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Resumen

Helicobacter pylori ha sido considerado un microorganismo de importancia clinica clasificado
como carcindgeno de tipo I. Debido a su alta prevalencia a nivel mundial y su aumento en la
resistencia frente a los antibidticos utilizados en el tratamiento convencional, se han estado
investigado nuevas fuentes de moléculas activas frente a Helicobacter pylori, con miras a que
puedan a futuro figurar como nuevas terapias para la erradicacion del mismo, entre las cuales
se encuentra el uso de plantas medicinales.

Se han determinado diferentes propiedades terapéuticas para Passiflora quadrangularis Linn,
de las cuales se destaca la actividad antimicrobiana, la cual se ha determinado sobre
microorganismos Gram positivos y Gram negativos, tal como B. subtilis y E. coli. De igual
manera, se ha descrito en estudios previos del grupo, donde se evidencia actividad
antimicrobiana sobre H. pylori de la fraccion butandlica proveniente de hojas de esta especie,
a una concentracion de 250pg/mL.

Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad
antimicrobiana sobre Helicobacter pylori de compuestos obtenidos de la fraccion butanodlica
de hojas de Passiflora quadrangularis Linn. Adicionalmente, se identificaron los compuestos
mayoritarios presentes en la fraccion butanolica por medio de las técnicas de UPLC-DAD y
CE-DAD, orientadas al andlisis de flavonoides y saponinas.

De este modo, los flavonoides presentes en la fraccion butandlica de P. quadrangularis Linn
se identificaron como orientina-2”-O-glucosido, orientina-2”-O-xilosido, vitexina-2”-O-
glucosido, vitexin-2"-O-xilosido y vitexina; asimismo, se identificé a quadrangulosido como
la saponina mayoritaria de dicha fraccién. Por otro lado, los compuestos evaluados en las
subfracciones 6, 9, 10 y 11, con respecto a su actividad bioldgica, no mostraron actividad
antimicrobiana a concentraciones menores a 200ug/mL, lo que sugiere que estos compuestos
evaluados no corresponden a aquellos que le brindan dicha actividad a la planta o, por el
contrario, que se trata de una actividad sinérgica ejercida con la mezcla de estos.



Abstract

Helicobacter pylori has been considered a clinically important microorganism classified as
type | carcinogen. Due to its high prevalence worldwide and its increasing resistance against
antibiotics used in conventional treatment, new sources of active molecules against
Helicobacter pylori have been investigated, with a view to that in the future, they will appear
as new therapies to its eradication, among which is the use of medicinal plants.

Different therapeutic properties have been determined to Passiflora quadrangularis Linn, of
which the antimicrobial activity stands out, which has been determined against Gram positive
and Gram negative microorganisms, such as B. subtilis and E. coli. Similarly, it has been
described in previous studies of the group, where antimicrobial activity against H. pylori of the
butanolic fraction from leaves of this species is evidenced, to a concentration of 250ug/mL.

Taking into account the above, this work aimed to evaluate the antimicrobial activity against
Helicobacter pylori of compounds obtained by CPC from the butanolic fraction of Passiflora
quadrangularis Linn leaves. Additionally, the majority compounds present in the butanolic
fraction were identified through the UPLC-DAD and CE-DAD techniques, oriented to the
analysis of flavonoids and saponins.

Thus, the flavonoids present in the butanolic fraction of P. quadrangularis Linn were identified
as orientin-2"-O-glucoside, orientin-2"-O-xyloside, vitexin-2"-O-glucoside, vitexin-2"-O-
xyloside and vitexin; likewise, quadranguloside was identified as the majority saponin of this
fraction. On the other hand, the compounds evaluated in sub-fractions 6, 9, 10 and 11, with
respect to their biological activity, did not show antimicrobial activity at concentrations less
than 200pg/mL, which suggests that these evaluated compounds do not correspond to those
that provide this activity to the plant or, on other side, that it is a synergistic activity exerted
with the mixture of these.



Introduccion

Dentro de los microorganismos reportados por la OMS en el 2017 como patogenos prioritarios
resistentes a los antibioticos se encuentran en prioridad alta Helicobacter pylori [1], una
bacteria Gram negativa que ha colonizado la mucosa gastrointestinal de aproximadamente el
50% de la poblacion mundial, principalmente en paises en via de desarrollo o recientemente
industrializados, tal como Colombia, en el cual se ha reportado una prevalencia del 69,1% [2-
5]. Después de mas de 20 afios de emplear la triple terapia estandar como tratamiento de
primera linea, esta empezd a presentar tasas de eficacia inferiores al 80%, por tal razon se vio
la necesidad de aplicar otros tratamientos, como la terapia cuadruple, la cual corresponde al
esquema terapéutico recomendado actualmente en Colombia [6-8].

Sin embargo, con el paso del tiempo han aumentado los reportes de cepas de este
microorganismo resistentes frente a los antimicrobianos empleados de manera convencional en
sus diferentes tratamientos [9], razon por la cual la eficacia de estos esquemas tambien ha
empezado a disminuir [7, 8, 9, 10, 11]. Debido a esto, se ha visto la necesidad de buscar otras
alternativas terapéuticas para la erradicacion de este microorganismo, como lo es el uso de
compuestos provenientes de plantas medicinales, las cuales han demostrado tener un potencial
terapéutico a lo largo de la historia para tratar diversas enfermedades.

Partiendo de ello, dentro del grupo de Investigacion de Enfermedades Infecciosas en conjunto
con el grupo de Investigacion en Fitoquimica, pertenecientes a la Pontificia Universidad
Javeriana, se comenzo a evaluar nuevas estrategias que puedan a futuro ser empleadas con el
proposito de erradicar la infeccion por H. pylori y disminuir el riesgo de padecer cancer
gastrico a causa de este microorganismo, dentro de ellas entre las que se encuentra la evaluacion
de la actividad anti-H pylori de compuestos provenientes de especies del género Passiflora, asi
como P. quadrangularis Linn.

Con base en lo anterior, en este trabajo se empled la fraccion butandlica activa de hojas de
Passiflora quadrangularis Linn (“badea”), una especie del género Passiflora identificada por
poseer diversas propiedades terapéuticas como la antimicrobiana [12, 13, 14], para continuar
con los ensayos que se han estado realizando dentro del grupo sobre esta planta, evaluando asi
la actividad antimicrobiana frente a H. pylori de compuestos provenientes de esta fraccion
butandlica, por medio de la técnica de dilucion en agar bajo las pautas brindadas por el Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) y utilizando las cepas de referencia de H. pylori
NCTC 11637 y NCTC 11638 (National Collection of Type Cultures).



Planteamiento del problema

Helicobacter pylori presenta una alta prevalencia a nivel mundial, en especial en paises en via
de desarrollo como Colombia donde se reporta una prevalencia de 69,1% [2-5], asociandose a
su vez con diferentes enfermedades gastrointestinales, de las que resalta el adenocarcinoma
gastrico por ocupar uno de los primeros puestos en mortalidad por canceres a nivel mundial

[3].

Con el pasar de los afios, microorganismos como este estan desarrollando mayor resistencia
frente a los antibidticos empleados dentro de los tratamientos convencionales, disminuyendo a
su vez la tasa de éxito de estos. De este modo, no solo se observa a nivel mundial una reduccion
en la tasa de éxito de los tratamientos que contienen claritromicina del 90% a menos del 80%,
tal como la triple terapia, sino que también se ha visto afectada la tasa de efectividad de otros
esquemas que emplean distintas combinaciones de antibiéticos, como la terapia cuadruple y la
concomitante [9].

En los dltimos afos la resistencia primaria y secundaria de H. pylori frente a claritromicina,
levofloxacina y metronidazol ha aumentado en todo el mundo con tasas superiores al 15%,
inclusive, se han reportado resistencias combinadas primarias de claritromicina y metronidazol
y resistencia frente a tetraciclina y amoxicilina superior al 10% en todo el mundo [9]. Sumado
a lo anterior, en una revision sistematica realizada en latinoamerica se reportaron resistencias
primarias frente a metronidazol, amoxicilina y levofloxacina, tetraciclina y resistencia dual de
claritromicina y metronidazol del 53, 4, 15, 6 y 8%, respectivamente [15, 16], mientras que a
nivel Colombia se han reportado, cepas resistentes a metronidazol, levofloxacina,
claritromicina y amoxicilina en un 81,01%, 27%, 25% y 3,8%, respectivamente [16-19].

