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RESUMEN.

Helicobacter pylori es una bacteria capaz de colonizar la mucosa géstrica de los
humanos produciendo gastritis cronica en todos los infectados, y a Ulcera péptica
en 10-15 % de los casos, cancer gastrico en 1 a 2% de los infectados y linfoma
gastrico tipo MALT en 1 de cada 100000. La prevalencia de H. pylori en los paises
industrializados oscila entre 20-50%, y en los paises en desarrollo de 70 — 80%. Se
ha encontrado que la mejor estrategia para reducir la incidencia de cancer gastrico,
una de las patologias asociadas con la infeccion, es la erradicacion de la infeccion
por H. pylori. El tratamiento actual para la erradicacion de la infeccion por H. pylori
es el uso de terapias de primera linea, que combina dos antibiéticos con un inhibidor
de bombas de protones. En los ultimos afios la eficacia de estas terapias ha
disminuido especialmente por causa de la resistencia de la bacteria a los antibiéticos
usados en las terapias de erradicacion de la infeccidn, por este motivo es de suma
importancia encontrar nuevas alternativas terapéuticas.

Teniendo en cuenta esta problematica y las implicaciones que tiene la infeccién por
H. pylori en el desarrollo de cancer gastrico, los productos naturales pueden ser una
fuente potencial de nuevos agentes antimicrobianos. Por esta razon, este trabajo
evaluo la actividad antimicrobiana de diferentes extractos de llex guayusa e llex
paraguariensis, frente a cepas de referencia de H. pylori. Se evaluaron diferentes
concentraciones de extractos acuosos y etanodlicos de las plantas en estudio
mediante dilucién en agar. Los extractos hidroetandlicos y acuosos de |. guayusa a
concentraciones de 1000 ug/mL presentaron actividad anti H. pylori. Los extractos
obtenidos por maceracién etandlica de |. paraguariensis tuvieron la mejor actividad
frente a H. pylori a una concentracion de 500 pg / mL, mientras los extractos
acuosos de esta especie no mostraron actividad antimicrobiana frente a H. pylori.
Los andlisis cromatograficos de los extractos de |. guayusa presentaron varias
manchas referentes a compuestos fendlicos. En |. paraguariensis se observé una
mayor complejidad con relacion al perfil de compuestos fenélicos y también se
evidencio la presencia de acido cafeico y cafeina en su composicién. Se observan
saponinas en ambas especies, sin embargo, en |. paraguariensis se aprecia una
mayor riqueza de estas.
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SUMMARY.

Helicobacter pylori is a bacterium capable of colonizing the gastric mucosa of
humans, producing chronic gastritis in all those infected, and a peptic ulcer in 10-
15% of cases, gastric cancer in 1 to 2% of those infected, and gastric lymphoma
type MALT in 1 in 100,000. The prevalence of H. pylori in industrialized countries
ranges from 20-50%, and in developing countries from 70-80%. It has been found
that the best strategy to reduce the incidence of gastric cancer, one of the
pathologies associated with infection, is the eradication of H. pylori infection. The
current treatment for eradication of H. pylori infection is the use of first-line therapies,
which combines two antibiotics with a proton pump inhibitor. In recent years, the
efficacy of these therapies has decreased, especially due to the resistance of the
bacteria to antibiotics used in infection eradication therapies, for this reason it is of
utmost importance to find new therapeutic alternatives.

Given these issues and the implications of H. pylori infection in the development of
gastric cancer, natural products can be a potential source of new antimicrobial
agents. For this reason, this work evaluated the antimicrobial activity of different
extracts of llex guayusa and llex paraguariensis, against H. pylori reference strains.
Different concentrations of aqueous and ethanolic extracts of the plants under study
were evaluated by agar dilution. Hydroethanolic and aqueous extracts of I. guayusa
at concentrations of 1000 ug / mL showed anti H. pylori activity. The extracts
obtained by ethanolic maceration of I. paraguariensis had the best activity against
H. pylori at a concentration of 500 pg / mL, while the aqueous extracts of this species
did not show antimicrobial activity against H. pylori. Chromatographic analyzes of
the extracts of I. guayusa showed several spots referring to phenolic compounds. In
|. paraguariensis a greater complexity was observed in relation to the phenolic
compound profile and the presence of caffeic acid and caffeine in its composition
was also evidenced. Saponins are observed in both species, however, in I.
paraguariensis a greater richness of these is observed.
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INTRODUCCION.

Durante siglos, se ha asociado la utilizacion de productos vegetales en la medicina
popular debido a sus reconocidos atributos en la salud, pero inicialmente sin alguna
evidencia cientifica, simplemente basadas en la tradiciobn y conocimientos
populares. En los ultimos siglos, el uso de las plantas medicinales vino a motivar el
interés investigativo. Se han estudiado cada vez mas las propiedades bioactivas
gue se le atribuyen a dichas plantas gracias a sus menores costos, alta efectividad,
biodisponibilidad y pocos efectos adversos. En especial, los efectos antimicrobianos
de multiples especies, que se han confirmado en estudios in vitro e in vivo. De
hecho, un gran porcentaje (aprox. 40%) de las moléculas activas utilizadas en la
terapia se derivan de moléculas bioactivas extraidas o basadas plantas medicinales.

DEA)

Entre las mdultiples infecciones que aguejan al hombre, se encuentra la infeccion por
Helicobacter pylori, la bacteria es el principal agente etiolégico de enfermedades
gastroduodenales, como la gastritis cronica, la ulcera péptica y el cancer géastrico
(4). Siendo catalogada como carcinégeno tipo | por La Organizacion Mundial de la
Salud (5). Se estima que mas del 80% de la poblacion mundial se encuentra
infectada por H. pylori (4) y en Colombia mas del 60% de los adultos se encuentran
infectados por esta bacteria (6). La terapia de erradicacion de la infeccién por H.
pylori ha disminuido su eficacia debido a la resistencia a los antibiéticos empleados
(7) y baja adherencia al tratamiento por efectos adversos (8). Por lo tanto, la
bdsqueda de nuevas alternativas terapéuticas para la erradicaciéon de la infeccién
por H. pylori, ha tomado importancia en los ultimos afios (5), ademas de ser una
estrategia para reducir la incidencia de cancer gastrico (9). Una de las alternativas
terapéuticas que han sido estudiadas es el uso de productos naturales que han
demostrado actividad antibacteriana contra H. pylori (10)(2)(1)(11).

