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CAPITULO I: REVISION BIBLIOGRAFICA

Los polifenoles son metabolitos secundarios de origen vegetal, los cuales
constituyen uno de los grupos mas abundantes de compuestos naturales y forman
una parte importante de la dieta de humanos y animales (Mann, 1978). Estos
metabolitos fendlicos sirven para proteger a las plantas contra estrés biologico y
medioambiental, y ademas son sintetizados en respuesta al ataque de patégenos,
tanto infecciones fungicas como bacterianas 0 a exposicion a radiacion de alta
energia, tal como exposicion prolongada a rayos UV (Shetty, 1997; Briskin, 2000).
La familia de los compuestos fendlicos comprende a los flavonoides y no
flavonoides (Harborne et al., 1999). Los flavonoides son un grupo de polifenoles
bioactivos distribuidos ampliamente en el Reino Plantae, que estan especialmente
incorporados en ciertos frutos y vegetales (Ross y Kasum, 2002). Estos
compuestos son potentes antioxidantes, capturan radicales libres y actian como
quelantes metélicos, inhiben la peroxidacion lipidica y exhiben variadas
actividades fisioldgicas que incluye actividad anti-inflamatoria, antialérgica,
anticarcinogénica, antihipertensiva, antiartritis y antimicrobiana (Rodriguez et al.,
2007).

Los tres mayores subgrupos de flavonoides son flavonoles, flavanoles y
antocianos (Tabla 1). Los flavonoles son pigmentos amarillos principalmente
localizados en las vacuolas de los tejidos epidérmicos (Monagas et al., 2005),
siendo el kaempferol, miricetina, isoramnetina y quercetina los principales
flavonoles en la vid y el vino (Flanzy, 2000). Estos compuestos son altamente
dependientes de la exposicion a la luz de los tejidos, reportandose que racimos de
uva expuestos al sol presentan mayores niveles de flavonoles que aquellos que
permanece sombreados (Spayd et al.,, 2002). Sin embargo, el contenido de
flavonoles en los vinos dependera también del tipo de proceso de vinificacion,
pues por ejemplo, los vinos blancos (cuya fermentacion se realiza en ausencia de
los hollejos) contienen cantidades menores que los vinos tintos. Aunque los
flavonoles no contribuyen en proporcion elevada al contenido total de compuestos

fendlicos del vino, pueden llegar a tener gran influencia sobre el color de los vinos



tintos, al ser capaces de actuar como copigmentos con las antocianinas (Hermosin
et al., 2005).

Los flavanoles como unidades monoméricas en Vitis vinifera L. son (-)-
epicatequina, (+)-catequina, (+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina (Sun vy
Singleton, 1969; Czochanska et al., 1979). Se ubican en las capas hipodermales
de los hollejos y en el parénquima de las semillas (Adams, 2006). De las partes
constituyentes de las uvas, la semilla es la fuente mas abundante de flavanoles
(Roby et al., 2004). Ademds, sub-unidades de flavanoles pueden formar taninos
condensados o proantocianidinas (PCs), que son los compuestos fenolicos mas
abundante en la uva, siendo extraidos de los hollejos, de las semillas y de los
escobajos de los racimos (Kennedy et al., 2006).

Los antocianos son los pigmentos tintos de la uva, localizados en el hollejo de la
uva y en la pulpa de algunas variedades tintoreras. En la Vitis vinifera L. se
distinguen cinco moléculas de antocianos monoglucésidos: cianidina, peonidina,

petunidina, malvidina y delfinidina (Hidalgo, 2003).

Segun Ghiselli et al. (1998) en vinos tintos italianos cv. Sangiovese, el kaempferol
se encontraria en concentraciones cercanas a 6 mg/L en estado puro y 12 mg/L
como kaempferol-3-glucésido. Sin embargo, en otros estudios se encontraron
concentraciones de hasta 1.643 mg/L de kaempferol-3-glucésido en muestras de
vinos del cv. Merlot provenientes del valle del Maipo (Castro, 2005). Para bayas de
la variedad Carméneére del valle del Maipo se encontraron concentraciones de
hasta 593,9 ug/g de hollejo de kaempferol en los dias previos a la cosecha
(Cuevas, 2004). Por otra parte, Hakkinen et al. (1999) indican que el contenido de
flavonoles como kaempferol, es mas alto en cranberries, grosellas negras,
arandanos y otros berries silvestres, que en frutas y verduras comunmente
consumidas, a excepcion de las cebollas y coles. Lo anterior concuerda con varios
autores que encontraron concentraciones de kaempferol de hasta 13 mg/100g en
fruta fresca de arandano, en cranberry 21 mg/100g, y hasta 89 mg/100g en
chokeberry (Hakkinen et al., 1999; USDA, 2003), mientras que en jarabe de

cranberry las concentraciones alcanzan 30,7 pg/L (Iswaldi et al., 2012).