Asi pues, la creciente aparicion de cepas de H. pylori resistentes a los antibidticos empleados
comunmente en los diversos esquemas terapéuticos que se han desarrollado en las ultimas
décadas, ademas de su importancia a nivel clinico por las enfermedades a las cuales esta
asociado, por la alta prevalencia del mismo a nivel mundial, especialmente en paises en via de
desarrollo como Colombia, y por la disminucion de las tasas de éxito de estos esquemas en
todo el mundo, han causado la necesidad de la busqueda de potenciales alternativas terapéuticas
para la erradicacion de este microorganismo, tal como se puede apreciar en el llamado urgente
que realiz6 la OMS en febrero del 2017 para la busqueda de nuevos antibioticos frente a este y
otros microrganismos [2, 9], siendo una de estas el uso de plantas medicinales, o0 compuestos
provenientes de estas.



Justificacion

Teniendo en cuenta que los tratamientos contra H. pylori han perdido eficacia, se han empezado
a investigar diversas alternativas terapeuticas para la erradicacion de este microorganismo,
siendo el uso de compuestos provenientes de plantas medicinales un area con gran potencial
para dicho fin, debido a las diversas propiedades terapéuticas que estos pueden poseer [3, 20].

El género Passiflora cuenta con alrededor de 576 especies las cuales han reportado diversas
actividades, entre las que se destaca la actividad antimicrobiana [21]. En cuanto a Passiflora
quadrangularis diferentes estudios han demostrado su actividad antimicrobiana sobre bacterias
Gram positivas y Gram negativas, como L. monocytogenes, B subtilis y S. aureus, partiendo
para ello de diferentes extractos (acuoso, metandlico y de acetona) provenientes del fruto y las
hojas de esta especie [19, 20]. Adicional a esto, se ha determinado que los extractos
hidroetandlico y la infusion acuosa de hojas de esta especie, asi como la fraccion butandlica
poseen actividad antimicrobiana sobre H. pylori a concentraciones de 1000ug/mL para los
extractos y de 250ug/mL para la fraccion [14].

Con base en esto, en este trabajo se evaluaron algunos de los compuestos provenientes de dicha
fraccion, en pro de identificar y aislar aquellos compuestos responsables de dicha actividad
antimicrobiana en esta fraccion. De este modo, se busca brindar informacion relevante para la
realizacion a futuro de otros experimentos in vitro e in vivo, con el propdésito de avanzar en el
desarrollo de una alternativa terapéutica segura y eficaz para la erradicacion de H. pylori.

De este modo, en el presente proyecto se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Cuél
es la actividad antimicrobiana frente a Helicobacter pylori de compuestos obtenidos a partir de
la fraccidn butandlica de hojas de Passiflora quadrangularis Linn?



Marco teérico

Helicobacter pylori

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo microaerofilico en forma de espiral,
perteneciente a la familia Helicobacteraceae, flagelado, exigente nutricionalmente y con un
tamano de 2-4um de largo y de 0,5-1um de ancho, que ha infectado aproximadamente el 50%
de la poblacion mundial [4, 22], principalmente en paises en via de desarrollo, donde se
encuentra una prevalencia que oscila entre el 60-90% de su poblacion, debido al nivel de
urbanizacion, nivel socioeconémico y saneamiento de estas comunidades [3, 23]. Por su parte,
América del sur cuenta con una prevalencia del 69,4%, la cual corresponde a una de las
prevalencias notificadas mas altas en comparacion con otras regiones del mundo como
Ameérica del Norte y Europa Occidental, que cuentan con prevalencias de 37,1% y 34,3%,
respectivamente [4]. En el caso de Colombia se encuentra una prevalencia del 69,1% [5].

La infeccion por H. pylori generalmente se adquiere durante la infancia y causa gastritis cronica
en todos los pacientes colonizados, sin embargo, en estos pacientes también puede predisponer
al desarrollo de Ulceras pépticas (10%), linfoma MALT (0,1%) y hasta adenocarcinoma
gastrico (1-3%), el cual ocupa uno de los primeros lugares dentro de la mortalidad por canceres
a nivel mundial, razén por la cual fue identificado como carcindgeno tipo 1 por la IARC y la
OMS desde 1994 [2, 3, 23, 24].

Este microorganismo es capaz de colonizar la mucosa gastrointestinal al liberar proteasas que
debilitan el revestimiento mucoso del epitelio gastrico, ureasas que transforman la urea
presente en la luz géstrica en amonio y didxido de carbono, con el fin de generar una capa que
le permita protegerse del pH acido del estémago [25]. Sumado a esto, posee proteinas
especificas que le permiten adherirse a las membranas de las células epiteliales gastricas, lo
cual puede generar una reaccién inflamatoria en el organismo, conllevando a la migracién de
polimorfonucleares, linfocitos B y T, y otras células del sistema inmune, que termina en el
desarrollo de neoplasias [3, 25].

Adicionalmente, cuenta con diferentes factores de virulencia que participan en la induccion de
lainflamacién y en la colonizacion de H. pylori en el sistema gastrointestinal, tales como CagA,
VacA, PAI, OipA, BabA, entre otros. Algunos de estos factores pueden llegar a provocar
citotoxicidad sobre las células epiteliales y/o aumentar la proliferacion celular, generando a su
vez diferentes lesiones gastricas y hasta cancerosas [2, 3]. Debido a todo esto, los diferentes
tratamientos que se han venido utilizando y desarrollando en las dltimas deécadas se han
centrado en la erradicacion de este microorganismo, con el fin de prevenir el riesgo de
desarrollar enfermedades gastroduodenales y cancer gastrico.

Tratamientos frente a Helicobacter pylori

La triple terapia estandar ha sido empleada por mas de 20 afios como terapia de primera linea
para el tratamiento de la infeccion causada por H. pylori, la cual estd constituida por un
inhibidor de la bomba de protones (como omeprazol) y dos antibidticos, principalmente
amoxicilina, claritromicina, metronidazol o levofloxacina durante 10-14 dias [6-8].



Sin embargo, la eficacia de la terapia triple que inicialmente era del 90%, de manera progresiva
ha disminuido en la mayoria de los paises, alcanzando cifras inferiores al 80%, que se pueden
considerar inaceptables debido a que se encuentran por debajo de rango aceptable establecido
para el tratamiento de una enfermedad infecciosa (90%) [7, 9] Por lo tanto, actualmente se
recomienda la terapia cuddruple, que contiene un farmaco adicional compuesto por sales de
bismuto; este esquema es ademas el recomendado como esquema terapéutico en Colombia [6,
8]. Sin embargo, pese a que la terapia cuadruple ha alcanzado tasas de éxito superiores al 90%,
debido al mal uso de los antibioticos y a algunas limitaciones que presenta el bismuto, tal como
la ausencia de actividad antimicrobiana frente a bacterias intracelulares y pericelulares, esta
también ha comenzado a perder rapidamente su eficacia [7, 8, 10, 11].

Por tal razon, se hizo necesario contar con diversas opciones para tratamiento de primera linea,
como los indicados en la Figura 1, donde se visualizan algunas terapias de primera linea
sugeridas para Latinoamérica y Colombia [19]; ademas de contar con tratamientos de segunda
o tercera linea, y de rescate o salvamento, en caso de que fracase el de primera linea, tales como
lo son la terapia dual, la hibrida, la concomitante, entre otros; donde se emplean otros
antibidticos, como lo son la rifabutina y la furazolidona [7, 16, 26].
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Figura 1. Esquemas terapéuticos de primera linea sobre H. pylori. Recuperado de [23].