Entre las plantas de amplio uso para tratar trastornos gastrointestinales estan las
especies llex guayusa e llex paraguariensis, las cuales son tradicionalmente usadas
por su capacidad estimulante y depurativo del sistema digestivo (1)(12)(13) y por
sus propiedades antioxidantes (14). En este contexto, este trabajo evaluo la
actividad antimicrobiana de algunos extractos obtenidos de las especies |. guayusa
e |. paraguariensis frente a H. pylori por el método de dilucion en agar, de acuerdo
con las directrices del CLSI (15).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La infeccion por H. pylori afecta el 80% de la poblacion de los paises en via de
desarrollo (4), situacibn que se atribuye a las malas condiciones sanitarias
existentes en estas sociedades y que condicionan la exposicion frecuente al
patogeno (16). H. pylori es el principal agente etiolégico de gastritis cronica, y en el
20% de los casos, la infeccion puede desencadenar una variedad de enfermedades
graves, incluyendo las Ulceras pépticas y cancer géastrico (17). El cAncer gastrico es
una enfermedad maligna considerada como el cancer més frecuente de los paises
en vias de desarrollo y una de las primeras causas de mortalidad con mas de
700.000 muertes anuales (18) . En Colombia, el cAncer gastrico es la primera causa
de muerte por cancer en hombres y la tercera en mujeres (19)(6). El principal tipo
de cancer gastrico es el adenocarcinoma, que comprende dos variedades
histoldgicas: el intestinal (CGI), que es la variante mas frecuente y el tipo difuso
(CGD). El primero se asocia fuertemente a H. pylori y a factores ambientales, como
el consumo de tabaco y la dieta (19).

En Colombia més del 60% de los adultos se encuentran infectados por H. pylori (19)
y la infeccion generalmente se adquiere en la nifiez, pero el diagndstico de cancer
gastrico, cuando ocurre, es mas comun después de la sexta década de vida (20)(6),
El 90% de los casos de adenocarcinoma gastrico estan relacionados con la
infeccion por H. pylori en donde también intervienen factores genéticos del individuo
y estilos de vida que incluyen la dieta, consumo de alcohol y fumar (1) (17). Por lo
tanto, la erradicacion de la infeccidn es una de las estrategias que actualmente los
consensos mundiales de gastroenterologia postulan para la prevencién de
adenocarcinoma gastrico (21). En los ultimos afios el tratamiento recomendado para
su erradicacion, como esquema de primera linea, es la triple terapia estandar,
constituida por un inhibidor de la bomba de protones, amoxicilina y claritromicina o
metronidazol (7)(22)(23). Pero la eficacia de los tratamientos de primera linea
comunmente empleados es inferior al 80 %, debido especialmente a la resistencia
primaria de la bacteria a metronidazol, claritromicina y levofloxacina, ocasionando
un desafio en la erradicacion de H. pylori (22)(24)(25).
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JUSTIFICACION.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) emiti6 en febrero de 2017, una
publicacién para promover la investigacion y el desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas para los gérmenes multirresistentes y clasifico a H. pylori como una
bacteria de alta prioridad (5). Por lo tanto, existe la necesidad de buscar nuevos
farmacos con actividad antibacteriana, siendo los productos naturales fuentes
potenciales para encontrar nuevas moléculas con capacidad antibiética (1)(26)(2),
es aqui donde el género llex toma importancia.

En Latinoamérica se reconocen 17 especies del género llex, donde en las ultimas
décadas |. paraguariensis, mas conocida como yerba mate, se destaca siendo un
producto ampliamente utilizado de manera de bebida tradicional, y también por las
propiedades benéficas que se vienen atribuyendo a esta planta, tales como:
antioxidante, antiinflamatorio, antitumoral y en la reduccién de peso (27).

Diferentes investigaciones han revelado el potencial antimicrobiano de |I.
paraguariensis, cuyo espectro de accion incluye bacterias Grampositivas y
Gramnegativas. Dentro de los cuales se encontré actividad antimicrobiana de un
extracto etandlico de hojas de I. paraguariensis frente a H. pylori. (1)(12)(28). A su
vez, en Colombia la especie de este género que se destaca es |. guayusa
comunmente conocida como “guayusa” siendo utilizada para consumo humano, ya
gue se le atribuyen propiedades estimulantes del sistema nervioso y digestivo en la
medicina tradicional. (29)

Teniendo en cuenta las altas tasas de resistencia de H. pylori a los antimicrobianos,
gue han conllevado a la disminucién de la eficacia de las terapias de erradicacion y
la asociacion de H.pylori con el desarrollo de cancer gastrico (17), en este trabajo
se evalug la actividad antimicrobiana de las especies |. guayusa y |. paraguariensis
frente a H. pylori como una estrategia para la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas que puedan, a futuro, ser utilizadas para el tratamiento de la infeccion.

Con lo expuesto anteriormente, en este trabajo se planted la siguiente pregunta de
investigacion: ¢Cual es la actividad antimicrobiana in vitro de algunos extractos
vegetales de las especies |. guayusa e |. paraguariensis frente a Helicobacter pylori?

Este trabajo se realizé en conjunto con el Grupo de Enfermedades Infecciosas GEI
y el Grupo de Investigaciéon Fitoquimica de la Pontificia Universidad Javeriana.
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MARCO TEORICO.

1. Helicobacter pylori

En 1982, los investigadores J. Robin Warren y Barry Marshall en Australia aislaron
por primera vez H. pylori en muestras de biopsias gastricas de pacientes con
gastritis cronicay Ulceras pépticas. Barry Marshall confirmé mediante los postulados
de Koch que H. pylori era la principal causa de patologias gastricas. (4)(30)

H. pylori es una bacteria Gramnegativa, microaerofilica, flagelado con forma de
bacilo espiral. Su caracteristica bioguimica mas importante es la ureasa,
considerablemente mas potente que en otras bacterias. Tiene otras dos enzimas
muy utiles para su identificacion cuando crece en medios de cultivo que son la
oxidasa y la catalasa. Es capaz de habitar en el epitelio gastrico humano.(4) Por su
forma de espiral puede atravesar la capa de moco que recubre el epitelio gastrico y
colonizarlo, causando una interrupcién en el revestimiento protector del estomago.
Su capacidad de sobrevivir en el ambiente géstrico se explica por la produccion de
la enzima ureasa que transforma la urea en amoniaco y en diéxido de carbono; el
amoniaco que neutraliza el pH gastrico promoviendo la atrofia del epitelio y la
carcinogénesis. (31)

H. pylori es una bacteria que infecta a mas de la mitad de la poblacién mundial (22)
y sus principales vias de transmision son oral — oral y fecal — oral, que, en ausencia
de un tratamiento basado en antibiéticos, puede persistir durante toda la vida. En la
mayoria de los casos, se adquiere en la infancia y a menudo persiste en la edad
adulta, ya que el sistema inmune es incapaz de erradicarla (4)(31).