Tabla 1. Clasificacion y concentracion de los compuestos fendlicos en vinos tintos

y blancos.
Acidos fenolicos y polifenoles de vinos tintos y blancos
Concentracion (mg /L)
GRUPO FAMILIA EJEMPLOS Vino tinto | Vino blanco
Galico 116 14
- . . Siringico 5 -
Acidos v aldehidos benzoicos Prolocaldquico 25 -
MNo Flavonoides | . ) L Cafei)c.o 8.5 2.8
Acidos vy aldehidos cinamicos [Cumarico 126 1.5
Fertlico 19 -
Estilbencs frans-Resveratrol 1.0 022
Kaempferol 18 0
Flavonoles Miricetina 162 0
Quercetina 188 ]
. Epicatequina 57,3 13,6
Flavonoides Flavanaoles Catequin 89 173
Malvidina 3-monoglucdsido 93 1
Antocianos Delfinidina 3-monoglucdsido 22 1]
Cianidina 32-monoglucosido 20 0
Adaptado de; German vy VWalzem, 2000, Annual Review Mutrition 20:.561-93

En cuanto a los flavanoles, dimeros y trimeros de proantocianidinas, el consumo
diario ha sido estimado entre 18 y 50 mg/dia, siendo las principales fuentes en los
alimentos las uvas, el vino, el té, las manzanas y el chocolate (Arts et al., 2000)
Para el caso de la (-)-epicatequina, en vinos italianos se encontraron
concentraciones que bordean los 128 mg/L (Ghiselli et al., 1998). Por su parte,
Castro (2005) encontré concentraciones que alcanzaron los 45 mg/L para un vino
del cv. Merlot del Valle del Maipo. En hollejos de bayas cultivadas en el valle del
Maipo del cv. Carménére, Cuevas (2004) encontr6 concentraciones de (-)-
epicatequina de hasta 3,5 ug/g en el momento de cosecha. Mientras que en
semillas de uva de cv. Merlot provenientes del valle del Maipo, Obreque-Slier
(2010) encontré concentraciones de hasta 1.416,7 mg/Kg.

Por otra parte, Neto et al. (2008) encontraron concentraciones de (-)-epicatequina
de 4,3 mg/100g de cranberry, y en té verde chino se identific6 una concentraciéon
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de hasta 35,5 pg/mL (Yee y Koo, 2000). Mientras que en la piel de manzana se
encontraria hasta en concentraciones de 19 mg/100 g de piel (Lee et al., 2003).

En el chocolate, la (-)-epicatequina es predominante respecto a otros compuestos
fendlicos (Cooper et al., 2007). El cacao en polvo contiene de 2 a 15 mg/g de (-)-
epicatequina y 25-55 mg/g de procianidinas (Gu et al., 2006; Miller et al., 2006).
Por su parte, el chocolate negro tiene altos niveles de flavanoles, con hasta 2 mg/g
de (-)-epicatequina y 31 mg/g de procianidinas (Neilson y Ferruzzi, 2011).

Estas concentraciones nos sefialan que existe una amplia distribucion de los
compuestos kaempferol y (-)-epicatequina en distintos alimentos y a
concentraciones diferentes segun la fuente de donde provengan.

En la actualidad, hay un creciente interés en la explotacion de residuos generados
por la industria alimenticia. En particular, en las zonas productoras de uva y vino,
se genera una gran cantidad de residuos, ya que de los compuestos fendlicos que
tienen su origen en la uva sélo una parte se transfiere al mosto durante la
vinificacién, lo que significa que una cantidad considerable permanece en el orujo
(Alonso et al., 2002; Negro et al., 2003). El orujo de uva, obtenido durante la
produccion de vino, se compone de semillas y pieles prensadas, representando
cerca de un 20% del peso original de las bayas (Mazza, 1995). Estos
componentes tienen una riqueza cualitativa y cuantitativa en constituyentes
fenolicos, que comprenden sobre todo los &cidos fendlicos, los antocianos
(Ferreira et al., 2002), los flavonoles y los flavanoles (Flanzy, 2000). Lo anterior se
traduce en problemas de almacenamiento, transformacion o eliminacion tanto en
términos ecoldgicos como econémicos. Por ésta razdn, existe un particular interés
en explotar este tipo de subproductos de la uva con el fin de obtener compuestos
fendlicos potencialmente bioactivos y que a su vez podria ser un modo de

aprovechar estos desechos vitivinicolas (Alonso et al., 2002; Negro et al., 2003).

La ingesta de ciertos alimentos ricos en polifenoles estd asociada a beneficios
para la salud atribuidos a sus propiedades como agentes antioxidantes y

antiinflamatorios (Bazzano et al., 2002; Hung et al., 2004). Estos, como son
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sintetizados por las plantas en respuesta a infecciones microbianas (Dixon et al.,
1983) no solo podrian actuar de la manera convencional, sino ademas, ejercer
interesantes acciones antimicrobianas en determinadas porciones del tubo
digestivo (Morinaga et al., 2005; Choi et al., 2007).

