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RESUMEN

Helicobacter pylori es un microorganismo implicado en padecimientos gastricos,
como gastritis, ulcera péptica y cancer de estbmago; el tratamiento de eleccidn
consiste en la administracién de una combinacion de farmacos y antibiéticos
inhibidores de la bomba de protones y sales de bismuto. Sin embargo esta
bacteria ha desarrollado resistencia ante estos medicamentos, por lo que es
necesaria la busqueda de nuevos compuestos activos que inhiban su
crecimiento y colonizacion. Las nanoparticulas de plata (Np-Ag), en conjunto
con extractos de plantas, se presentan como una alternativa a esta
problematica. Las plantas han sido de gran interés debido a la composicion tan
abundante de sustancias que poseen y que han sido evaluadas contra diversos
microorganismos patégenos, sobre los que mostraron su efectividad para
inhibirlos. La sintesis de nanoparticulas ha sido ampliamente establecida en los
ultimos afos, para una gran diversidad de areas y aplicaciones. Las
nanoparticulas elaboradas a partir de plata, son las mas utilizadas. Sin
embargo, el hecho de su produccién a gran escala, implica técnicas que
involucran el uso de compuestos quimicos que finalmente generan graves
problemas de contaminacion ambiental. En la busqueda de nuevos agentes
reductores “amigables” al medio ambiente, para realizar la sintesis de
nanoparticulas, se han utilizado extractos vegetales, en lo que se conoce como
sintesis verde. En este trabajo se evalud el efecto de nanoparticulas de plata,
las cuales fueron funcionalizadas con extracto metandlico de Mentha piperita
mediante sintesis verde sobre H. pylori. Para determinar la actividad bioldgica in
vitro de las Np-Ag/M. piperita sobre los cultivos de H. pylori, se evaluaron dosis
de 2.8, 1.4 y 0,92 mg/mL, se incubaron a 37 °C por 24 h. Posteriormente se
realizé la lectura de absorbancia a 635 nm lo cual demostré que la dosis de 2,8
mg/mL inhibié el crecimiento de H. pylori, de igual forma fue posible observar un
cambio en la morfologia colonial de la bacteria. Asimismo, se realiz6 un
screening fitoquimico al extracto metandlico de M. piperita para identificar los
grupos funcionales.
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Introduccién

La prevalencia de enfermedades infecciosas a nivel mundial, causadas
principalmente por bacterias constituye un gran problema de salud publica.
Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa, causante de gastritis, cancer
de duodeno y estomago (Tanih, NF, et al., 2010).

Varios medicamentos de corto plazo han sido prescriptos para la erradicacion
de H. pylori, sin embargo, la resistencia emergente a los antibidticos,
especialmente claritromicina y metronidazol limita su uso en el tratamiento de
infecciones en paises desarrollados y mas aun, en paises en vias de desarrollo
(Sullivan et al., 1990). El crecimiento de la resistencia a los antibidticos y las
complicaciones especificas demandan la busqueda de nuevos compuestos,
especialmente de fuentes naturales como las plantas medicinales (Zahra, et al.,
2011).

Las plantas son una fuente potencial de agentes antimicrobianos usadas en
diversos paises. Tradicionalmente, los extractos vegetales crudos se utilizan
como medicina herbal para el tratamiento de enfermedades infecciosas
humanas (Alviano, 2009). Por otra parte, existen compuestos como polifenoles,
flavonoides y glucosinolatos que presentan propiedades bioactivas, atribuidas a
los vegetales de los cuales se obtienen. A nivel mundial, se reporta cada vez
mas, una gran variedad de compuestos con actividad anti-Helicobacter pylori in
vitro, destacandose flavonoides, taninos, cumarinas, terpenos, quinolonas y
alcaloides. Sin embargo, s6lo a muy pocos de ellos se les ha demostrado que
mantienen su actividad in vivo (Hideo Y., et al., 2015)

Mentha piperita es una planta hibrida perenne descubierta por Mirtcham en el
siglo XVII. Conocida comunmente como “yerbabuena”, aunque son multiples y
variados los usos medicinales que se le atribuyen, la mayoria de ellos estan
destinados a resolver desordenes de tipo digestivo como: acidez estomacal
0 agruras, bilis, coraje, estrefiimiento, infeccidén intestinal, gastritisy mal de
estbmago, por mencionar algunos. También es utilizada en afecciones contra
parasitos intestinales. Las partes aéreas de la planta contienen una gran
cantidad de aceites esenciales ricos en mentol y otros monoterpenos. La
hierbabuena es una planta introducida a la medicina tradicional que goza de un
gran prestigio para aliviar trastornos digestivos que involucran acidez
estomacal, infeccidn intestinal, diarrea y gastritis. Su efectividad en estos casos
ha sido validada experimentalmente (Argueta, et al., 1994).