La infeccion por H. pylori puede cursar sintomatica o asintomatica, se estima que
mas del 70 % de las infecciones son asintoméaticas (32). En todos los pacientes
infectados la bacteria produce gastritis crénica que, en algunos pacientes, entre el
10-20% avanza a Ulcera duodenal, 1 a 2% a cancer gastrico y 1 de cada 100000
casos puede evolucionar a linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) y
cancer gastrico. (33)

El desarrollo de estas patologias asociadas a la infeccibn depende de factores
genéticos del huésped, factores ambientales como el estilo de vida que incluyen el
tabaquismo, consumo excesivo de alcohol, bajo consumo de frutas y verduras y alto
contenido de sal se encuentran entre los mas relevantes y la infeccién por genotipos
mas virulentos de H. pylori como CagA (+) y VacA s1m1l. (30)(34)

H. pylori permanece en el moco gastrico, por fuera de la célula epitelial gastrica; sin
embargo, se han propuesto varios mecanismos capaces de desencadenar sefiales
en las células del huésped que influyen en la aparicion de la carcinogénesis. Dentro
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de estas, se encuentra la proteina CagA (+), esta es translocada a la célula huésped
por medio de un sistema de secrecion tipo IV, y posteriormente fosforilada
desencadenando cambios en el citoesqueleto, en la morfologia y en la movilidad de
la célula huésped, debido a que destruye las uniones estrechas, causa pérdida de
la polaridad en las células epiteliales, y desestabiliza el complejo E-cadherina / B-
catenina (30). De igual forma, inducen niveles mas altos de las citoquinas
proinflamatorias IL-1 e IL-8, que, a su vez, actian como un quimio atrayente para
las células polimorfonucleares (PMN). Se considera que estos PMN son de
importancia critica para la ruptura de la barrera epitelial local y pueden conducir a
una mayor infiltracion de la bacteria en la submucosa, desencadenando una
inflamacion cronica (35) y que, sumada a una condicidon de hipoclorhidria en el
cuerpo gastrico constituyen como el principal factor de riesgo para el desarrollo de
atrofia gastrica, y produccién de radicales libres que lesionan el DNA de estas
células con rapido crecimiento que luego puede avanzar a cancer gastrico.
También, se encuentra la proteina citotoxina vacuolizante (VacA) que una vez
internalizada en la célula del hospedero, induce la formacion de vacuolas,
estimulando la apoptosis. Por lo cual, existe una amplia evidencia que implica a H.
pylori en pasos claves en el desarrollo del cancer géstrico. (30)(32)

La infeccidn inicia un prolongado proceso precanceroso con las siguientes etapas
bien caracterizadas: gastritis atréfica multifocal — metaplasia intestinal completa —
metaplasia intestinal incompleta — displasia — cancer gastrico. Por lo cual, H. pylori
ha sido clasificada dentro del grupo | de carcinégenos por la Agencia Internacional
de Investigacion del Céncer (22)(17). Este grupo de carcinGgenos tiene una
asociacion probada entre el agente y la neoplasia implicada. Por esto, la
erradicacion del H. pylori ha sido propuesta como una estrategia de quimio-
prevencion primaria para reducir la incidencia de cancer gastrico. En 2012, se
notifico la eficacia del tratamiento de la infeccion por H. pylori para reducir el riesgo,
en un estudio clinico aleatorizado en Shandong, China, se encontrd una reduccién
estadisticamente significativa del 39% en el riesgo de cancer gastrico. Al igual que
en el 2014, uno de los ensayos en Japén, reporté una reduccion estadisticamente
significativa en el riesgo de cancer gastrico, en efecto indican que el tratamiento con
H. pylori reduce la incidencia de cancer géastrico entre un 30 y un 40%. También hay
evidencia de que el tratamiento de H. pylori puede prevenir la anemia ferropénica
en nifios (25)(36).

El resultado de la infeccion en cada individuo es impredecible, asi como lo es la
forma en la que avanzan las lesiones de la mucosa gastrica. Sin embargo, la
progresion puede ser detenida por la erradicacion de H. pylori en los casos en que
el dafio de la mucosa aun se encuentra en un punto de retorno, ya que una vez la
atrofia gastrica es muy avanzada o el cancer ya ha desarrollado cancer la
erradicacion de la infeccion no tiene ningun beneficio (37).
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La estrategia para erradicar H. pylori consiste en una combinacion de un inhibidor
de la bomba de protones (IBP), con diversos antibioticos. Los antibiéticos mas
usados son: metronidazol, claritromicina, amoxicilina, tetraciclina y levofloxacina
(25). La eficacia de la erradicacion de H. pylori depende del tipo y duracion del
tratamiento, el cumplimiento del tratamiento por parte del paciente y la resistencia a
los antibidticos. Los regimenes de tratamiento se clasifican en: duales, triples,
cuadruples con bismuto, concomitantes, secuenciales e hibridas. Por lo general, se
administran durante un periodo de aproximadamente 10 a 14 dias.
Desafortunadamente, la eficacia de este esquema tradicional, que inicialmente era
del 90%, de manera progresiva ha disminuido y no alcanza resultados 6ptimos
relacionado con varias circunstancias, tales como la disminucion en la eficacia que
se debe fundamentalmente al progresivo aumento de la resistencia primaria de H.
pylori a los antibiéticos mas usados, que en la actualidad es del 60-70% (25)(38).
Por otro lado, multiples sitios de crecimiento, que dificultan la llegada de los
antibiéticos, falta de adherencia al tratamiento, e inadecuada supresion del &cido
(25). Cuando H. pylori se expone a antibidticos que no lo erradican, desarrolla
resistencia secundaria a los mismos.

Se ha encontrado una resistencia global del 31,1% para claritromicina y hasta del
80% para metronidazol. Cuando se documentd exposicion previa a claritromicina y
metronidazol, la resistencia aumenté a 73,9 y 78,3% respectivamente (8). En
Colombia se reporta una resistencia a metronidazol mayor al 80%, a claritromicina
de 25%, levofloxacina superior al 27% y de amoxicilina menor al 2%(22). La
resistencia a claritromicina se considera que tiene mayor impacto en las fallas de
erradicacion de la infeccion por H. pylori. (22)(25)

2. Plantas medicinales con actividad antimicrobiana.

Las plantas medicinales se han asociado como una fuente Gtil de nuevos farmacos
o medicamentos, incluso frente a microorganismos, donde se ha encontrado
actividad antimicrobiana contra cepas multirresistentes de Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa.
Teniendo en cuenta que la infeccion por H. pylori desarrolla enfermedades
gastrointestinales, y de manera tradicional se han utilizado una amplia variedad de
sustancias derivadas de plantas para tratar trastornos gastrointestinales, varias
investigaciones se han centrado en encontrar alternativas terapéuticas en las
plantas medicinales. Diversos productos naturales con actividad antimicrobiana se
han probado para tratar la infeccion por H. pylori, aunque todavia son limitados
comparado con otras enfermedades (1)(10). Se han probado preparaciones de
extractos vegetales que incluyen agua, solventes organicos o aceites esenciales.
Se han reportado algunos estudios de especies vegetales con actividad
antimicrobiana contra H. pylori. Entre los cuales, los extractos metandlicos de
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Carum carvi, Xanthium brasilicum y Trachyspermum copticum han demostrado
actividad antimicrobiana contra 10 aislados clinicos de H. pylori. También algunas
plantas en la medicina popular brasilera en el tratamiento de trastornos
gastrointestinal como Bixa orellana, Chamomilla recutita, llex paraguariensis y
Malva sylvestris fueron los mas efectivos contra H. pylori en este estudio. Por otro
lado, los extractos de metanol y acetona de la flor de Acacia nil6tica y Calotropis
procera evidenciaron tener actividad antimicrobiana con una MIC de 8 y 16ug/mL
respectivamente, e inhibicion de la actividad de la ureasa. Es bien conocido que la
actividad de la ureasa en H. pylori es crucial en la supervivencia bacteriana y la
patogénesis. Asi siendo, los compuestos de plantas bioactivas fueron probados
para ver su potencia antimicrobiana contra H. pylori. La berberina, un alcaloide de
bencilisoquinolina, aislado de Hydrastis canadensis, reveld el valor MIC mas bajo
(0,78 pug /ml), por lo que se considera el compuesto bioactivo mas efectivo, seguido
de dialil tetrasulfuro (6 pg / ml), alicina (4 ug / mL) y palmatina (6.25 pg / mL) aisladas
de Allium sativum y Tinospora sagittate, respectivamente. Por lo tanto, estos podrian
contribuir en el tratamiento de la infeccién. Aunque algunas plantas han mostrado
actividad antimicrobiana contra H. pylori in vitro, son escasos los estudios contra
esta bacteria en modelos animales. La fraccion hidroetandlica de Calophyllum
brasiliense evidencio tener propiedades gastroprotectores y actividad anti-H.pylori
en un modelo in vivo, debido a que las ratas Wistar inoculadas con H.pylori tratadas
con esta fraccion (50,100 y 200mg/kg) mostraron un marcado retraso en la ulcera
de manera dependiente de la dosis. Ademas, los extractos de Origanum vulgare y
Vaccinium macrocarpon mostraron una capacidad prominente para inhibir H. pylori
a través de la inhibicion de la ureasa.(1)