Interesantemente, la biodisponibilidad de los flavanoles galato (EGCG y ECG)
parece ser marcadamente menor que las formas no galato (EGC y EC), haciendo
a la (-)-epicatequina y la epigalocatequina los metabolitos mas abundantes luego
de una digestion en humanos de alimentos ricos en estos compuestos (Henning et
al., 2004; Stalmach et al., 2010). Estudios realizados por Laurent et al. (2007)
reafirman éste hecho donde, mediante una digestidbn gastrica simulada,
recuperaron (-)-epicatequina y catequina en mas de un 125% (ésto debido a que
algunas PCs del estudio fueron hidrolizadas a C y EC, resultando en mas de 100%
de recuperacion para esos compuestos). Adicional a ésto, los estudios de Baba et
al. (2001) reportaron la baja biodisponibilidad de (+)-catequina comparada con (-)-
epicatequina. Por su parte, Lopez de Lacey et al. (2012) en un estudio de
digestién simulada, obtuvieron una recuperacién de flavonoles que vari6 entre 30 y
70%, donde glucdsidos y rutinésidos de kaempferol llegaron hasta un 60%.
Resultados similares obtuvieron Tavares et al. (2012) en digestiones simuladas

para flavonoles de extracto de mora y de jugo de chokeberry.

Los compuestos fendlicos pueden afectar el crecimiento y metabolismo
bacteriano. Estos pueden tener un efecto activador o inhibitorio en el crecimiento
bacteriano de acuerdo a su constitucién y concentraciéon (Reguant et al., 2000;
Alberto et al., 2002). Su actividad se debe probablemente a su capacidad para
complejarse con proteinas extracelulares y solubles, y con componentes de las
paredes celulares de las bacterias (Tsuchiya et al., 1996), también pueden
modular la proliferacion celular o poseer efectos téxicos directo que conducen a la

muerte celular en altas dosis (Saleem et al., 2002; Ramos et al., 2005).
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Dos bacterias de alto impacto en el mundo debido a los problemas que produce en
la salud de las personas y por el mismo hecho, muy estudiadas por cientificos de
distintas disciplinas son Escherichia coli y Helicobacter pylori.

Escherichia coli es uno de los microorganismos mas estudiados y habitante
frecuente del intestino de los mamiferos (Yoon et al., 2009). Es una bacteria
bacilar, Gram negativa, flagelada, anaerdbica facultativa capaz de fermentar o
bien de suplir sus necesidades mediante un metabolismo aerdbico. Las
infecciones mas comunes por E. coli son en el tracto gastrointestinal, debido a la
facilidad de acceso del patégeno mediante alimentos o bebidas. La incidencia de
tales infecciones depende de la higiene personal y alimenticia, ademas de la

temperatura del medio (Sussman, 1997).

Por su parte, Helicobacter pylori es una bacteria bacilar espiralada, Gram
negativa, neutréfila, acido-tolerante, flagelada y microaerofilica, que hidroliza urea
como parte de sus mecanismos de adaptacién para sobrevivir en el estémago
(Montecucco y Rappuoli, 2001; Blaser y Atherton, 2004). Las enfermedades
relacionadas a H. pylori son gastritis, Ulcera gastrica, cancer gastrico (Graham,
1994; Fox y Wang, 1997; Uemura et al., 2001). Ultimamente se ha asociado a
enfermedades cardiovasculares (Pellicano et al. 2003). Esta bacteria produce altos
niveles de enzima ureasa, la cual convierte la urea en amonio y anhidrido
carbonico, produciendo un medioambiente local alcalino que le permite al
microorganismo sobrevivir en el ambiente acido del estomago y facilitar la
colonizacion inicial de la mucosa gastrica (Mobley et al., 1988).

Estudios epidemioldgicos indican que esta especie del género Helicobacter
coloniza el estbmago de mas del 50% de la poblacion mundial y supera el 80% en
algunos paises (Taylor y Blaser, 1991; Dunn et al., 1997; Mitchell, 1999). La
mayoria de las infecciones crénicas de H. pylori son asintomaticas y los sintomas
aparecen en un 15-20% de la poblacién infectada (Parsonnet, 1998). La
prevalencia de H. pylori en las personas de los paises desarrollados es de

alrededor del 30 al 50%, mientras que en los paises en vias de desarrollo puede
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exceder el 80% (Taylor y Parsonnet, 1995). Esta condicion se atribuye a las
pobres condiciones sanitarias existentes en estas sociedades, que determinan
frecuentes exposiciones al patdgeno (Vallejos et al., 2003). Cada afio, 21.600
nuevos casos de cancer gastrico son diagnosticados en Estados Unidos
(American Cancer Society, 2002). Es por ello, que H. pylori fue incorporada por la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), al Grupo
carcinogénico 1, por su incidencia directa en el cancer humano (IARC, 1994;
Yamaoka, 2008).

