. Cada punto
representa el promedio de al menos tres experimentos independientes por triplicado.

En el caso de la actividad anti-H. pylori, se encontré6 que para ambos
flavonoides el porcentaje de inhibicién de adherencia es de alrededor de 90% a
la concentracién mas alta probada (62.5 pg/ml). No se evaluaron
concentraciones mas altas debido a la insolubilidad de los compuestos en el
medio de cultivo usado en la prueba (Fig. 22), sin embargo, a una

concentracion final de 3.9 yg/ml se encontrd una inhibicion de 86.70 = 5.05%

56



para la acacetina y de 91.94 £ 2.16% para la diosmetina, lo que nos indica un
fuerte efecto contra H. pylori y una saturacion en el efecto sobre la bacteria

desde concentraciones bajas.

Previamente, se habia reportado una MIC >100 pg/ml para la diosmetina
determinado mediante el método de difusién en agar (Bae et al., 1999). En el
caso del presente trabajo se usdé una metodologia que permite que el
compuesto diluido este en contacto directo constante con la bacteria y a
diferencia del reporte mencionado, se encontré un valor de inhibicion de
crecimiento alto y preciso a una concentracion mas baja de la reportada

previamente.

Figura 22. Insolubilidad de flavonoides en el ensayo de actividad anti-H. pylori a
concentraciones mayores a 62.5 pg/ml.

Los resultados de la prueba de adherencia (Fig. 21 b) indican que ambos
flavonoides inhiben la adherencia de H. pylori a células AGS. Para la acacetina,
se encontré6 una mejor actividad respecto a la diosmetina, que a una
concentracion final de 250 pg/ml logran una inhibicién de la adherencia de
40.56 = 3.16% vy 31.35 £ 4.61%, respectivamente. Las actividades
encontradas para estos compuestos son buenas y nos indican que los
flavonoides presentes en el alache podrian ser los responsables de la actividad

anti-H. pylori que se encontré en los extractos.

La presencia de estos dos flavonoides en el alache podria presentar algun efecto
contra H. pylori al consumirse la planta entera como se hace de manera

tradicional aunque es necesario demostrar la presencia y concentracién de los
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flavonoides en dicho alimento y si seria suficiente para seguir presentando el

efecto que se encontrd en este trabajo.

Por otro lado, podemos decir que la acacetina y la diosmetina, son compuestos
que pueden incidir en el control de H. pylori pues tienen efecto inhibidor sobre
su crecimiento y su adherencia a células del epitelio, por lo que se deberia
continuar con su estudio para poder usarlos como una posible alternativa o
complemento a los tratamientos tradicionales usados contra H. pylori y las

enfermedades asociadas a su infeccion.
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VIII. Conclusiones

Los extractos de diclorometano-metanol de las tres especies de quelites,
presentan actividades anti-H. pylori de buenas a moderadas en relacion con los
antibidticos de referencia. No se presenta diferencia en la actividad de los

extractos DM de la misma especie de quelite.

Particularmente, los extractos DM de las dos muestras de chaya procedentes de
Yucatan, presentaron una CMI menor al resto de los extractos lo que indica una

mejor actividad contra la bacteria.

Estos mismos extractos presentan un buen efecto inhibitorio de la adherencia de
H. pylori a células AGS, sin mostrar diferencia entre las especies de quelites

estudiadas.

Por otro lado los extractos acuosos de las tres especies de quelites, presentan
una actividad nula contra H. pylori, sin embargo, tienen actividad inhibitoria de
la adherencia de la bacteria, que puede ser comparable con compuestos que

han sido probados como controles positivos de inhibicion.

Los mucilagos obtenidos del alache y de ambas variedades de chepil usadas en
este trabajo, no presentaron efecto anti-H. pylori, pero si tienen actividad
contra la adherencia de ésta a células AGS. El mucilago del alache alcanzé una
inhibicion de la adherencia superior a 25%, lo que representa una buena
efectividad y potencial para ser estudiado como inhibidor de la infeccién por H.

pylori.

La metodologia empleada para determinar el potencial anti-H. pylori de los
alimentos preparados a partir de los quelites seleccionados no permitio la
completa solubilidad de las muestras de alimento de alache y chepil, que no
arrojé resultados favorables pues no se observa efecto inhibitorio contra H.
pylori. En el caso del alimento de chaya, totalmente soluble en el ensayo, no

presentd actividad contra la bacteria.
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En el caso del ensayo de adherencia se presentd el mismo problema de
solubilidad con las muestras de alimento de alache y chepil, sin embargo, este
ultimo presentd un 20% de inhibicién de adherencia (para ambas variedades),
por lo que es probable que los alimentos preparados con este quelite tengan

este efecto sobre la bacteria.

Para determinar con claridad el efecto de los alimentos sobre el crecimiento de
H. pylori y su adherencia a las células del epitelio, se propone buscar otras

metodologias.

Se encontrdé que los dos flavonoides estudiados del alache presentan una buena
actividad anti-H. pylori, pues a pesar de que no se logré determinar una CMI,
ambos compuestos alcanzan cerca del 90% de inhibicién del crecimiento a una
baja concentracion (3.9 pg/ml). Ambos flavonoides también presentaron
actividad anti-adherente, destacandose la acacetina con un maximo de

inhibicién del 40% a la concentracion final mas alta probada en el ensayo.

En general, las actividades de extractos DM y compuestos que se pudieron
determinar, son similares o incluso mejores que la del metronidazol, antibiotico
de referencia utilizado como tratamiento contra H. pylori y otras enfermedades.
Por esto, se puede decir que las especies de quelites estudiadas si presentan en
su composicidon, sustancias activas que podrian ser de ayuda en la prevencion

de infeccidn con H. pylori y de las patologias ligadas a su presencia.

Este trabajo representa el primer estudio dirigido de la actividad anti H. pylori

de quelites consumidos de manera tradicional en la dieta mexicana.
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IX. Perspectivas

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se plantean las

siguientes perspectivas:

o Un fraccionamiento biodirigido de los extractos con actividad sobre H.
pylori con la finalidad de obtener compuestos puros que puedan ser

empleados como farmacos contra la bacteria.

o Estudiar la toxicidad de los extractos obtenidos.

o Caracterizar fitoquimicamente a los extractos de las tres especies de
quelites en estudio para identificar los compuestos responsables de las

propiedades atribuidas a ellos.

o Evaluar el efecto de un tratamiento térmico a los quelites, como modelo
de procesamiento tradicional, sobre la actividad que presentan los

extractos contra la bacteria H. pylori.

o Se propone buscar una metodologia que permita estudiar el efecto de los
alimentos tradicionales elaborados a partir de quelites, sobre H. pylori. Se
sugiere la utilizacion de modelos animales infectados con la bacteria, que
sean alimentados con los quelites para evaluar su efecto. También se
podria procesar las muestras de alimento con condiciones enzimaticas

similares a las del estdmago en experimentos in vitro en presencia de H.

pylori.
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