3. Género llex.

La principal especie representante del género llex es |. paraguariensis (28)(12),
conocida popularmente como “yerba-mate” y de amplia presencia en Latinoamérica.
Es ampliamente consumida como parte de la dieta habitual de los paises
sudamericanos de Argentina, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay debido a que, de
las hojas y ramas, secas y molidas de un arbusto perenne de la familia Aquifoliacea,
se prepara el “mate” por lo cual resulta de interés determinar si sus usos
tradicionales estan respaldados por efectos farmacoldgicos o simplemente basados
en el folclore (29).

Se han realizado innumerables investigaciones sobre la composiciéon quimica y
actividades bioldgicas de la yerba mate, en que su composicion se ha caracterizado
por una variedad de polifenoles y derivados cafeoilicos, entre ellos acido cafeico,
acido clorogénico, acido feruloilquinico, kaempferol, quercetina, acido quinico y
rutina, ademas de xantinas y gran variedad de saponinas, los cuales se les atribuye
varias de las actividades farmacoldgicas reportadas para la especie.
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Sin embargo, hay un numero mas limitado de investigaciones sobre sus
propiedades antimicrobianas.(27) Prado et al. (2013), evaluaron la actividad
antimicrobiana de los extractos etanoicos y metanoicos de |. paraguariensis (yerba
mate) contra patdgenos alimentarios como Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella Enteritidis y Escherichia coli mediante la determinacion
de la concentracion inhibitoria (MIC). Los extractos etandlicos y metandlicos de |I.
paraguariensis inhibieron todos los microorganismos evaluados, excepto E. coli
(Tabla 1). El extracto etandlico produjo las MIC (0,78 mg/mL) més baja en S. aureus
y S. enteritidis; para L. monocytogenes, los valores fueron similares. Lo que
demuestra su alta actividad bactericida in vitro. Asimismo, mostro alto contenido de
fendlicos totales y la presencia de derivados clorogénicos, principalmente acido 3-
O-cafeoilquinico y cafeico.

Tabla 1: Actividad antibacterial de extractos metanoicos y etandlicos de yerba

mate (28) .
S. aureus L. monocytogenes S. Enteritidis E. coli
M E M E M E M | E
Inhibition | 21.67 | 23.67 | 10.00 +/-0.00 | 10.33 | 10.00 +/- | 13.67 | - | -
zone +/- +/- +/- 0.00 +/-
(mm) 0.57 | 0.57 0.58 0.57
MIC 156 | 0.78 3.13 3.13 6.25 313 | - | -
MBC 3.13 | 0.78 3.13 3.13 6.25 6.25 | - | -

MIC: minimun inhibitory concentration (mg/mL); MBC: minimun bactericidal
concentration (mg/mL); M: methanolic extract; E: ethanolic extract; Averages of
triplicates +/- standard deviation; -:No inhibition

Por otro lado, Cogo et al. (2010), observaron que el extracto etandlico de las hojas
tostadas de |. paraguariensis inhibioé el crecimiento del H. pylori in vitro en los
ensayos de difusion en disco y de concentracion minima inhibitoria por diluciéon en
agar, los valores MIC90 demostraron que |. paraguariensis fue capaz de inhibir un
mayor nimero de aislamientos clinicos en comparacion con otros extractos, aunque
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la variedad verde Yerba Maté (MIC90: 5.0 mg / ml) fue ligeramente menos activa

que la variedad tostada (MIC90: 2.5 mg / ml). (Tabla 2).

Tabla 2: Valores de MIC (mg / ml) de extractos de plantas contra aislados clinicos

y cepas de referencia de Helicobacter pylori.(12)

Plant extracts

g
: O
& 3
Xl g E
g s
5 - 2 £ -
g E ¥ §2 g
H. pylori strains = E g = §E 2
e = = o P
e E E_ [ E_ g ﬂ
& J - 2 =
H. pylori 26695 < 0.625 < 0.625 <0.625 <(.625 < (L.625
H. pylori 199 < (0.625 < (0.625 < 0.625 25 1.25
BP-84 >5.0 =5.0 5.0 1.25 >5.0
BP-667 =5.0 =5.0 5.0 5.0 =5.0
BP-660 =>5.0 >5.0 5.0 1.25 >5.0
BH-27 1.25 < 0.625 < 0.625 <0.625 =5.0
BP-446 1.25 < 0.625 <0.625 25 >5.0
BP-650 >5.0 >5.0 5.0 <0.625 >5.0
BP-118 < 0.625 < 0.625 <0.625 <0.625 0.625
BP-713 >5.0 < 0.625 2.5 5.0 2.5
BP-132 >3.0 < 0.625 <0.625 2.3 5.0
BP-652 < 0.625 < 0.625 < 0.625 25 2.5
-39 1.25 < 0.625 <0.625 <0.625 =5.0
MICsq 1.25 <0.625 <0.625 1.25 >5.0
MICq >5.0 >5.0 5.0 2.5 >5.0

En Colombia la especie de este género que se destaca por su presencia y uso
tradicional es I. guayusa Loes., comunmente conocida como “guayusa” (29). Esta
es una planta nativa de la selva amazonica, de la cual tradicionalmente se utilizan
las hojas para preparar un brebaje que se toma en la madrugada como un limpiador
del sistema digestivo y por sus propiedades antioxidantes (39). En la literatura, son

pocos los estudios farmacologicos y quimicos reportados para |.

guayusa,

destacandose algunos estudios en actividad antioxidante y algunos compuestos
fendlicos (principalmente acidos cafeoilquinicos) y cafeina (50). Hasta el momento,
esta especie no presenta estudios contra H. pylori.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro frente a H. pylori y el perfil quimico por
CCD de extractos vegetales de llex guayusa e llex paraguariensis

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Evaluar la actividad antimicrobiana frente a cepas de referencia de H. pylori
de diferentes extractos de las especies llex guayusa e llex paraguariensis.

2. Analizar cualitativamente los extractos vegetales de llex guayusa e llex
paraguariensis por medio de Cromatografia en Capa Delgada (CCD).
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METODOLOGIA.