En nuestro pais, la informacién recopilada, correspondiente entre los afios 1985 —
1995, sefiala que la infeccion por H. pylori es bastante frecuente en pacientes con
una variedad de patologias gastricas. En Chile, se estima que al menos el 73% de
la poblacién es portadora del microorganismo, siendo la mayoria de los pacientes
asintomaticos (Ruggiero et al., 2007). El 100% de los pacientes con Ulcera
duodenal y el 86% de los pacientes con gastritis presentaron niveles altos de H.
pylori. Sin embargo, de acuerdo a la condicion geogréfica y socioeconémica, entre
43% y 92% de los adultos, y entre 6% y 100% de los nifios presentaron H. pylori
(Figueroa et al., 1997).

Los tratamientos exitosos de infecciones créonicas de H. pylori llevan a la mejoria
de la gastritis y en wuna disminucibn de la recurrencia a Ulcera.
Desafortunadamente, la erradicacién de H. pylori se ha probado que es dificil, y un
optimo régimen no ha sido definido aun (O'Connor et al., 2009). La triple terapia,
utiliza al menos dos antibiéticos y también bismuto o un inhibidor de la bomba de
protones (Marshall, 1993; Correia et al., 2004), consigue una erradicacion de 70 al
90% de la infeccion (Wu et al., 2000). Entre los antibiéticos mas usados se
encuentran amoxicilina, tetraciclina, metronidazol y claritromicina (Penston vy
McColl, 1997).

Las actuales terapias basadas en antibioticos, si bien, son generalmente efectivas,
pueden fallar debido a la resistencia al antibidtico o la falta de compromiso del

paciente, debido a los efectos secundarios derivados de la terapia (Correia et al.,
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2004). Ademas, los organismos responden pobremente al tratamiento por la
inactividad de la medicina en el medio &cido del estémago y la capacidad de la
bacteria para meterse en el mucus de éste mismo (Nohynek, 2006).

Otro argumento en contra del tratamiento de estos pacientes, es que el régimen
con antibioticos puede tener como consecuencia tanto un aumento en la
emergencia y persistencia de cepas resistentes, como el desarrollo de otros
microorganismos resistentes en el tracto gastrointestinal (Adamsson et al., 1999).
De hecho, Zafra-Stone et al. (2007) demostraron que se ha desarrollado
lentamente resistencia al farmaco claritromicina, un probado agente antibiético
contra infeccién de H. pylori.

Es por ello, que existe un continuo esfuerzo por desarrollar nuevas herramientas
para luchar contra este patdégeno (Ruggiero et al.,, 2002). Una serie de estudios
epidemioldgicos, demuestran el rol protector de flavonoides en la dieta contra
enfermedades cardiovasculares y cancer (Hertog et al., 1997; Knekt et al., 1996,
Keli et al., 1996; Garcia-Closas et al., 1999; Correa et al., 2000; Yamada et al.,
1998).

Una estrategia empleada para superar la resistencia al desarrollo del
microorganismo es usar una combinacién de drogas que sean sinérgicas. El
sinergismo, es una interaccion positiva creada cuando dos agentes combinados
producen un efecto que es mayor que la suma de sus efectos individuales
(Hemaiswarya et al., 2008). La terapia de combinacion puede ser usada también
para expandir el espectro antimicrobiano, para obtener actividad antimicrobiana
sinérgica que permita menores dosis de drogas y minimizar la toxicidad. Esto
podria ser una alternativa a la monoterapia para pacientes dificiles de tratar por
meétodos tradicionales (Aiyegoro y Okoh, 2009).

También se ha probado la efectividad de flavonoides ante las bacterias que
causan tipos comunes de envenenamiento por alimentos, como el patdgeno
alimentario Escherichia coli (Weisse et al., 1995). Asimismo, se ha demostrado
gue el vino y algunos de sus componentes son efectivos contra E. coli y H. pylori
(Daroch et al., 2001; Mahady et al., 2003; Papadopoulou et al., 2005; Martini et al.,
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2009). Ha sido propuesto que las cualidades digestivas del vino son una gran
extension de sus propiedades antibacterianas (Weisse et al., 1995).