Pese a esto, el aumento de cepas resistentes de H. pylori sigue incrementando, pues se han
reportado resistencias frente a claritromicina, metronidazol y levofloxacina >15%, y de
tetraciclina y amoxicilina >10%, en diferentes regiones del mundo, incluyendo las Américas
[9]. En Colombia se puede observar una tasa de resistencia a claritromicina del 25%, a
metronidazol del 81%, a levofloxacina del 27% y a amoxicilina del 3,8% [16-19]. Por esta
razon, la Agencia Europea de Medicamentos ha clasificado a Helicobacter pylori dentro de las
especies bacterianas inconstantemente sensibles, es decir, presenta resistencia frente a los
principales antibidticos utilizados en el tratamiento convencional (claritromicina,
metronidazol, amoxicilina, levofloxacina y tetraciclina) entre el 10-50% de los pacientes
tratados [24].



De este modo, despues de varios consensos, como el consejo V de Maastricht, se ha acordado
que la eficacia minima de un tratamiento exigida para tratar a un paciente colonizado por H.
pylori es del 90%, y que cada region o pais deberia investigar esquemas de tratamiento
seleccionando unicamente aquellos que presenten mayor eficacia a nivel local, basandose a su
vez en los patrones locales de resistencia a estos antimicrobianos [8, 18]. Asimismo, la OMS
en 2017 declar6 a H. pylori resistente a claritromicina como una bacteria de prioridad alta por
ser una amenaza para la salud humana, y, de igual manera, impulso la investigacion y desarrollo
de nuevas estrategias para la erradicacion de este y otros microorganismos [1, 21].

Asi pues, se han evaluado y explorado nuevas alternativas terapéuticas como la
implementacion de probidticos, el desarrollo de vacunas o el uso de plantas medicinales y
compuestos derivados de estas, que buscan una eficacia terapéutica superior y una reduccion
de posibles efectos adversos, tanto para prevenir, como para erradicar la infeccion [26, 28].

Fitoterapéuticos

Desde la antigiiedad las plantas han jugado un rol fundamental en diferentes aspectos de las
comunidades humanas, desde la alimentacion y la ornamentacién, hasta en la medicina de estas.
Como bien se sabe, las plantas han demostrado poseer una gran variedad de propiedades
terapéuticas que han sido explotadas poco a poco en la medicina tradicional por nuestros
ancestros, gracias a los conocimientos empiricos que fueron adquiriendo de las mismas al
emplearlas a diario en sus remedios caseros para tratar diferentes enfermedades, de ahi que
sean ampliamente estudiadas para el desarrollo de tratamientos para diversas patologias
humanas [6, 28]. Estas propiedades son brindadas por una gama de diversas moléculas
bioactivas, tales como flavonoides, saponinas, acidos fendlicos y taninos [13, 29].

Ademéas de esto, han jugado un importante papel en el desarrollo de gran cantidad de
medicamentos que se conocen Y se utilizan hoy en dia, como la morfina y la aspirina, de modo
tal que se considera que cerca del 50% de los medicamentos modernos provienen de productos
naturales, mas aun por la actual necesidad de descubrir nuevas moléculas o compuestos que
proporcionen la actividad terapéutica requerida para tratar patologias como las enfermedades
infecciosas, cuyos agentes patdgenos se han vuelto resistentes con el tiempo contra los
antimicrobianos comunmente usados frente a estos, tal como es el caso de H. pylori [13, 30].

Dentro de las propiedades que poseen las plantas se ha vuelto de gran interés su estudio para
enfermedades infecciosas por los metabolitos con potencial actividad antimicrobiana que estas
puedan poseer [29]; por esta razdn, los productos naturales se consideran un amplio campo
para el descubrimiento de posibles tratamientos para la infeccion causada por H. pylori, mas
aun, teniendo en cuenta que se ha demostrado que una gran variedad de estos poseen actividad
anti-H. pylori por medio de diversos mecanismos [2]. En el estudio de Asha y colaboradores
[31] empled el método de dilucion en agar, con el propdsito de determinar la actividad
antimicrobiana sobre dos cepas de referencia y una cepa clinica de H. pylori del extracto
comercial GutGard proveniente de Glycyrrhiza glabra y de algunos compuestos puros de dicho
extracto, tal como Glabridina, los cuales obtuvieron concentraciones minimas inhibitorias de
100 y 12,5ug/mL, respectivamente. Cabe aclarar que se ha determinado que la actividad anti-



H. pylori de estas plantas es inducida por varios de los compuestos que las conforman, tales
como flavonoides, saponinas, alcaloides y terpenos [2].

Otro ejemplo claro de ello corresponde al extracto metandlico de bulbos de Allium acalonicum
Linn, el cual presentd actividad inhibitoria sobre cepas clinicas y de referencia de H. pylori a
concentraciones entre 100-200mg/mL, utilizando para ello la técnica de dilucién en agar [32].
En este estudio se les atribuyd la actividad a los flavonoides, las saponinas, los aceites
esenciales, entre otros; debido a diversos mecanismos de accion que poseen, por ejemplo, se
considera que la accion de los flavonoides podria deberse a la inhibicion de la DNA girasa a
través de la membrana plasmatica [32].

En el estudio de Mahady y colaboradores [33], evaluaron mediante el método de dilucién en
agar la actividad antimicrobiana frente a 15 cepas clinicas de H. pylori de extractos metanolicos
provenientes de 24 especies de plantas, las cuales mostraron diferentes perfiles de actividades
y, por ello, diferentes MIC que oscilaban de 12,5ug/mL a >100ug/mL. De estas especies, se
puede destacar Passiflora incarnata, a partir de la cual se obtuvo una concentracion minima
inhibitoria de 50pg/mL.

Adicionalmente, también se ha encontrado que algunas especies del género Passiflora poseen
actividad antimicrobiana frente a H. pylori, tal como Passiflora tripartita y Passiflora
tarminiana, cuyos extractos hidroetan6licos muestran actividad antimicrobiana in vitro sobre
las cepas de referencia de H. pylori NCTC 11637 y NCTC 11638, a concentraciones superiores
a los 1000pg/mL, utilizando el método de dilucion en agar [34].

Plantas del género Passiflora

El género Passiflora, cuenta con alrededor de 576 especies, esté género se caracteriza por
abarcar en su mayoria enredaderas que trepan en zarcillos auxiliares con flores de diferentes
colores (Figura 2), las cuales se encuentran distribuidas en zonas tropicales y subtropicales de
Asia, Africa y América, tal como las zonas andinas ubicadas en América del Sur, de las cuales
son originarias muchas de estas [9, 21, 35, 36]. Colombia por su parte es considerado uno de
los paises con mayor diversidad de pasifloras silvestres y cultivadas con 170 especies
reportadas, 42 de ellas pertenecientes a este género especificamente, de las cuales P. edulis, P.
ligularis, P. quadrangularis, P. maliformis y P. mollisima son las de mayor interés comercial
debido al uso de sus frutos en la alimentacion humana [19, 37, 38].
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Figura 2. Algunas especies del género Passiflora. Recuperada de [39].

Las pasifloras se destacan por su uso en la alimentacion y como plantas ornamentales debido
principalmente a sus flores y hojas llamativas, sin embargo, también tiene importancia en el
area farmacologica para el desarrollo de medicamentos como los de tipo ansiolitico y sedante,
debido a las propiedades terapéuticas que poseen, entre las que se encuentra para especies de
este género actividad sedante, espasmolitica, antiinflamatoria, antioxidante, antihelmintica y
antimicrobiana [19, 21, 34, 40]. Adicionalmente, cabe destacar que algunas especies del género
Passiflora, segin relato, son utilizados en la medicina tradicional para tratar problemas
gastrointestinales [41].

Segun la literatura se han descrito una gran variedad de compuestos dentro de la composicion
quimica de las especies del género Passiflora, de las cuales se destacan los flavonoides,
especialmente los C-glicosilflavonoides, como orientina, vitexina y isovitexina [42, 43].
También se han identificado saponinas, antocianinas, alcaloides, glucésidos cianogénicos,
otros acidos fendlicos como el cumaérico o el cafeico, entre otros, sin embargo, algunos de estos
compuestos se encuentran restringidos a ciertas especies y en pequefias proporciones dentro de
estas plantas, tal como es el caso de los alcaloides y las saponinas [42-44].