1. Material vegetal:

El material vegetal ya seco y molido de la especie |. guayusa fue proporcionado por
la Ingeniera Forestal propietaria y responsable técnica de la Finca San Pablo, en la
Vereda Brasil (Viota, Cundinamarca): Mogambo Ltda. Sendero Ambiental, Saberes
y Sabores de la Naturaleza; NIT: 900.208.036-4. Aunque se trate de un material
vegetal cultivado y adquirido comercialmente, se cuentan con autorizacion legal, y
Permiso de Recolecta de Especies Silvestres con Fines de Investigacion de la
Pontificia Universidad Javeriana (Resolucion No 0546 de 29 de mayo de 2014 del
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible — Autoridad Nacional de Licencias
Ambientales). El material vegetal ya seco y molido de la especie |. paraguariensis
fue adquirido comercialmente en la ciudad de Passo Fundo, Brasil, en
supermercado local.

2. Obtencion de los extractos.

Teniendo en cuenta que las aplicaciones en medicina tradicional de estas plantas
son principalmente como extractos con base en agua (acuoso o hidroalcohélico),
consumidos via oral, se realizan los siguientes procesos extractivos:

llex paraguariensis:

1. Infusion acuosa, por 10 minutos, relacion planta: solvente 1:10 m/v.

2. Maceracion, en etanol 96%, por 72 horas, relacion planta: solvente 1:10 m/v.
(Este extracto no es preparado por el uso popular, fue empleado con el fin de
tener un extracto de referencia en relacién con los antecedentes).

llex guayusa:

1. Infusion acuosa, por 10 minutos, relacion planta: solvente 1:10 m/v.
2. Maceracion, en etanol 40%, por 72 horas, relacion planta: solvente 1:10 m/v
3. Reflujo, en etanol 40%, por 15 minutos, relacion planta: solvente 1:10 m/v

Un total de 25 g de material vegetal de cada especie se utilizaron para realizar los
procesos extractivos.

Posteriormente, los extractos que se obtuvieron se filtraron y se procedio6 a eliminar
el etanol de los extractos hidroetandlicos mediante el uso del rotaevaporador.
Finalmente, el agua de los extractos se removio por liofilizacién. (40)(41)
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3. Cepas Bacterianas.

Se evaluaron 2 cepas de referencia susceptibles a los antimicrobianos
(claritromicina, levofloxacina, metronidazol y amoxicilina), las cuales fueron dos
cepas de referencia de Helicobacter pylori NCTC 11637 y NCTC 11638,
depositadas en la Colecciébn de Microorganismos de la Pontificia Universidad
Javeriana. Estas cepas han sido completamente caracterizadas morfologica y
genotipicamente. Las placas fueron incubadas a 37 °C bajo condiciones
microaerofilica. El crecimiento e identificacion del H. pylori fueron determinados por
morfologia de colonia tipica, tincion de Gram, reacciones de ureasa, catalasa y
oxidasa. Se preparé un inéculo de cada cepa utilizada transfiriendo colonias frescas
de los microorganismos en tubos que contenian solucion salina fisioldgica estéril y
ajustando la turbidez al estandar 2.0 McFarland. equivalente a una concentracién
de 6.0 x 108 UFC / mL de H. pylori. (12)

Las pruebas bioquimicas para verificar la identidad de H. pylori, se encuentran en
la Figura 1. En la figura 12 se observa la prueba de ureasa, que evalla la capacidad
de la enzima ureasa deH. pylori para descomponer la urea en anhidrido carbénico
y amoniaco, lo cual conlleva a un cambio de color que genera el pH basico del
amoniaco y que se evidencia mediante el cambio de color del medio de naranja-
amarillo a rosa fuerte debido a la accion del indicador de pH, el cual es rojo fenol..
En la seccién B se observa la prueba de catalasa, que mide la accion de la enzima
catalasa al hidrolizar el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso que se
libera en forma de burbujas. Esta actividad es esencial para la proteccién por la
muerte que pueden generar los radicales libres de oxigeno en la mucosa. En la
seccion C de la figura 1 se observa una prueba de oxidasa que consiste en
determinar la presencia de la enzima citocromo-oxidasa a través de papeles
impregnados con para-amino-N-dimetil-anilina, que al ser oxidados por la enzima
generan un cambio de color de la tira a color azul o morado, al virar de color es
indicativo de oxidasa positivo. Las pruebas positivas de catalasa, ureasa y oxidasa
confirman la identificacion de la bacteria como H. pylori.(42)
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4. Determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales
de las especies |. guayusa e |. paraguariensis frente a H. pylori

Muchas plantas son utilizadas en la medicina tradicional con actividad
antimicrobiana, pero sin evidencia cientifica, por esta razén para poder determinar
la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales de las especies I. guayusa e
I. paraguariensis frente a H. pylori, se utilizd la técnica de dilucibn en agar de
acuerdo con el Clinical and Laboratory for Standards Institute (CLSI, 2014), que es
el estandar de oro para la evaluacibn de actividad antimicrobiana en
microorganismos de crecimiento lento. (15)

En este método se incorpora el antimicrobiano a evaluar a un medio con agar. El
antimicrobiano se afiade cuando el medio aun esté fundido. Para lograr el rango de
dilucién deseado se prepara una serie de cajas de Petri, cada una con una
determinada concentracion de antimicrobiano, se inicia con una concentracion de
1000ug/mL para lograr un gradiente decreciente de la concentracion del
antimicrobiano, que generalmente se empieza a diluir al doble. En la mayoria de los
casos, el medio de cultivo a emplear es agar Mueller-Hinton, pero en funcion de los
microorganismos y de sus necesidades nutritivas puede ser adecuado 0 necesario
afadir algun suplemento a este medio, o emplear un medio diferente. El medio se
obtiene habitualmente de distribuidores comerciales, que indican las condiciones
para su preparacion. Una vez esterilizado debe dejarse enfriar a unos 50°C antes
de afadir suplementos (si es necesario) y las soluciones con antimicrobiano. El pH
del medio, una vez sélido y con los suplementos que se requieran, ha de estar entre
7.2 y 7.4. El medio con antimicrobiano, el cual se encuentra en una temperatura
37°C se vierte cuanto antes (para evitar que el agar se solidifique) en cajas de Petri
estériles, evitando la formacion de burbujas que dificultarian la posterior inoculaciéon
de las cajas. Para cajas circulares de 90 mm de diametro son necesarios 20 ml de
medio con antimicrobiano (habitualmente en la proporcion 19 ml de medio por 1 ml
de solucion de la correspondiente concentracion de antimicrobiano). Posteriormente
se dejan solidificar las cajas, que se usaran inmediatamente o se almacenaran en
frigorifico en bolsas de plastico. Para trabajos de referencia las cajas no se deben
almacenar mas de cinco dias. Para cada serie de concentraciones se debe incluir
al comienzo y al final de este proceso cajas de medio sin antimicrobiano que
serviran para controlar el crecimiento y la posibilidad de contaminacién durante el
proceso de inoculacion.