En particular, extractos de plantas o sustancias derivadas de plantas han sido
investigados por actividad anti-H. pylori in vitro (Ruggiero et al.,, 2002;
Bhamarapravati et al., 2003; Mahady et al., 2003; Martin y Ernst, 2003; Adeniyi y
Anyiam, 2004; Krausse et al., 2004; Nariman et al., 2004;) e in vivo (Kataoka et al.,
2001; Matsubara et al., 2003; Takabayashi et al., 2004; Diaz, 2012);
especialmente considerando que varios compuestos fendlicos se encuentran
presentes naturalmente en la dieta humana, sin efectos dafinos incluso a altas
dosis (Tombola et al., 2003). Ademas, los consumidores tienden a rechazar el uso
de aditivos alimenticios con actividad antibacteriana obtenidos por sintesis
quimica; mientras que los flavonoides, como aditivos derivados de productos

naturales, pueden ser una alternativa valida y preferida (Cowan 1999).

Diversos estudios han demostrado que los polifenoles obtenidos de extractos de
cranberries tienen efecto sobre la viabilidad de E. coli (Eydelnant y Tufenkji, 2008).
Otros estudios mencionan que los compuestos fendlicos no flavonoides tales
como el &cido vainillinico, acido protocatéquico, acido gélico y acido cafeico, y
flavonoides como la catequina, quercetina y rutina, también tienen efecto
antibacteriano sobre E. coli (Rodriguez et al., 2007; Diaz, 2012).

En efecto, crecientes evidencias indican que el consumo de algunos alimentos
particularmente ricos en compuestos fendlicos, contribuiria a la prevencion, el
manejo y/o la atenuacion del dafio a la mucosa gastrica asociado a la infeccién por
H. pylori (Morinaga et al., 2005; Choi et al., 2007). Previas investigaciones han
reportado varios extractos naturales de plantas con actividad anti-H. pylori,
incluyendo ajo, brdcoli, cranberries, té verde y vid (Mabe et al., 1999; O’Gara et al.,
2000; Fahey et al., 2002; Mahady et al., 2003; Vattem et al., 2005); asi como el
consumo moderado de vino y cerveza (Daroch et al., 2001; Murray et al., 2002).
Brown et al. (2009) mostraron que la piel de la uva posee la mayor actividad anti-

Helicobacter pylori, seguido por la sinergia piel/semilla. En un orden creciente de
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la actividad antimicrobiana de los polifenoles en baya de vid fue: pulpa, extracto de
fruto entero, mosto fermentado, piel, hojas y semillas (Xia et al., 2010).

Estudios epidemiolégicos han indicado que la poblacién que consume dietas ricas
en frutas y verduras tiene menor incidencia de ciertos tipos de cancer, incluyendo
al cancer gastrico (Yamada et al., 1998; Correa et al., 2000). Sin embargo, se cree
que los alimentos son mas efectivos cuando se comparan con compuestos
individuales en el manejo de dietas para distintas enfermedades (Carbonneau et
al., 1997; Elattar y Virji, 1999). De ahi, que variados componentes biolégicamente
activos que tienen actividad anti-H. pylori han sido aislados desde frutas, verduras
y hierbas (Bae et al., 1998; Fukai et al., 2002).

Pese a lo presentado previamente, el efecto de kaempferol y (-)-epicatequina
como compuestos puros individuales no ha sido estudiado respecto a su accién
antibacteriana sobre Helicobacter pylori y Escherichia coli. De la misma manera,
no existe evidencia que sefiale estudios en que se evalle el efecto sinérgico de
estos compuestos sobre las bacterias antes mencionadas. Aunque se ha
mostrado evidencia que el consumo de algunos alimentos podria ser benéfico
para el control y tratamiento de H. pylori, el estudio de los compuestos que forman
parte de estos productos, podria llevar a determinar con mayor especificidad
cudles de éstos serian efectivos contra la bacteria, cuéles no tendrian efecto, y
cuales actuarian como activador o promotor del crecimiento de estas bacterias.

Por otra parte, en la elaboracién de vinos, especialmente de tintos, la extraccion
de compuestos fendlicos desde la piel y semilla no es total, quedando en el
residuo una cantidad importante de estos compuestos. Dichos residuos no se
aprovechan siempre de la mejor manera, siendo incorporados en las hileras de los

vifiedos, para la alimentacion animal o para la elaboracion de compost.

Con los datos aportados por esta tesis, se podria proyectar otro uso de estos
desechos que pueda generar beneficios, tanto econémicos como para la salud
publica, con la elaboracion de preparados de compuestos fendlicos, con actividad

anti-H. pylori para un tratamiento mas efectivo y sin efectos secundarios.