Passiflora guadrangularis Linn

Dentro del género Passiflora se encuentra la especie P. quadrangularis Linn (también llamada
badea), que corresponde a una planta de tipo enredadera herbacea, glabra, provista de
pedunculos con una flor en cada pedinculo de tonalidad fucsia (Figura 3), originaria de
Suramérica y que se puede encontrar en diversas regiones del territorio colombiano [20].
Ademas, también esta provista de zarcillos en forma de espiral y un fruto globoso [20].
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Figura 3. Passiflora quadrangularis Linn, A. Flor y B. Fruto inmaduro y flor.
Recuperada de [39].

En cuanto a sus usos P. quadrangularis Linn se ha empleado como sedante, para tratar Glceras,
regular la digestién, aliviar contusiones e inflamaciones articulares, como cicatrizante de
heridas y también en la preparacion de diversos alimentos [20, 38]; adicionalmente, se ha
empleado el té preparado a partir de sus hojas, con el proposito de controlar la hipertension
arterial y tratar la diabetes [12].

En el estudio de Sathyan y colaboradores [12] se determind que el jugo del fruto de P.
quadrangularis Linn posee actividad antioxidante y antimicrobiana sobre microorganismos
como S. aureus, B. subtilis, P. putida y E. coli a concentraciones mayores a 10uL por disco,
evaluadas mediante el método de difusidn en disco [12]. Adicional a esto, bajo el método de
difusién en disco también se ha determinado que los extractos de éter de petrdleo, acetona y
metanol obtenidos de hojas de P. quadrangularis Linn han presentado actividad antimicrobiana
frente a bacterias Gram positivas como S. aureus, B. subtilis, B. cereus y L. monocytogenes, y
frente a bacterias Gram negativas como P. aeruginosa, K. oxytoca y E. coli [13]. Cabe aclarar
que los métodos empleados en estos estudios no son los apropiados para la realizacion de
pruebas de susceptibilidad de H. pylori, debido a que el método estandar recomendado por el
CLSI para dicho fin corresponde al de dilucion en agar [45].

Adicionalmente, en estudios previos del Grupo de Investigacion en Enfermedades Infecciones
en asociacion con el Grupo de Investigacion en Fitoquimica, ambos de la Facultad de Ciencias
de la Pontificia Universidad Javeriana, se evalud y determind la actividad antimicrobiana de
extractos y fracciones de esta especie frente a las cepas de referencia de Helicobacter pylori
NCTC 11637 y NCTC 11638, las cuales presentaron CMI de 1000pg/mL para extractos
hidroetanolicos de hojas de P. quadrangularis Linn, y CMI de 250pg/mL para su respectiva
fraccion butandlica, con la presencia destacada de flavonoides y saponinas en sus
composiciones quimica. [14].

Se encontrd que estudios previos, mediante técnicas analiticas como TLC, HPTLC y HPLC,
han determinado que Passiflora quadrangularis Linn presenta dentro de su composicion
flavonoides tipo C-glicosilflavonoides (Figura 4), tal como orientina, orientina-2’’-O-xilésido,
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orientina-2’’-O-glucdsido, vitexina, vitexina-2-O-xilosido y vitexina-2’’-O-glucdsido, ademas
de una gran variedad de saponinas, siendo el quadrangulésido la saponina mayoritaria (Figuras
5). [42, 43, 46, 47].

OH

Orientina 2"-O-xilésido

Vitexina
Vitexina 2°-O-glucodsido Vitexina 2"-O-xilésido
Figura 4. Flavonoides presentes en hojas de P. quadrangularis Linn. Recuperado de [36] y
[48]

HOH,Cy,

\\\\\\\\“
R

Figura 5. Quadrangulosido, saponina mayoritaria presente en hojas de P. quadrangularis
Linn (R corresponde a gentiobiosa). Recuperado de [48].

Los flavonoides son compuestos bastante comunes en el reino vegetal, por tal motivo han sido
aislados en gran medida de diversas plantas y se les ha atribuido diversas propiedades, entre
las que encontramos actividad antiinflamatoria, antioxidante, hepatoprotectora, antiarritmica,
anticancerigena, antimicrobiana, inhibidora de mdltiples enzimas, tales como las
oxidorreductasas y cinasas, entre otras propiedades [36, 49]. En el caso de los C-
glicosilflavonoides son bien conocidos por presentar actividad antitumoral, antiinflamatoria,
antidiabética, hepatoprotectora y antimicrobiana [44]. Por otro lado, se ha demostrado de igual
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manera que las saponinas presentan propiedades antiinflamatorias, hipocolesterolémicas,
hemoliticas, antifungicas, antiparasitaria y antitumorales menores [50].

Sumado a esto, se ha determinado que los flavonoides son capaces de proteger la mucosa
gastrica contra diferentes agentes ulcerogénicos en diferentes mamiferos. Una razon para ello
es la capacidad que poseen de inhibir la actividad de la bomba de protones H*/K*-ATPasa o
aumentar la PGE: y la secrecion de mucosa [51]. De igual manera, también se han reportado
efectos gastroprotectores y antiulcerosos para saponinas [52]. Por consiguiente, estos
compuestos despiertan un gran interés para el presente estudio, teniendo en cuenta que las
especies del género Passiflora poseen dentro de su composicién una alta proporcion de
flavonoides y saponinas.
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Objetivos

Obijetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana frente a Helicobacter pylori de compuestos obtenidos a
partir de la fraccion butandlica de hojas de Passiflora quadrangularis Linn.

Obijetivos especificos

- Caracterizar los compuestos mayoritarios de la fraccion butandlica proveniente de hojas de
la especie Passiflora quadrangularis Linn.

- Evaluar la actividad antimicrobiana de compuestos derivados de la fraccion butandlica de
hojas de Passiflora quadrangularis Linn frente a Helicobacter pylori.
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Metodologia

1. Material vegetal

El material vegetal (hojas de Passiflora quadrangularis Linn) fue recolectado previamente en
el municipio de Neiva (Longitud: 75° 12” 5.839; Latitud: 2° 52” 01,599) del departamento de
Huila, Colombia. La identificacion del material vegetal fue realizada por el profesor Carlos
Albero Parra del Instituto Nacional de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia y se
depositd una copia del espécimen en el Herbario de la Universidad Nacional, bajo el nUmero
COL589240. Esta investigacion estd autorizada por el Contrato de Acceso a Recursos
Genéticos y Productos Derivados N° 212 (RGE 0287-6), entre la Pontificia Universidad
Javeriana y el Ministerio de medio Ambiente y Desarrollo Sostenible de la Republica de
Colombia. Posteriormente, el material fue secado en una estufa de aire circulante a 35°C por
72 horas y molido con molino de cuchillos.

2. Obtencion de la fraccion butandlica

En primer lugar, se realizé un proceso extractivo a partir del material vegetal molido mediante
maceracion hidroetandlica al 50% (relacion 1:15 planta-solvente) durante 72h. Posteriormente,
el extracto fue filtrado y el etanol fue retirado de la muestra mediante rotaevaporacion. El
extracto fue entonces fraccionado por medio de particion liquido-liquido, utilizando butanol.
Paso seguido, la fraccion butanolica fue secada mediante rotaevaporacion a una temperatura
de 40°C [14]. Finalmente, la fraccion obtenida se almacend en frascos &mbar sellados a una
temperatura de 4°C para su posterior uso.

3. Caracterizacién quimica de la fraccién y/o compuestos provenientes de P. quadrangularis
Linn

3.1. Analisis por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiencia acoplada a un Detector por
Arreglo de Diodos (UPLC-DAD)

El andlisis del perfil cromatografico de la fraccion butandlica se realizd6 mediante
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiencia acoplada a un Detector por Arreglo de Diodos
(UPLC-DAD) en un equipo UPLC Acquity H-Class Waters ®, para la cual se utilizdé una
columna cromatografica de fase reversa C18 Phenomenex® Kinetex (100x2,1mm;2,6um) y
una temperatura de 21+2°C. Los espectros UV-Vis fueron analizados entre 200-400nm [42].
Cabe resaltar que las muestras fueron previamente preparadas a una concentracion de 3mg/mL
en Metanol: Agua (relacion 1:1) y filtradas por una membrana de 0,22um [53].