Por otra parte, durante los ultimos veinte afos, las investigaciones en la sintesis
de nanoparticulas inorganicas se han ido desarrollando rapidamente (Ozin,
1992). Entre las nanoparticulas de metales nobles, las sintetizadas a partir de
plata, son quizas las mas reconocidas por sus diversas aplicaciones en una
gran variedad de areas.

La biosintesis de nanoparticulas ha recibido considerable atencion debido a la
necesidad de desarrollar tecnologias benéficas al ambiente en esta sintesis de
materiales (Mandal, et al., 2006). Aunque el uso de microorganismos en la
sintesis de nanoparticulas sigue siendo investigado, hoy en dia, la sustitucion
de estos por partes o extractos de plantas mediante técnicas similares es un
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area de investigacion muy interesante y poco explorada, ya que la utilizacion de
estos como agentes reductores en la sintesis de nanoparticulas, nos da esa
ventaja sobre el ambiente.

La presente investigacion esta enfocada a la evaluacion de la actividad
antimicrobiana del extracto metandlico de Mentha piperita sobre H. pylori, la
realizacion de su sintesis y la caracterizacién de nanoparticulas revestidas con
el extracto vegetal.

HIPOTESIS

El extracto metandlico de Mentha piperita posee metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana sobre Helicobacter pylori y las nanoparticulas de plata
funcionalizadas con dicho extracto también presentan efecto anti-H. pylori.

Objetivo general
Establecer in vitro el efecto anti-H. pylori del extracto metandlico de Mentha
piperita asi como de nanoparticulas de plata funcionalizadas con el extracto.

MATERIAL Y METODO

Material biolégico: H. pylori

Material vegetal: Una vez colectado el material vegetal se procesé de acuerdo
con la metodologia de Moreno Limén S, 2015.

Preparacion de la solucion madre del extracto vegetal: Se disolvié una
cantidad conocida del extracto obtenido en cierto volumen de agua destilada
estéril, hasta saturacion, y a partir de esta solucién madre, se realizaron los
calculos necesarios para obtener la concentracion deseada.

Perfil fitoquimico de los extractos metandlicos: Al extracto metandlico de M.
piperita se le realizé un andlisis fitoquimico, de acuerdo con Dominguez X,
1973, con la finalidad de identificar sus componentes quimicos.

Helicobacter pylori

Mantenimiento de las bacterias: La cepa de H. pylori (ATCC 43504) se
obtuvo del cepario del Laboratorio de Biologia Celular y fue conservada y
mantenida en refrigeracién. Para su uso, se requeria su activacién en caldo de
cultivo Brucella por 24 h a 37 °C, repitiendo este procedimiento durante tres
dias.

Cinética de crecimiento: Se prepararon 9 tubos que contenian caldo de cultivo
Brucella con un volumen de 5 mL y un inoculo de 75 pyL de bacterias, se
incubaron a 37 °C y se determind la absorbancia a 635 nm de cada uno de los
tubos en un espectrofotdmetro durante 24 h.

Evaluacion de la actividad bioldgica del extracto metandlico de M. Piperita
sobre H. pylori: Se empled ceftriaxona como control negativo y metanol como
control positivo. La prueba se corrié por triplicado, empleando una serie de
tubos que contenian 5 mL de caldo Brucella, en el cual se agregaron las dosis
de 5, 10 y 15 mg/mL del extracto metandlico de M. piperita. Se inocularon 75 uL
de cepa que se encuentraba a la mitad de la fase logaritmica de crecimiento, se
incubo a 37 °C por 24 h, y se leyo la absorbancia a 635 nm.

Elaboraciéon de nanoparticulas de plata con los extractos vegetales (Np-

Acta Bioquim Clin Latinoam 2018; 52 (Supl 2. Parte Il): 1 - 328



130

V CONGRESO INTERNACIONAL SOBRE CAMBIO CLIMATICO Y DESARROLLO SOSTENIBLE

Ag/EM-M- piperita) y evaluacion sobre H. pylori: Se colocd en un vaso de
precipitados 0,25 g del extracto vegetal, se diluyé en 100 mL de agua
purificada. Se preparé una solucion de nitrato de plata 0,002 M, la cual se
agrego gota a gota a la mezcla del extracto hasta completar un volumen de 10
mL; esto se realizd en constante agitacion y a temperatura ambiente. Al
terminar el volumen, la mezcla en agitacion se dejo de 15 a 30 minutos para
finalmente centrifugar. Para la determinacion del efecto de las nanoparticulas
sobre la bacteria se emplearon 9 tubos de ensayo con caldo Brucella a los
cuales se les deposito un indculo de 75 uL del cultivo; posteriormente se
afiadieron las nanoparticulas de plata funcionalizadas a tres concentraciones
(2,8, 1,4y 0,92 mg/mL) y se incubaron a 37 °C por 48 h.