16



CAPITULO II: EFECTO ANTIBACTERIANO DE KAEMPFEROL Y

(-)-EPICATEQUINA SOBRE HELICOBACTER PYLORI Y ESCHERICHIA COLI
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RESUMEN

Los compuestos fendlicos provienen del metabolismo secundario de las plantas y
se les ha asociado con propiedades antibacterianas. Entre las bacterias mas
estudiadas por su alta prevalencia y efectos detrimentales sobre la salud humana
se encuentran Escherichia coli y Helicobacter pylori, esta ultima asociada
directamente con el cancer gastrico. A pesar de lo anterior, existe limitada
informacion acerca del efecto de la aplicacion individual y en conjunto de
polifenoles ampliamente distribuidos en los vegetales, sobre el crecimiento de E.
coli y H. pylori. Asi, la mayoria de los estudios han evaluado el efecto de los
polifenoles contenidos en matrices de alta complejidad como bebidas y alimentos.
Es por ello, que el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la aplicaciéon
individual y en conjunto de kaempferol y (-)-epicatequina sobre H. pylori y E. coli
en cultivos liquidos, solidos y co-cultivos con células AGS. Para ello, se utilizaron
pruebas de viabilidad de las bacterias en medio liquido, con el posterior recuento
de UFC/mL; se realizaron pruebas de viabilidad en medio sdlido, con la medicion
del halo de inhibicion formado; se hicieron curvas de cinética de la inhibicion de
crecimiento en presencia de los compuestos y una evaluacion del efecto de la (-)-
epicatequina sobre la infeccion de H. pylori en células epiteliales (AGS).

Los resultados demostraron que los compuestos (-)-epicatequina y kaempferol
poseen actividad antibacteriana sobre las bacterias, siendo mas efectiva, la (-)-
epicatequina que el kaempferol. Ademas, se demostrd que la bacteria H. pylori fue
mas sensible a ambos compuestos que E. coli. En los estudios de aplicaciéon
conjunta de los compuestos fendlicos, se observé que hubo un efecto sinérgico de
kaempferol con (-)-epicatequina a bajas dosis, efecto que no fue observado a las
concentraciones mayores probadas en los demas estudios. Finalmente, se
observd que (-)-epicatequina posee una propiedad protectora sobre células AGS

infectada con H. pylori.

Palabras claves: Antimicrobiana, Bactericida, Flavonoides, Gram-negativa, Polifenoles
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ABSTRACT

ANTIBACTERIAL EFFECT OF KAEMPFEROL AND (-)-EPICATECHIN ON
Helicobacter pylori AND Escherichia coli

Phenolic compounds are generated by the secondary metabolism of plants and
have been associated antibacterial properties. Among bacteria affecting human
health because of high prevalence and detrimental effects are Escherichia coli and
Helicobacter pylori, directly associated with gastric cancer. Despite this, there is
limited information about the effect of individual and grouped phenols application,
which are widely spread on vegetables, on the growth of E. coli and H. pylori.
Thus, most of studies had evaluated the phenols effect contained in high
complexity matrix as beverages and foods.

The aim of this work was evaluate the antibacterial effect of kaempferol and (-)-
epicatechin, both individually and grouped on H. pylori and E. coli in liquid and
solid culture and co-cultured with AGS cells. For this, bacterial viability tests were
performed in liquid culture with the subsequent CFU/mL counting, solid culture
viability tests measuring the inhibition halo formed, kinetic curves of growth
inhibition in presence of the compounds, and measured the effect of (-)-epicatechin
on H. pylori infection to epithelial cells (AGS).

Results showed that the (-)-epicatechin and kaempferol have an antibacterial
activity on bacteria, being (-)-epicatechin more effective than kaempferol.
Furthermore, it was shown that H. pylori were more sensitive to both compounds
than E. coli. In the studies of combined application of phenols, it was observed that
there was a synergic effect of kaempferol with (-)-epicatechin in low doses, which
was not observed at higher concentrations applied on other tests. Finally, the AGS

cells protective property of (-)-epicatechin was observed against the infection of H.

pylori.

Keywords: Antimicrobial, Bactericide, Flavonoids, Gram-negative, Phenols.
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INTRODUCCION

La familia de los compuestos fendlicos comprende a los flavonoides y no
flavonoides (Harborne et al., 1999). Dos subgrupos importantes de flavonoides son
los flavonoles y flavanoles. Entre los flavonoles méas importantes en la vid y el vino
estan el kaempferol y la quercetina (Flanzy, 2000). En patrticular, el kaempferol (K)
se ha encontrado en alimentos como el vino, uvas, arandanos, cranberry y otros
berries (Hakkinen et al., 1999; USDA, 2003; Castro, 2005)

Los flavanoles como unidades monoméricas en Vitis vinifera L. son (-)-
epicatequina, (+)-catequina, (+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina (Sun vy
Singleton, 1969; Czochanska et al., 1979). Para el caso de la (-)-epicatequina
(EC), su presencia se ha descrito en alimentos como las uvas, vino, cranberry, té
verde, manzanas y chocolates (Yee y Koo, 2000; Lee et al., 2003; Gu et al., 2006;
Miller et al., 2006; Cooper et al., 2007; Neto et al., 2008; Neilson y Ferruzzi, 2011)
La ingesta de ciertos alimentos ricos en polifenoles se ha asociado a beneficios
para la salud, debido a sus propiedades como agentes antioxidantes y
antiinflamatorios (Bazzano et al.,, 2002; Hung et al., 2004). Los compuestos
fendlicos exhiben variadas actividades fisiologicas que incluye la actividad

antimicrobiana (Rodriguez et al., 2007).