Para el andlisis de flavonoides se tuvieron en cuenta las siguientes condiciones: Como fase
movil se utiliz6 un gradiente de dos pasos de acetonitrilo (Solvente A) y acido féormico 0,5%
en agua (Solvente B) de la siguiente manera: 15-35% de A (0-8min), seguido de 35% A (8-
10min). Ademas, se utiliz6 un flujo de 0,25mL/min y un volumen de inyeccion de 3uL [42].

Adicionalmente, para el andlisis de saponinas de P. quadrangularis Linn, se emplearon las
condiciones cromatograficas de HPLC publicadas en el estudio de Costa y colaboradores [48],
las cuales se convirtieron a condiciones de UPLC mediante el software Empower 3. Partiendo
de ello, como fase movil se utiliz6 un sistema de gradiente de acetonitrilo (Solvente A) y agua
(Solvente B) de la siguiente forma: 29% de A (0-2,18min) y 29-35% de A (2,18-12,18min). Se
emple6 un volumen de inyeccion de 1,9uL, un flujo de 0,35mL/min y se realizo la deteccion a
una longitud de onda de 205nm.
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Finalmente, el andlisis de los datos obtenidos se realiz6 con ayuda del software Empower 3, a
partir del cual se obtuvieron los cromatogramas correspondientes al analisis de flavonoides y
saponinas presentes en la fraccion butanolica evaluada.

3.2. Andlisis por Electroforesis Capilar equipada con un Detector por Arreglo de Diodos (CE-

DAD)

La caracterizacion fitoquimica también se llevd a cabo mediante Electroforesis Capilar
equipada con un Detector por Arreglo de Diodos (CE-DAD) en un equipo (Agilent
Technologies 7100), para la cual se siguié la metodologia descrita por Costa y colaboradores
modificada [42]. Para dicho fin se utilizé un capilar de silica fundido de 45cm de largo por
50um de diametro interno con una ventana de deteccion ampliada y un buffer de corrida (BGE)
compuesto por tetraborato de sodio (TBS) (50 mmol/l; pH 9.5, ajustado con NaOH 1M) y
metanol al 20%. Cabe resaltar que se realiz6 un acondicionamiento inicial del capilar con
NaOH 1M (5min), NaOH 0,1M (5min), agua tipo 1 (5min) y buffer de corrida (10min).
Ademas, entre analisis se realiz6 un preacondicionamiento con buffer de corrida durante 5
minutos.

La muestra fue introducida al equipo mediante una inyeccion hidrodindmica a una presion de
50mbar/10s. Para la separacién se aplicé un voltaje de 25kV y una temperatura constante de
30°C durante los 10 minutos que durd el analisis de la muestra. Ademas, la deteccidn se realizd
a una longitud de onda de 390nm para el anéalisis de flavonoides. Las muestras fueron
previamente preparadas en agua tipo 1 en una concentracion final de 1mg/mL, y filtradas por
una membrana de 0,22pm.

Finalmente, el analisis de los datos obtenidos se realizd con ayuda del software Agilent
ChemStation, a partir del cual se obtuvo el electroferograma correspondiente al analisis de
flavonoides presentes en la fraccion butandlica evaluada.

4. Purificacion de compuestos a partir de la fraccion butandlica de P. quadranqularis Linn

En la basqueda de compuestos a partir de la fraccion butandlica activa sobre Helicobacter
pylori, se utiliz6 la técnica de Cromatografia de Particion Centrifuga (CPC), con miras a la
purificacion de algunos de los compuestos mayoritarios, como los flavonoides. Para este fin,
se siguidé la metodologia de Costa y colaboradores [48] y Gazola y colaboradores [53] con
algunas modificaciones.

Se empled un sistema de solventes en gradiente utilizando Acetato de Etilo:Butanol:Agua
(relaciones 1:X:1, respectivamente), en los cuales variaba inicamente la proporcién del butanol
de la siguiente forma: Sistema A (1:0,2:1), Sistema B (1:0,4:1), Sistema C (1:0,6:1) y Sistema
D (1:0,8:1); estas proporciones se seleccionaron posterior al anélisis de la separacion de los
compuestos de interés en diferentes concentraciones de butanol, evaluando consigo los tiempos
de separacion de las fases superior e inferior (organica y acuosa).

De este modo, la fase inferior del sistema A se empled como fase estacionaria del proceso,
mientras que las fases superiores de cada uno de los sistemas se utilizaron como fase mavil, en
un analisis de forma ascendente, a un flujo de 5mL/min y una velocidad de 1500rpm.

Para este proceso se disolvieron 0,79 de la fraccion butandlica de P. quadrangularis Linn en
10mL de la fase movil del sistema A y se inyectaron al equipo de CPC a través un inyector de
10mL, con el rotor previamente equilibrado con la fase movil y estacionaria (Vs = 250mL Sg =
60%). Al finalizar el proceso se recolectaron un total de 50 subfracciones de 10mL cada una,
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las cuales se agruparon en 11 segun sus perfiles de flavonoides y saponinas obtenidos por TLC,
y se secaron posteriormente mediante rotaevaporacion.

5. Cultivo de Helicobacter pylori

Para los ensayos de actividad antimicrobiana se seleccionaron las cepas de referencia de
Helicobacter pylori NCTC 11637 y NCTC 11638 (National Collection of Type Cultures, UK),
brindadas por la coleccidén de microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana, cuyos
cddigos son CMPUJ 122 y CMPUJ 123, respectivamente. Estas cepas cuentan con
caracteristicas de susceptibilidad frente a claritromicina, levofloxacina, metronidazol y
amoxicilina.

Las cepas empleadas se reactivaron de viales conservados a -70°C en agar Brucella
suplementado con 7% de sangre de caballo desfibrinada e IsoVitalex al 0,4% a 37°C en
condiciones de microaerofilia (11% CO.) durante 3 a 4 dias, para que alcanzara la fase de
crecimiento logaritmica necesaria para los posteriores ensayos de actividad antimicrobiana.

El crecimiento e identificacion de este microorganismo se realizaron por morfologia de colonia
tipica y mediante las pruebas bioquimicas de ureasa, empleando para ello urea con rojo fenol
como indicador de pH, gracias a lo cual se determiné la capacidad de H. pylori de descomponer
la urea en dioxido de carbono y amoniaco al virar el medio de naranja-amarillo a fucsia por el
cambio en el pH; de catalasa, adicionando una gota de peréxido de hidrogeno que al entrar en
contacto con el microorganismo va a generar burbujas, debido a la actividad catalasa de este
microorganismo que descompone el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno; y de oxidasa,
para la cual se emplearon tiras de oxidasa que al entrar en contacto con la enzima citocromo
oxidasa de H. pylori vira su tonalidad a azul por la reduccion del 1-naftol+dimetilparafenileno
diamina o reactivo NaDi [54 y 55]. Para todas las pruebas bioguimicas, se obtuvo un resultado
positivo caracteristico de este microorganismo.

6. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de compuestos de P. guadrangularis Linn frente
a H. pylori

La actividad antimicrobiana se evalud frente a H. pylori utilizando el método de dilucion en
agar siguiendo las recomendaciones brindadas en el manual M45 del Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI) [45]. Para ello, se prepararon las soluciones de prueba de
cada una de las de las subfracciones evaluadas en solucion de DMSO al 10% y se mezclaron
con agar Mueller-Hinton Il suplementado con 7% de sangre de caballo desfibrinada e
IsoVitalex al 0,4% en cajas de Petri de 5mL, en una dilucién 1/10, para obtener las
concentraciones finales en el medio a evaluar, que correspondieron a 200, 100, 50, 25, 12,5y
6,25ug/mL. De este modo, la concentracion final de DMSO en el medio de cultivo fue de 1%.

Como controles de la prueba se utilizaron dos controles de inhibicion, siendo estos los
antibidticos amoxicilina (1pug/mL) y levofloxacina (1ug/mL), el control del vehiculo en el cual
se encontraban diluidos los compuestos evaluados (DMSO 1%), y 2 controles de crecimiento,
donde se evaluo el crecimiento de H. pylori en el medio sin ningun tratamiento, tanto al
principio con al final del procedimiento de siembra, con el fin de controlar que el crecimiento
del microorganismo no fuese afectado por el oxigeno y también verificar la pureza en cada
montaje.