Resultados
Determinacién de Grupos funcionales: En la Tabla |, se observan los
resultados realizados al extracto metandlico de M. piperita, de acuerdo con
Dominguez X., 1973. El extracto metandlico de M. piperita presenta los
siguientes grupos funcionales: esteroles vy triterpenos, carbohidratos, alcaloides
y presenta insaturaciones.

Tabla |.- Pruebas fitoquimicas para M. piperita.

Grupo funcional Prueba Reaccion
Insaturaciones KMnQO4 +
Grupo carbonilo 2,4-dinitrofenilhidracina +
Oxidrilos fendlicos FeCls +
Flavonoides H>SO4 +
Esteroles y triterpenos Salkowsky -
Molish +
Carbohidratos Cumarinas +
Lactonas +
Sesquiterpenlactonas Baljet +
Alcaloides Dragendorff +
Saponinas (NaHCO3) Bicarbonato de sodio +
Aromaticidad H.SO4.formaldehido +

Actividad biolégica del extracto metandlico de M. piperita sobre H. pylori:
Se evaluaron 1, 5, 10 y 15 mg/mL del extracto metandlico de M. piperita y en la
Figura 1 se observa que el cultivo de H. pylori mostré una absorbancia de 0,324
nm, el control positivo (ceftriaxona) a una concentracion de 10 mg/mL presenté
una absorbancia de 0,079 nm, y el extracto metandlico a 10 mg/mL presenté
una absorbancia de 0,14 mg/mL. Las dosis de 1 y 5 mg/mL presentaron
absorbancia superior a la del cultivo control de H. pylori (Fig. 1).
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Figura 1.- Actividad biolégica del extracto metandlico de M. piperita sobre
H. pylori. Comparacion de la absorbancia que presento el cultivo de H. pylori
en el control de cultivo (barra roja) (0,324 nm), el cultivo en presencia de 10
mg/mL de ceftriaxona (0,079 nm) (barra azul), y el cultivo en presencia de 10
mg/mL del extracto metandlico de M. piperita (0,14 nm) (barra verde). Este
extracto, a la dosis de 5 mg/mL, no inhibié el cultivo de H. pylori.

Actividad biolégica de Np-Ag/EM-M- piperita sobre H. pylori: En la Figura 2
se muestra la imagen correspondiente al cultivo de H. pylori en presencia de las
nanoparticulas de plata funcionalizadas con el extracto metandlico de M.
piperita (Np-Ag/EM-M. piperita), en el cual se observa la inhibicién del cultivo y
la inhibicion de la formacién del biofilm caracteristico de un cultivo sano de H.
pylori. Esta actividad inhibitoria se aprecia a la dosis de 2,8 mg/mL de Np-
Ag/EM- M. piperita.

DISCUSION

Helicobacter pylori es una bacteria implicada en diversos padecimientos de tipo
digestivo. Actualmente, el tratamiento consiste en la administracion de una
combinacién de farmacos y antibiéticos. Sin embargo, debido a la apariciéon de
resistencia bacteriana a estas moléculas es necesaria la busqueda de nuevos
agentes antimicrobianos mas eficaces que los antibidticos y que ademas se
puedan sintetizar de manera sencilla. Es por eso que las nanoparticulas de
plata funcionalizadas con extractos vegetales se presentan como una
alternativa a esta problematica.

El mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata sugiere que los iones
Ag" alteran la permeabilidad celular y otras funciones de la bacteria. La dosis
que presentd mayor efecto corresponde a 2,8 mg/mL, en la cual se aprecian
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cambios importantes como lo es la inhibicion de biofiim, un mecanismo de

resistencia caracteristico de H. pylori (Hideo Y., et al., 2015)
] 3 - >

Figura 2.- Actividad biolégica de nanoparticulas de plata funcionalizadas
con el extracto metandlico de M. piperita sobre H. pylori. La imagen 1)
corresponde al cultivo control de H. pylori, las imagenes de los tubos 2, 3 y 4
corresponden a cultivos de H. pylori en presencia de nanoparticulas de plata
funcionalizadas con el extracto metandlico de M. piperita, a las dosis de 0,92
mg/mL, 1,4 mg/mL y 2,8 mg/mL respectivamente. A la dosis de 2,8 mg/mL se
observo la inhibicion de la formacion del biofilm caracteristico de un cultivo sano
de H. pylori.

Los grupos funcionales que, de acuerdo con la metodologia de Dominguez, X,
1973, se detectaron en el extracto metandlico de M. piperita fueron
insaturaciones, grupos carbonilo, oxhidrilos fendlicos, flavonoides, carbohidratos,
sesquiterpenlactonas, alcaloides, saponinas y grupos aromaticos. No se
identificaron triterpenos, pero si se detectd la presencia de flavonoides (Para S.,
etal., 2013).

Conclusiones
-El extracto metandlico de M. piperita inhibe el crecimiento de H. pylori

-Las nanoparticulas de plata funcionalizadas con el extracto metandlico de M.
piperita inhiben el crecimiento y la formacion de biofilm de H. pylori
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