Escherichia coli es un habitante frecuente del intestino de los mamiferos (Yoon et
al., 2009). Es una bacteria bacilar, Gram negativa, flagelada, anaerdbica
facultativa. Las infecciones mas comunes por E. coli son en el tracto
gastrointestinal (Sussman, 1997). Por otra parte, Helicobacter pylori es una
bacteria bacilar espiralada, Gram negativa, neutrofila, acido-tolerante, flagelada y
microaerofilica (Montecucco y Rappuoli, 2001; Blaser y Atherton, 2004) y que esta
relacionada a enfermedades como gastritis, Ulcera gastrica y cancer gastrico
(Graham, 1994; Fox y Wang, 1997; Uemura et al, 2001). Estudios
epidemioldgicos indican que H. pylori coloniza el estbmago de mas del 50% de la

poblacién mundial y supera el 80% en algunos paises (Taylor y Blaser, 1991,
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Dunn et al., 1997; Mitchell, 1999). En Chile se estima que al menos el 73% de la
poblacién es portadora del microorganismo (Ruggiero et al., 2007).

Los tratamientos exitosos de infecciones cronicas de H. pylori llevan a la mejoria
de la gastritis y una disminucién de la recurrencia a ulcera (O'Connor et al., 2009),
consisten en una triple terapia que consigue una erradicacion del 70 al 90% (Wu et
al., 2000).

Esta terapia basada en antibiéticos pueden fracasar debido a la resistencia al
antibiético o la falta de compromiso del paciente debido a los efectos secundarios
qgue provocan (Correia et al., 2004). Es por ello, que existe un continuo esfuerzo
por desarrollar nuevas herramientas para luchar contra este patégeno (Ruggiero et
al., 2002). El efecto antibacteriano de los flavonoides y de productos que los
contienen como el vino, frutos, hierbas y jugos ha sido probado ante bacterias
como E. coli y H. pylori (Weisse et al., 1995; Bae et al., 1998; Daroch et al., 2001;
Fukai et al., 2002; Mahady et al., 2003; Papadopoulou et al., 2005; Rodriguez et
al., 2007; Martini et al., 2009; Diaz, 2012). En efecto, crecientes evidencias indican
que el consumo de algunos alimentos, particularmente ricos en compuestos
fendlicos, contribuiria a la prevencién, el manejo y/o la atenuacion del dafio a la
mucosa gastrica asociado a la infeccion por H. pylori (Morinaga et al., 2005; Choi
et al., 2007).

Sin embargo, los estudios previos no sefialan el efecto que tiene el Ky la EC
como compuestos individuales puros sobre la viabilidad de H. pylori y E. coli. De la
misma manera, el efecto de la aplicacion conjunta de ambos polifenoles sobre

dichas bacterias no ha sido aun reportado.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La (-)-epicatequina y el kaempferol presentan un efecto antibacteriano sobre

Helicobacter pylori y Escherichia coli en cultivo.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antibacteriano de kaempferol y (-)-epicatequina sobre
Helicobacter pylori y Escherichia coli en cultivos liquidos, sélidos y co-cultivos con
células AGS.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto antibacteriano individual de kaempferol y (-)-epicatequina sobre

Helicobacter pylori y Escherichia coli.

Evaluar el efecto de la aplicacion en conjunto de kaempferol y (-)-epicatequina
sobre Helicobacter pylori y Escherichia coli.

Evaluar el efecto protector de los polifenoles en cultivos de células AGS infectadas

con Helicobacter pylori.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

Los ensayos y mediciones se realizaron en el laboratorio de Microbiologia
Molecular perteneciente al Programa de Biologia Celular y Molecular, del Instituto
de Ciencias Biomédicas (ICBM) pertenecientes a la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.

Materiales y Reactivos

Kaempferol, >90%(HPLC), CAS: 520-18-3. Sigma-Aldrich (Santiago, Chile); (-)-
Epicatequina, >90%(HPLC), CAS: 490-46-0. Sigma-Aldrich (Santiago, Chile);
Filtros de acetato de celulosa 0,2 ym (Pall Life Sciences. Nueva York, EE.UU.);
Dimetilsulfoxido (DMSO) (Winkler, Santiago, Chile); Bacto triptona, caldo de soya
triptona y agar soya triptona (Becton and Dixon, Nueva Jersey, EE.UU.); DMEM,
alto en glucosa (Thermo Scientific HyClone, Utah, EE.UU.); Cloruro de sodio y
Bacto agar (J.T. Baker, México); Suero de Caballo (Thermo Scientific HyClone
Utah, EE.UU.); Suplementos Dent y Vitox (Oxoid, Hampshire, Inglaterra);
Amortiguador fosfato-salino pH 7,2 (PBS) (Gibco BRL, Maryland, EE.UU.);
Material de vidrio y productos quimicos grado proanalisis (Merk, Santiago, Chile);
Microplacas blancas de 96 pocillos (Thermo Scientific Nunc. Utah, EE.UU.);

Frascos de cultivo Nunclon (Thermo Scientific Nunc. Utah, EE.UU.).