Para la siembra se prepararon indculos de cada una de las cepas de H. pylori evaluadas,
ajustadas al estandar 2 de McFarland para alcanzar una concentracion aproximada de
1x108UFC/mL. Posterior a esto, con ayuda de una micropipeta se inocularon por triplicado

17



sobre la superficie de cada medio por spot, 1uL de cada una de las suspensiones bacterianas
preparadas, tras lo cual se incubaron a 37°C durante 72h en condiciones microaerofilicas.
Finalmente, se realizd la lectura de los resultados y se determind la concentracion minima
inhibitoria (CMI), definida como la minima concentracién de un antimicrobiano que inhibe el
crecimiento visible de un microorganismo después de su incubacién. Cabe aclarar que pasadas
estas 72h también se realizaron las pruebas bioquimicas (ureasa, oxidasa y catalasa) para
confirmar la pureza de la prueba.
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Resultados y discusion

1. Caracterizaciéon gquimica de la fraccion butandlica y/o compuestos provenientes de
Passiflora guadrangularis Linn

Las plantas como cualquier otro organismo vivo poseen una gran diversidad de compuestos y
metabolitos que al actuar en conjunto, o de manera individual, tienen diferentes funciones
dentro de ellas, desde la defensa contra factores ambientales peligrosos y frente a diferentes
patologias que pueden llegar a sufrir, hasta en la alimentacion de las mismas; por esta razén,
han sido aprovechadas por el ser humano desde la antigiiedad en la alimentacion como una
fuente de nutrientes, pero asi mismo en el tratamiento de diversas enfermedades como
potenciales agentes terapéuticos.

De este modo, se ha descubierto que el efecto terapéutico especifico de una planta puede ser
brindado por uno de sus componentes 0 por la mezcla de varios de estos en fracciones y
extractos. De este modo, en el caso de P. quadrangularis Linn se determin6 en estudios previos
dentro del grupo que tanto el extracto hidroetandlico como la fraccion butandlica de hojas de
esta especie presentan actividad antimicrobiana sobre H. pylori a concentraciones de 1000ppm
y 250ppm, respectivamente [14]; posterior a esto se realiz6 un fraccionamiento de esta fraccién
butandlica por medio de cromatografia en columna por Sephadex LH-20, a partir de la cual se
obtuvieron tres grupos de subfracciones de esta fraccion butandlica (Grupo 1: Subfracciones
de saponinas, Grupo 2: Subfracciones de saponinas y flavonoides, y Grupo 3: Subfracciones
de flavonoides), donde se encontré actividad antimicrobiana sobre H. pylori a concentraciones
de 250ppm, exclusivamente en aquellas subfracciones que presentaban mezclas de saponinas
y flavonoides[14].

Por este motivo, en el presente estudio se trabajo con esta fraccion butandlica activa con el
proposito de identificar aquellos compuestos especificos que le brindan dicha actividad. Para
ello, en primera instancia, se realiz6 la caracterizacion de esta fraccion por medio de UPLC-
DAD y CE-DAD, orientado al analisis de flavonoides, y por medio de UPLC-DAD orientado
al analisis de saponinas. Cabe mencionar que estos dos grupos de metabolitos son considerados
los compuestos mayoritarios presentes en algunas de las plantas pertenecientes al género
Passiflora, tal como Passiflora quadrangularis Linn, ademas de ser algunos de los compuestos
que les brindan gran cantidad de propiedades terapéuticas a estas plantas [44, 50].

Para el andlisis de flavonoides mediante UPLC se observo en la Figura 6 que la fraccion
butandlica de P. quadrangularis Linn posee 5 picos representativos los cuales, gracias a los
barridos espectrales de la Figura 7 y 8, fueron identificados como flavonoides con tiempos de
retencion de 2,2min, 2,7min, 3,1min, 3,5min y 3,7min, respectivamente; de los cuales se
resaltan los compuestos 2, 3 y 4 (Figura 6). Se puede realizar esta confirmacion debido a la
presencia de dos regiones de mayor absorbancia (longitudes de onda) entre los rangos de 240-
285nm y de 300-400nm en dichos barridos (Figura 7), siendo esto caracteristico de los
flavonoides por presentar dentro de su estructura general dos anillos aromaticos bencénicos
(Porcion benzoilo y porcidn cinamoilo) (Figura 8) capaces de absorber radiacion ultravioleta,
que les confieren a estas moléculas sus caracteristicas espectrales [56]. Partiendo de ello, en
vista de que la longitud de mayor absorbancia de los flavonoides se encuentra entre los 300-
400nm, dentro de las condiciones empleadas para la técnica de UPLC-DAD se selecciond la
longitud de onda de 340nm para la deteccién de los mismo.
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Figura 6. Cromatograma de UPLC de flavonoides de la fraccion butanolica de hojas de P.
quadrangularis Linn a 340nm.
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Figura 7. Barrido espectral de la UPLC de flavonoides de la fraccion butandlica de P.

quadrangularis Linn para los picos 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) y 5 (E).
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Figura 8. Estructura general de un flavonoide indicando la
Porcion benzoilo y la porcién cinamoilo de esta molécula.
Recuperado de [56]

Teniendo en cuenta estudios previos, tal como el de Costa y colaboradores [42], se puede
determinar por comparacion de los perfiles cromatograficos que los flavonoides presentes en
la fraccion butandlica de P. quadrangularis Linn (Figura 6) corresponden a orientina-2”-O-
glucosido (Pico 1), orientina-2”-O-xilosido (Pico 2), vitexina-2"-O-glucosido (Pico 3), vitexin-
27-O-xilosido (Pico 4) y vitexina (Pico 5). Lo anterior se puede concluir debido a que las
condiciones cromatogréaficas empleadas en ambos estudios son similares, razon por la cual el
perfil cromatografico obtenido en dicho estudio es parecido (Figura 9). Esta conclusion
también concuerda con lo reportado en los estudios realizados por Miranda-Freire [40],
Echeverry [46] y Costa y colaboradores [47], donde ademas se reporta que vitexina-2”-O-
xildsido es el flavonoide que se encuentra en mayor proporcion en las hojas de esta especie, al
igual que como se pudo visualizar en la Figura 6.

P quadrangulans

Absorbancia (mAU)

0 10 20
Tiempo de retencion (min)
Figura 9. Cromatograma de HPLC de flavonoides del extracto acuoso de las

xyloside, 5. vitexin. Recuperada de [42]
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Debido a que la polaridad y masa de todos estos flavonoides son muy similares, los compuestos
migran en tiempos semejantes, razén por la cual se hace mas dificil la separacion de los
mismos, por ejemplo, en el estudio de Costa y colaboradores [42] los tiempos de retencion de
la vitexin-2"-O-xilosido y la vitexina son de 10,8min y 11,4min, respectivamente.

La electroforesis capilar bajo las condiciones empleadas, pese a que mostrd un tiempo corto de
andlisis, determind ser una técnica con menor resolucién que la UPLC en cuanto al anélisis de
flavonoides, ya que en la Figura 10 solo se logran visualizar 2 picos de flavonoides,
confirmados por los barridos electroforéticos de las Figuras 11 y 12, mientras que en el
cromatograma de la Figura 6 se observan los 5 compuestos mayoritarios de flavonoides que
posee la fraccion butandlica de P. quadrangularis Linn. Dicha situacion se debe a que estos 5
flavonoides presentes en esta muestra poseen cargas y masas similares entre si, razon por la
cual se mantuvieron agrupados por similitud durante toda la corrida electroforética formando
asi dos picos representativos, de modo tal que se deben evaluar a futuro nuevas condiciones
para lograr una mejor separacion de estos compuestos por medio de esta técnica.

Sin embargo, pese a que en el estudio de Costa y colaboradores [42] se emplearon condiciones
electroforéticas similares, ademas del mismo buffer, se obtuvo en el estudio de estos autores
un perfil electroforético de flavonoides con mejor simetria y resolucion de picos, lo cual indica
que la causa puede encontrarse en el tamafio del capilar empleado, en tanto que al emplearse
un capilar méas corto la muestra atravesé el mismo en menor tiempo y, por ende, fueron
detectados antes de poder separarse adecuadamente los compuestos; asi pues, también se
recortaron los tiempos de migracion, pues en este estudio los tiempos de migracion de ambos
picos oscilaron entre 3-4 minutos (3,5min y 3,7min para los picos 1 y 2, respectivamente),
mientras que en el otro estudio oscilaron entre 8-9 minutos [42].