Con ayuda de un replicador de Steers o pipetas multicanal, las suspensiones
estandarizadas bacterianas, se inocula usualmente luL en cada placa. Tras la
incubacion microaerofilica durante 48 horas de las cajas, la concentracién mas baja
de antimicrobiano, capaz de inhibir el crecimiento de un aislado, es la CMI de ese
antimicrobiano para esa bacteria. (15)(43)
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En consecuencia, se prepararon tubos con la concentracion definida de los
diferentes extractos de las especies de I. guayusa e |. paraguariensis. Se evaluaron
las concentraciones finales de 1000 y 500 ug/mL para cada uno de los extractos.
Para la preparacion de las soluciones de trabajo de los extractos, se peso el extracto
seco de cada especie para ser diluido en 3mL de DMSO al 20%. Una vez
resuspendida la solucion en el agitador vortex, se filtro utilizando un filtro de PTFE
de 0,22um. Se realizaron pruebas de esterilidad de las soluciones de los extractos
filtrados, sembrando 100uL de estos en agar BHI, e incubado a 37°C por 24 horas.
La concentracion final de DMSO en el medio de cultivo no supero el 1%. (12)

Posteriormente estas soluciones se mezclaron con un volumen de agar Mueller-
Hinton Il suplementado al 7% con Sangre y 0.4% con Isovitalex™, manteniendo una
relacion 1:20, lo que quiere decir que se emplearon 0.25mL de extracto en 4.75mL
de medio MH Il en cajas de Petri pequefias con capacidad de 5mL cada una.
Obteniéndose el medio MH 1l con el extracto diluido a una concentracion
determinada.

Las cajas de Petri se inocularon con 1lul de cada cepa a una concentracion de
McFarland de 2.0 por triplicado. Posteriormente, las placas se incubaron en
condiciones de microaerofilia (11% CO2) por 72 horas a 37°C. Posterior al tiempo
de incubacion, se realiz6 la lectura de cada una de las diluciones, observando
presencia (P) o ausencia (A) de crecimiento de H. pylori para determinar la actividad
antimicrobiana de cada uno de los extractos a diferentes concentraciones. Los
resultados seran expresados en pug/mL. Para el analisis de datos se presentaron
tablas las cuales permiten ver de forma clara la correlacion entre la concentracion
del extracto evaluado y la inhibicion de la bacteria.

Para poder validar la veracidad de la técnica, se montaron distintos controles, los
cuales fueron: control del medio para evaluar viabilidad y pureza en cada montaje,
control del vehiculo (DMSO al 1%) en el cual se encontraban diluidos los extractos
con el objetivo de verificar que el disolvente no adiciona actividad antimicrobiana y
no generara actividad citotdxica frente a la bacteria y control con antibiotico, en este
caso fue empleado amoxicilina 0,125 ug/mL para poder observar inhibicion del
microorganismo. ya que es uno de los antibidticos utilizados en la linea de
tratamiento de H. pylori, y nos permite verificar si la bacteria se estd comportando
como lo esperado.
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5. Andlisis cualitativo de los extractos vegetales de llex guayusa e llex
paraguariensis por medio de Cromatografia en Capa Delgada (CCD).

El andlisis por CCD se realizé en colaboracion con la estudiante de maestria
Daniella Cualla, del Grupo de Investigacion Fitoquimica de la Pontifica Universidad
Javeriana, orientado hacia la visualizacion de metilxantinas (cafeina, teobromina y
teofilina), flavonoides (kaempferol), y acidos fendlicos (acido cafeico y acido galico)
frente a estandares comerciales.

Para la determinacion de metilxantinas, se emple6 como fase estacionaria Silica
Gel F254, como fase mdvil: acetato de etilo: metanol:agua (5:0,55:0,4), visualizacién
a UV-254nm. Por otro lado, para la determinacion de flavonoides y acidos fendlicos,
se empled como fase estacionaria Silica Gel F254, y dos distintas fases moviles: la
primera, cloroformo: acetato de etilo: acido formico (5:5:0,1); y la segunda, una fase
movil mas polar empledndose butanol: &cido acético: agua (6:1:2), y ambos
revelados con Reactivo Natural/lUV-360nm. Para la deteccién de saponinas, se
empled como fase estacionaria Silica Gel F254, como fase mévil: butanol: acido
acético: agua (6:1:2) y revelado con anisaldehido-sulfarico/visible. (41)(44)
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RESULTADOS/ DISCUSION.

1. Obtencion de los extractos

Se obtuvieron dos extractos (un etandlico y uno acuoso) para la especie |I.
paraguariensis y tres extractos (dos hidroetandlicos y uno acuoso) para la especie
I. guayusa de los cuales se evaluo su actividad antimicrobiana frente a H. pyloriy el
perfil quimico cualitativo de estos. Los extractos acuosos presentaron un mayor
rendimiento frente a los extractos hidroetandlicos, siendo el extracto de I. guayusa
(infusién acuosa) el de mayor porcentaje con un valor de 27,5%*. Mientras que el
extracto de menor rendimiento fue I. guayusa (maceracion en etanol 40%) con un
valor 5,9%*. *Valor obtenido en relacion con la cantidad de material vegetal seco
implicado en la extraccion.

El propésito de los procedimientos de extraccion para plantas medicinales es lograr
las porciones terapéuticamente deseadas y eliminar el material no deseado
mediante el tratamiento con un disolvente selectivo. Donde la calidad del extracto
se ve influenciado por la pieza de la planta utilizada como material vegetal, el
disolvente utilizado para la extraccion y el procedimiento de extraccién. Pero, por
otra parte, la cantidad y la composicion de un extracto depende del tipo de
extraccion, temperatura, naturaleza del disolvente, y la polaridad.

Por esto, las condiciones empleadas fueron los procesos extractivos de infusion,
maceracion en etanol y reflujo en etanol, de acuerdo con los reportes de literatura
se han demostrado que las extracciones en etanol son mas eficientes en la
obtencion de compuesto de interés. (45)

2. Determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales
de las especies llex guayusa e llex paraguariensis frente a H. pylori.

El crecimiento de H. pylori de las cepas de referencia y en los extractos evaluados
se confirmd con tincion de Gram, en el cual se observdo morfologia tipica de la
bacteria (bacilo Gram negativo) y con pruebas bioquimicas de ureasa, oxidasa y
catalasa positivo. (42) El resultado positivo de estas pruebas se observan en la
figura 1.
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Figura 1. Resultados pruebas bioquimicas donde A corresponde a la ureasa, B
catalasa, C oxidasa y D coloracién de Gram para las cepas de referencia,
siendo positiva en todos los casos.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de los extractos vegetales de las especies
I. guayusa e |. paraguariensis frente a H. pylori se consignaron en la Tabla 3
correspondiente a los extractos de |. paraguariensis y la Tabla 4 corresponde a los
extractos de |. guayusa, donde “+” significa extracto con actividad antimicrobiana

frente a H. pyloriy

evidencidndose presencia de crecimiento de H. pylori.

Tabla 3. Resultados Ensayos Biolégicos de los extractos vegetales de las
hojas de la especie llex paraguariensis frente a Helicobacter pylori.

significa extracto sin actividad antimicrobiana frente a H. pylori,

Extractos llex paraguariensis

Maceracion en etanol 96% Infusién 1:10
1000 ug/mL 500 ug/mL 1000 ug/mL 500 ug/mL
H. pylori + + - -
NTCT 11638
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H. pylori

NTCT 11637

* -1 Extracto sin actividad antimicrobiana frente a Helicobacter pylori.