Absorbancia (mAL)

ey N

Tlempo (min)

Figura 10. Electroferograma de CE de flavonoides de la fraccion butandlica de hojas de P.
quadrangularis Linn a 390nm.
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Figura 11. Barrido espectral de la CE de flavonoides de la fraccion butandlica
de P. quadrangularis Linn para el pico 1 con tiempo de migracion 3,5min
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Figura 12. Barrido espectral de la CE de flavonoides de la fraccion butandlica
de P. quadrangularis Linn para pico 2 con tiempo de migracion de 3,7min.
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Cabe aclarar que la longitud de onda empleada para la deteccion de flavonoides varié de una
técnica a otra, siendo de 330-350nm en UPLC y de 390nm en Electroforesis Capilar. Este hecho
se debe al efecto batocrémico generado por la interaccion entre el borato presente en el buffer
y los flavonoides al encontrarse en pH alcalino, formando un complejo borato-flavonoides (pH
9,5) [42], en el cual se desplaza el maximo de absorcion de estos compuestos a una longitud de
onda mayor, pasando de 340nm a aproximadamente 390nm.

Por otra parte, mediante UPLC-DAD, bajo las condiciones empleadas, se busco separar las
saponinas presentes en la muestra de los flavonoides presentes en la misma, teniendo en cuenta
que, debido a su similitud de polaridades, ambos grupos de compuestos quimicos poseen
tiempos de retencion semejantes y, por ello, son dificiles de separar, ademas, debido a la falta
de cromdforos en las saponinas, su deteccién mediante detectores que exciten bajo UV, tal
como el Detector de Arreglo de Diodos, se hace compleja de realizar. Pese a esto, gracias a las
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condiciones utilizadas se visualizd6 un compuesto mayoritario con tiempo de retencion de
0,78min en la Figura 13 (Pico 1) que, gracias a la comparacion con estudios previos [47], pudo
ser identificado como quadrangulosido, el cual ya ha sido previamente reportado como la
principal saponina presente tanto en P. alata como en P. quadrangularis Linn [40, 47].

Absarbasce (2%om)
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Figura 13. Cromatograma de UPLC de saponinas de la fraccion butandlica de hojas de P.
quadrangularis Linn a 205nm. 1. Quadrangulosido.

En el estudio de Costa y colaboradores [43], gracias al analisis de saponinas realizado por
HPLC, se visualizaron varios picos en el cromatograma (Figura 14), de los cuales se resalto un
pico con tiempo de retencion aproximado de 10min, el cual fue identificado también por estos
autores como quadrangulosido, considerado la saponina mayoritaria de esta especie, tal como
se habia mencionado previamente. En vista de esto, y de la similitud entre ambos
cromatogramas, ademas de la presencia de este pico como el mayoritario en ambos, se dio paso
a la identificacién del pico 1 de la Figura 13 como quadrangulosido. Adicionalmente, se debe
tener en cuenta que los perfiles cromatograficos observados tanto en la Figura 13, como en la
Figura 14, presentan diferentes constituyentes minoritarios en las muestras de P.
quadrangularis, lo cual podria indicar la presencia de otras saponinas menores [47], tal como
22-hidroxi-isoquadrangul6sido  9,19-ciclolanost-21,  24-epoxi-en-3f  25,26-triol-3p-O-
gentiobiosido, la cual ha sido reportada en estudios previos dentro de la composicién de esta
especie [40]. Sin embargo, al ser compuestos dificiles detectar por medio de los detectores
empleados en estas técnicas, se requeririan de otras técnicas analiticas para poder inferir si estas
saponinas se encuentran en menor proporcion, o no, frente a otros compuestos como los
flavonoides.
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Figura 14. Cromatograma de HPLC de saponinas de extractos acuosos brutos
de hojas de P. alata (A) y P. quadrangularis (B) a 205nm (* corresponde a
quadrangulosido). Recuperado de [48]

2. Aislamiento de compuestos provenientes de la fraccién butanélica de P. quadranqularis
Linn

Previo al analisis por CPC se realizd la seleccion de las fases a utilizar, de modo que se
evaluaron diferentes proporciones de butanol donde se buscaba identificar aquellas fases que
presentaran una separacion en el menor tiempo posible (Tabla 1), siendo el tiempo maximo
permitido 90s, debido a que un tiempo de separacion mayor podria afectar el anélisis de CPC
al no permitir la separacion de los compuestos presentes en la misma; a su vez, también se tuvo
en cuenta la interaccion de los compuestos de interés con las fases evaluadas (Figura 15), de tal
forma que se buscaba que, a medida que se aumentaba la proporcion de butanol, los flavonoides
se volvieran mas afines a la fase superior y, por esta razén, los compuestos se iban separando a
medida del tiempo de acuerdo a su afinidad con las dos fases. De este modo, las proporciones
seleccionadas, las cuales ademas también estdn soportadas por la literatura, fueron las
seleccionadas para el aislamiento de los principales flavonoides presentes en el extracto acuoso
de P. quadrangularis Linn, dando como resultado una éptima separacion de los mismos [53],
que correspondieron a 0,2, 0,4, 0,6 y 0,8 y , ademas, mostraron tiempos de separacién de fases
dentro del rango esperado y una mayor interaccion con la fase superior a medida que aumenta
la proporcion del butanol.

Tabla 1. Seleccion de fases moviles y estacionaria segun tiempo de separacion de las
mismas.

Relaciones del butanol
(1:X:1)

Tiempo de separacion de
fases (segundos)

01 02| 03|04 05| 06 | 07 | 08

25 27 29 33 40 50 75 80
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Figura 15. Cromatografia en placa delgada para la seleccion de las fases del CPC (mdvil y
estacionaria). Tener en cuenta que 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 corresponden a las siguientes
variaciones de la proporcion del butanol con respecto a los otros dos solventes (1:X:1): 0.1,
0.2,0.3,0.4,0.5, 0.6, 0.7 y 0.8, respectivamente. Ademas, S e | hacen referencia a la fase
superior (Acetato de etilo y butanol) y a la fase inferior (agua), respectivamente.

Una vez seleccionado el sistema de gradiente a emplear, y realizada la separacion por CPC, las
subfracciones fueron analizadas por TLC, agrupadas de acuerdo a sus perfiles quimicos por
dicha técnica y secadas, obteniéndose 11 subfracciones con las siguientes masas: Subfraccion
I (3,5mg), subfraccion 11 (5.6mg), subfraccion 111 (0,5mg), subfraccion IV (1,5mg), subfraccion
V (3,2mg), subfraccion VI (62,1mg), subfraccion VII (28,2mg), subfraccion VIII (2,6mg),
subfraccion 1X (10,4mg), subfracciéon X (7.5mg) y subfraccion XI (49,9mg).

En la Figura 16 se puede visualizar los perfiles cromatograficos de saponinas (A) y de
flavonoides (B) de las subfracciones (compuestos) obtenidos mediante el CPC a partir de la
fraccion butanodlica, de modo tal que al determinar que el proceso de separacion fue un éxito
con respecto a la separacion de los diferentes flavonoides presentes en la muestra, mientras
que, en lo que respecta a las saponinas, las condiciones empleadas en este estudio para la CPC
no son de gran ayuda para la separacion de las mismas, esto debido a que la metodologia
empleada estaba enfocada a la separacion de flavonoides, razén por la cual se requeriria de
otras condiciones u otra técnica adicional, tal como cromatografia en columna por Sephadex
LH-20, para lograr optimizar dicha separacion.

Pese a lo anterior, en este estudio se optd por evaluar estas fracciones sin llegar a una
purificacion completa de los compuestos de las misma, en vista de que no se contaba con la
masa necesaria de las subfracciones para realizar la separacion por Sephadex y, finalmente,
contar con la masa suficiente de los compuestos puros que se encontraban en estas
subfracciones, para realizar los ensayos biolégicos y fitoquimicos posteriores. Los resultados
obtenidos en el estudio de Franco [14], permitieron de igual manera tomar esta decisién, en
tanto que, tras realizar una cromatografia en columna por Sephadex LH-20 se perdio la
actividad antimicrobiana sobre H. pylori al evaluar por separado mezclas de saponinas y
flavonoides provenientes de la fraccion butandlica activa de hojas de Passiflora
quadrangularis, mientras que al evaluar las subfracciones donde se encontraban mezclas de
estos dos grupos de compuestos se mantenia dicha actividad a una concentracion de 250ppm.