* +: Extracto con actividad antimicrobiana frente a Helicobacter pylori.

Tabla 4. Resultados Ensayos Bioldgicos de los extractos vegetales de las
hojas de la especie llex guayusa frente a Helicobacter pylori.

Extractos llex guayusa

Maceraciéon en

Infusion 1:10

Reflujo en etanol

etanol 40% 40%
1000 500 1000 500 1000 500
ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL
H. pylori + - + - + -
NTCT
11638
H. pylori + - + - + -
NTCT
11637

* .. Extracto sin actividad antimicrobiana frente a Helicobacter pylori.

* +: Extracto con actividad antimicrobiana frente a Helicobacter pylori.
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Figura 2. Control al lado izquierdo y actividad antimicrobiana al lado derecho
de H. pylori a causa del extracto hidroetandlicos de 1000 ug/ml de llex guayusa
(reflujo en etanol 40%).

NCTC 11638\

Figura 3. Control viabilidad al lado izquierdo y al lado derecho extracto acuoso
de 1000 ug/ml de llex paraguariensis (infusion acuosa) sin presentar actividad
antimicrobiana frente a H. pylori.

Los resultados de los extractos de la especie vegetal |. paraguariensis demostro
tener actividad antimicrobiana para el extracto etandlico (maceracion en etanol
96%) frente a H. pylori en una concentracién de 500 ug/ mL. Por lo cual resulta de
gran interés, debido a que se encontro actividad antimicrobiana frente a H. pylori en
una concentracion menor a la reportada en la literatura, en el que Cogo et al reporto
actividad anti-H. pylori de un extracto etandlico de |. paraguariensis en una
concentracion de 0,625 ug/mL frente a cepas de referencia. Mientras que el extracto
acuoso no tiene actividad antimicrobiana frente a H. pylori (Figura 3). Para los
extractos de la especie |. guayusa maceracion en etanol 40%, reflujo en etanol 40%
(Figura 2) e infusion acuosa demostraron tener actividad antimicrobiana frente a H.
pylori en una concentracion de 1000 ug/mL. De acuerdo con Holetz, las
concentraciones de 500 y 1000 ug/mL tienen una la actividad inhibitoria débil. Por
lo cual, deberian considerarse estudios de toxicidad al ser una concentracion alta.
Los extractos que tienen actividad inhibitoria superior a 1000 ug/mL, son
considerados con actividad nula, como fue observado en el extracto acuoso de |I.
paraguariensis. (46)
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3. Andlisis cualitativo de los extractos vegetales de llex guayusa e llex
paraguariensis por medio de Cromatografia en Capa Delgada (CCD).

Los extractos se analizaron mediante cromatografia en capa delgada orientado
hacia la visualizacion de metilxantinas y polifenoles de manera comparativa entre
las especies y frente a estdndares comerciales.

Para la determinacion de metilxantinas, se empled como fase estacionaria Silica
Gel F254, como fase movil: acetato de etilo: metanol: agua en una proporcion
(5:0,55:0,4), y un revelador de UV-254nm, donde se emplearon patrén de cafeina,
teobromina y teofilina. El resultado final se observa en la Figura 1. En el cual
podemos observar la presencia de cafeina en destaque para ambas especies |.
guayusa (maceracion en etanol 40% e infusion) e |. paraguariensis (infusion
acuosa). Por esta técnica en estas condiciones cromatograficas, no fue posible
observar la presencia de teobromina o teofilina.

I. Patrén de cafeina
2. Patrén de teobromina
3. Patron de teofilina
4. [ guayusa (maceracion 40%
etanol)
6. /. guayusa (infusion)
10. I. paraguariensis

Fase movil : acetato de
etilo:metanol:agua (5:0,55:0,4)
1 234 567891011 Fase estacionaria: silica-gel F-254

Figura 4. Cromatografia en Capa Delgada para visualizacidon de perfiles
cromatograficos especificos para metilxantinas. (49)

Por otro lado, para la observacion de flavonoides se empled como patrén el
kaempferol, y los patrones de acido cafeico y acido gélico para la observacién
de acidos fendlicos. El resultado se observa en la Figura 2. En el cual se
puede observar la presencia de acido cafeico en ambas especies, pero, no se
observa la presencia de kaempferol y acido galico en estas.
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|.Patron de kaempferol
2.Patron de acido cafeico
3.Patron de acido galico

4. |. guayusa maceracion 40%
6. /. guayusa (infusion acuosa)
10. L paraguariensis (infusion

acuosa)

Fase movil: cloroformo: acetato de
etilo: acido formico (5:5:0,1)
I” 2 3 WS ETINIeT Fase estacionaria: silica-gel F-254

Figura 5. Cromatografia en Capa Delgada para visualizaciéon de perfiles
cromatograficos especificos para flavonoides y acidos fendlicos. (49)

Asimismo, se analiz6 cualitativamente los perfiles cromatograficos de polifenoles de
estas especies empledndose como fase movil butanol: 4cido acético: agua (6:1:2).
En esta placa, revelada con reactivo natural/UV-360nm, se observan los polifenoles
con un color azul fluorescente, como se puede observar en la Figura 3. El resultado
final de esta cromatografia en capa delgada nos permite observar la riqueza en
polifenoles presentes tanto para la especie de |. guayusa como para |.
paraguariensis, con una mayor complejidad para esta segunda especie.

M4: /. guayusa maceracion 40%
110: 1 guayusa infusion
Pl: L paraguariensis

Fase movil: (BAW) butanol: acido
acético: agua (6:1:2).
Fase estacionaria: Silica-gel F-254

Revelador: Reactivo Natural/UV-
360 nm
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Figura 6. Cromatografia en Capa Delgada para visualizacion de perfiles
cromatograficos especificos para polifenoles. (49)

Lo cual nos permite analizar que el perfil quimico en relacion con los compuestos
fendlicos no difiere mucho entre especies. Sin embargo, hay varios compuestos
gue se diferencia entre las especies, entre estos las saponinas, para la visualizacion
de saponinas se emple6 como Fase movil: (BAW) butanol: acido acético: agua
(6:1:2), como fase estacionaria: Silica-gel F-254 y revelado con Anisaldehido-
sulfarico/visible. El resultado final se encuentra en la Figura 4, donde podemos
observar presencia de saponinas en ambas especies. Aunque se ha reportado, que
las hojas de yerba mate tienen un contenido de saponina relativamente alto, del 5
al 10% del peso seco total, siendo este uno de los compuestos que se diferencia
entre las especies.(47)

M4: [ guayusa maceracion 40%
110: / guayusa infusion
Pl: £ paraguariensis

Fase movil: (BAW) butanol: acido
acético: agua (6:1:2).

Revelador: Anisaldehido-
sulfirico/visible.

Fase estacionaria: Silica-gel F-254

Figura 7. Cromatografia en Capa Delgada para visualizacion de perfiles
cromatograficos especificos para saponinas. (49)

En la literatura, |. paraguariensis contienen una gran variedad de polifenoles, se
consideran su principal compuesto bioactivo. Donde también se describen una gran
variedad de compuestos quimicos, principalmente derivados cafeicos, aminoacidos,
flavonoides, saponinas, minerales (K, Ca, Mg P, Na y Fe) y vitaminas (C, B1 y B2).
La mayoria de estos compuestos son de caracter hidrofilico lo que facilita su
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extracciéon en medio acuoso. En contraparte son pocos los estudios realizados para
la especie I. guayusa en relacion con la composicion quimica, que hasta el momento
solo se ha reportado la presencia de cafeina y teobromina. (27)

Como resultado del perfil quimico cualitativo de los extractos vegetales de |I.
guayusa (maceracion en etanol 40% e infusibn acuosa), se presentan diversos
compuestos polifendlicos, con destaque para el &cido cafeico y también la presencia
de cafeina como uno de los compuestos predominantes en los extractos. Para el
perfil quimico de |. paraguariensis (infusibn acuosa) también se presentaron
cafeina, compuestos polifenélicos, y una mayor presencia de saponinas. Si bien no
se realizé un analisis quimico cualitativo del extracto de I. guayusa (reflujo en etanol
al 40%), considerando que este extracto es similar en términos de disolvente al
extracto en maceracion en etanol al 40%, se espera que los mismos compuestos
puedan estar presentes en este.

La eleccion del disolvente esta influenciada por lo que se pretende con el extracto,
y los compuestos especificos que se desean extraer. En este trabajo se emplearon
dos tipos de disolventes:

1. Agua: El agua es un disolvente polar, utilizado para extraer compuestos polares.
Sumado a esto, es el disolvente mayormente empleado en la medicina tradicional,
y como se mencion6 anteriormente, las especies de este trabajo son ampliamente
consumidas como una bebida tradicional. Aunque en los extractos de plantas con
disolventes organicos se han encontrado una actividad antimicrobiana mas
consistente en comparacion con el extracto de agua. Como lo podemos ver en este
trabajo, el extracto etandlico de |. paraguariensis presento una mayor actividad
antimicrobiana frente H. pylori, al contrario, el extracto acuoso de |. paraguariensis
no tiene actividad antimicrobiana frente a H. pylori.

2. Alcohol: Muchos de los componentes identificados de plantas activas contra
microorganismos son compuestos organicos aromaticos o saturados, que se
obtienen con mayor frecuencia a través de la extraccion inicial de etanol o metanol.
Lo cual se ve reflejado en el trabajo, debido a que los extractos hidroalcohdlicos,
obtenidos por procesos extractivos como la maceracion en etanol al 96 y 40%, y
reflujo en etanol al 40%, obtuvieron una mejor actividad antimicrobiana frente a H.
pylori en comparacion con los extractos acuosos. En especial, el extracto etanolico
de |. paraguariensis obtuvo una mejor actividad antimicrobiana frente a H. pylori, en
comparacion con el extracto acuoso de esta misma especie.(45)

La composicion quimica de la yerba mate puede variar tanto cualitativa como
cuantitativamente, en funcion del tipo de material que se analice, tal como la hoja
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fresca o la yerba mate elaborada, contenga o no palos y del proceso de elaboracién
al cual es expuesta, debido a que, en ciertas ocasiones, el procesamiento puede
alterar a través de reacciones de oxidacion o reduccion la composicion de las
moléculas activas. Otros factores que influyen en la composicion quimica son los
factores agrondmicos y climaticos y las practicas culturales. En los dltimos afios,
diferentes investigaciones han revelado que el potencial antimicrobiano esta
relacionado con la presencia de diferentes clases de compuestos, principalmente
fendlicos, cuyos principales representantes son el 4cido galico, siringico, cafeico,
ferulico y p-cumarico. A lo que se le suma la asociacion con el solvente utilizado, ya
gue contienen una mezcla compleja de muchos metabolitos de plantas medicinales,
como alcaloides, glucésidos, terpenoides, flavonoides y lignanos, asi como de
compuestos de mediana polaridad, que aqui no se evaluaron, que podrian explicar
la actividad antimicrobiana. Sin embargo, hay pocos estudios sobre la actividad de
estos compuestos en extractos crudos. En la investigacion realizada por De Biasi et
al estudiaron extractos acuosos preparados a partir de las hojas y ramas de |I.
paraguariensis con y sin exposicion al sol. Los extractos de las ramas sin exposicion
al sol produjeron mayores halos de inhibiciébn de crecimiento de los diferentes
microorganismos ensayados (Candida albicans, E. coli, Proteus mirabilis, P.
aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis). S. aureus fue el microorganismo mas
sensible a los extractos con exposicidon al sol, mientras que, P. mirabilis fue el mas
sensible a los extractos sin exposicion al sol. Segun el analisis comparativo
realizado por Darota et al, las hojas cultivadas al sol presentan mayor contenido de
derivados de cafeoilo, cafeina, teobromina y rutina, en comparacién con los
cultivados a la sombra. Ademas, observaron que las hojas procesadas de chimarrdo
sufren una disminucién en la concentracién de xantinas, mientras que las oxidadas
tienen una menor concentracion de fendlicos, en comparacion con las hojas verdes.
Sin embargo, las hojas sometidas a escaldado y secado (tipo chimarrdo), presentan
mas compuestos fendlicos. (48)
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CONCLUSIONES.

Los ensayos realizados permitieron conocer una nueva actividad biolégica
para la especie llex guayusa frente a H. pylori, aun no reportada en la
literatura.

Los extractos de la especie llex guayusa demostraron tener actividad
antimicrobiana in vitro frente a cepas de referencia de H. pylori en una
concentracion de 1000 ug/mL.

El extracto etandlico de la especie llex paraguariensis demostré tener
actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de referencia de H. pylori en
una concentracion de 500 ug/ mL.

El perfil quimico cualitativo de los extractos de |. paraguariensis y |. guayusa
presentan diversos compuestos polifendlicos, con destaque para el acido
cafeico, y también cafeina, como uno de los compuestos predominantes en
los extractos. Asi mismo se observaron saponinas en ambas especies, con
una mayor complexidad en la yerba mate.
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RECOMENDACIONES.

Se recomienda hacer ensayos con cepas clinicas de H. pylori, con el fin de
determinar silos extractos activos frente a las cepas control también tienen actividad
contra aislamientos clinicos con diferentes perfiles de susceptibilidad.

Se sugiere ensayar un extracto de maceracion en etanol al 96% de la especie de
llex guayusa debido a que se puede encontrar una actividad antimicrobiana en una
concentracion menor a la reportada en este trabajo.

Evaluar la toxicidad de los extractos de las especies de llex guayusa e llex
paraguariensis, ya que se encontrd actividad antimicrobiana en una concentracion
alta.

Se propone ampliar los andlisis cromatograficos: analizar los extractos que no
pudieron ser cromatografados en este trabajo; y también realizar un analisis de llex
guayusa por medio de Cromatografia Liquida acoplada a espectrometria de masas
(LC-MS), con base en lo metabolitos ya descritos en la literatura, con el fin de
promover un mayor aporte a su perfil quimico, del cual todavia se conoce poco.

Se recomienda fraccionar los extractos activos frente al H. pylori con el fin de
obtener y purificar moléculas que puedan llegar a tener mayor actividad
antimicrobiana.
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