De esta forma, ya que en la Figura 16B se observa que los principales flavonoides separados
de la fraccion butanolica se encuentran en las subfracciones 6-11, se seleccionaron las
subfracciones 6, 9, 10 y 11 para evaluar su actividad antimicrobiana en los experimentos
bioldgicos posteriores sobre H. pylori.

26



S R N 5 R R
Figura 16. Cromatografia en Capa Delgada para la visualizacion de perfiles cromatogréaficos
especificos para saponinas (A) y flavonoides (B), de las 11 subfracciones obtenidas a partir
de la separacion de la fraccion butanolica de hojas de P. quadrangularis Linn. Esta
cromatografia se realizo en silica gel F2sanm como fase estacionaria, mientras que la fase
movil empleada fue Acetato de etilo: Acido formico: Acetona: Agua (6:2:1:1). Revelador
saponinas: Anisaldehido sulfarico con calor/Luz visible y Revelador flavonoides: Reactivo
natural/UV a 366nm.

3. Actividad antimicrobiana de compuestos obtenidos de la fraccion butandlica de P.
guadrangularis Linn

Previo a la evaluacién de la actividad antimicrobiana de los compuestos obtenidos de la
fraccion butandlica de hojas de P. quadrangularis Linn, y posterior a la realizacion de cada
ensayo, se realizo la identificacion de las cepas de referencia de H. pylori empleadas mediante
las pruebas bioquimicas mencionadas con anterioridad (Ureasa, Catalasa y Oxidasa), cuyo
resultado positivo se puede visualizar en la Figura 17.

Figura 17. Pruebas bioquimicas para la confirmacién de H.
pylori NCTC 11637 y NCTC 11638. A. Ureasa, B. Oxidasay C.
Catalasa

Por otra parte, los resultados de actividad antimicrobiana obtenidos por medio del método de
dilucién en agar realizado bajo las recomendaciones del CLSI se indican en la tabla 2. Para
cada uno de los compuestos evaluados no se encontro actividad frente a las cepas de referencia
de H. pylori: NCTC 11637 y NCTC 11638 (CMI >200ug/mL)
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana de los compuestos aislados de la fraccion butandlica de
hojas de P. quadrangularis Linn
H. pylori NCTC 11637 H. pylori NCTC 11638

CMI . CMI
(ug/mL) Actividad (ug/mL)

200 - -
100 - -
., 50 - -
Subfraccién 6 o5 - >200 - >200
12,5 - _
6,25 - -
200 - -
100 - -
., 50 - -
Subfraccién 9 o5 - >200 - >200
12,5 - _
6,25 - -
200 - -
100 - -
. 50 - -
Subfraccion 10 o5 - >200 - >200
12,5 - -
6,25 - -
200 - -
100 - -
. 50 - -
Subfraccién 11 o5 - >200 - >200

12,5 - -

6,25 -
Amoxicilina (1ug/mL) + <1 + <1
Levofloxacina (1pg/mL) + <1 + <1

(+) Compuesto activo frente a H. pylori, (-) Compuesto sin actividad frente a H. pylori

Concentraciones
evaluadas (pg/mL) Actividad

Antibioticos

Los anteriores resultados muestran que la actividad antimicrobiana para los compuestos
evaluados no fue superior a la observada en estudios previos con la fraccion butandlica de la
que provienen, la cual presento actividad antimicrobiana a concentraciones superiores a 250
pg/mL sobre H. pylori [14], lo que sugiere diferentes situaciones:

En primer lugar, se esperaria que en estas subfracciones los compuestos se encuentren mas
concentrados que en la fraccion de la que provienen 'y, por ende, que tales compuestos requieran
de concentraciones menores para ejercer dicha actividad, tal como lo muestra Xie vy
colaboradores [57] en su estudio, donde se indica que las CMI de diferentes flavonoides sobre
bacterias Gram negativas y Gram positivas como B. subtilis y S. aureus resistente a metilicina
se encuentran en un rango de 2-200ug/mL, o en el estudio de Zhang y colaboradores [58] donde
evaluaron bajo el método de dilucion en agar la actividad antimicrobiana sobre la cepa de
referencia de H. pylori ATCC 43504 de los flavonoides quercetina, apigenina y (S)-
sakuranetina, demostrando que dichos compuestos tienen CMI de 330.9, 92.5, y 87.3uM,
respectivamente. Sin embargo, en vista que a concentraciones inferiores a la CMI encontrada
previamente para la fraccion butandlica (250ppm) no se observa actividad antimicrobiana [14],
puede que se requiera de mayores concentraciones de estos compuestos evaluados para llegar
a producir la actividad deseada sobre las cepas empleadas de H. pylori, asi como se muestra en
el estudio de Adamczak y colaboradores [59], donde determinaron que la CMI de algunos
flavonoides, como la vitexina y Vitexina-2"-O-ramnosido, frente a bacterias como E. coli, S.
aureus E. faecalis y P. aeruginosa se encuentra por encima de los 500ug/mL.
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En segundo lugar, de las 11 subfracciones agrupadas solo se evaluaron 4 de ellas, las cuales se
consideraba poseian los 5 flavonoides representativos de dicha muestra mezclados con algunas
saponinas que no se lograron aislar directamente mediante el CPC, sin embargo, es posible que
la actividad antimicrobiana brindada por esa fraccion butanolica sea causada por alguno o
algunos de los compuestos presentes en las otras subfracciones no evaluadas, de modo tal que
podria ser importante evaluar las mismas en estudios posteriores dentro del grupo.

Por ultimo, puede que se requiera de la mezcla de estos compuestos obtenidos para que
realmente se ejerza una actividad sobre H. pylori, tal como lo demuestra Franco [14] en su
trabajo, donde tras realizar una separacion por cromatografia por Sephadex LH-20 de las
saponinas y los flavonoides presentes en la fraccion butandlica de Passiflora quadrangularis,
determind que por separado ambos grupos de compuestos no presentaban actividad, mientras
que en la subfraccion donde se encontraba una mezcla de saponinas y flavonoides si se
mantenia dicha actividad a concentraciones mayores a 250ppm, Sino que requieran estar
agrupados para poder dicha actividad sobre las cepas evaluadas de H. pylori.
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Conclusiones

El andlisis cromatografico realizado sobre la fraccion butandlica de hojas de Passiflora
quadrangularis Linn permitié identificar los compuestos mayoritarios presentes en esta
muestra correspondientes a orientina-2”-O-glucosido, orientina-2"-O-xilosido, vitexina-2”-O-
glucosido, vitexin-2”-O-xilosido y vitexina, ademas de la presencia de la saponina
quadrangulosido.

Por otra parte, los compuestos seleccionados de esta fraccion butandlica, cuando son
semipurificados, no presentaron actividad antimicrobiana sobre H. pylori a concentraciones
inferiores a 200pug/mL, lo que indica que se requiere de una mayor concentracion de los mismos
para producir la actividad antimicrobiana deseada sobre H. pylori. o que, por otro lado, la
actividad antimicrobiana de la fraccion butanolica no sea brindada por ninguno de los
compuestos evaluados, sino por los compuestos presentes en las otras subfracciones obtenidas
en la purificacion por CPC.
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Recomendaciones

Realizar los ensayos de toxicidad de la fraccion butanolica de P. quadrangularis Linn, en
modelos celulares in vitro y en modelos in vivo murinos. Asi como también la evaluacion de
la actividad anti H. pylori en modelos celulares in vitro e in vivo infectados con este
microorganismo.

Por otro lado, se sugiere optimizar las condiciones de electroforesis capilar y UPLC orientada
al analisis de saponinas, con el fin de determinar la mejor metodologia que permita obtener una
adecuada resolucién de flavonoides, para el caso de la CE-DAD, y de saponinas para el caso
de la UPLC-DAD.
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