Equipamiento

Incubadora de atmaosfera controlada (Shel Lab. Oregon, EE.UU.); Agitador Modelo
PSU-10i (Biosan, Letonia); Incubadora con agitacion orbital, LSI-3016R (Labtech,
México); Incubadora sin control de atmosfera, IR2424 (Shel Lab. Oregon, EE.UU.);
Agitador MiniTwist (BioProducts, New Jersey, EE.UU.); Freezer, LDF-9007.
(Labtech, México); Espectrofotometro (SP-830, Metertek); Lector de Microplacas
Multimodo SynergyHT (Biotek Inc., Vermont, EE.UU.); Campana de Flujo laminar,
MSC-Advantage (Thermo Scientific, Utah, EE.UU.); Cromatografo liquido de Alta
Eficacia acoplado a un detector de fotodiodos alineados (HPLC-DAD) marca

Agilent Technologies 1200, dotado de una bomba Quat G1311A, un inyector

23



automatico modelo ALS G1329A, un detector de arreglo de fotodiodos DAD
modelo G1316A, un degasificador modelo G1322A, una columna Discovery RP

Amide C16 (5 um, 4,6 mm di x 25 mm) y un Agitador Gallenkamp Magnetic Stirrer.

Cepas Bacterianas

Para este estudio se utilizaron las cepas de H. pylori 26695 (ATCC 700392) y
ATCC 43504 (NCTC 11637), y la cepa de E. coli JM109. Estas bacterias
pertenecen al cepario del laboratorio de Microbiologia Molecular, perteneciente al
Programa de Biologia Celular y Molecular, del Instituto de Ciencias Biomédicas
(ICBM), Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Linea celular

Se usO un cultivo de células de epitelio derivadas de adenocarcinoma gastrico
(AGS) cedidas por el Dr. Alejandro Corvalan del Laboratorio de Patologia

Molecular y Epidemiologia de la Pontificia Universidad Catodlica de Chile.

Medios de cultivo

- Caldo de Soya Triptona (TSB). 30 g/L de caldo de soya tripticasa (TSB),
suplementado con 50 mL/L de suero de caballo, 10 mL/L de Vitox y 4 mL/L
de suplemento antibiético Dent (Mobley y Foxall, 1997).

- Agar Soya Triptona (TSA). 40 g/L de Agar soya tripticasa (TSA),
suplementado con 50 mL/L de suero de caballo, 10 mL/L de Vitox y 4mL/L
de suplemento antibiético Dent (Mobley y Foxall, 1997).

- Caldo Luria-Bertani (LB). 10 g/L de Bacto Triptona, 5 g/L de extracto de
levadura y 5 g/L de NaCl (Sambrook et al., 1989).

- Agar Luria-Bertani (LB agar). 10 g/L de Bacto Triptona, 5 g/L de extracto
de levadura, 5 g/L de NaCl y 15 g/L de Bacto Agar (Sambrook et al., 1989).

- Medio Dulbecco's Eagle Modificado, Alto en Glucosa (DMEM). 4 mM de
glutamina, 4,5 g/L de glucosa y piruvato de sodio suplementado con 10%
de Suero Fetal Bovino (SFB), 1% de aminoacidos no esenciales, 1% de

piruvato de sodio, 1% de penicilina/estreptavidina y 1% de L-glutamina.
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METODOLOGIA

Disefio de experimentos

En este estudio se realizaron dos ensayos independientes, donde cada uno
correspondio a la evaluacion de cada polifenol sobre las bacterias. En las pruebas
de viabilidad en medio liquido se realizaron 2 sub-ensayos independientes por
cada ensayo, para evaluar el efecto de ambos polifenoles sobre H. pylori y E. coli.
Cada sub-ensayo presentd 6 tratamientos consistentes en distintas dosis de
kaempferol y (-)-epicatequina. La unidad experimental consisti6 en un medio
liquido (TSB o LB) y un numero definido de unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC/mL) de la bacteria.

Por otra parte, en las pruebas en medio soélido, se realizaron 2 sub-ensayos
independientes, al igual que en las pruebas de medio liquido. Cada sub-ensayo
presentd 6 tratamientos correspondientes a las distintas dosis de cada polifenol
sobre las bacterias. En estas pruebas, la unidad experimental, consistié en un
medio solido (TSA o LB agar) con un numero definido de UFC/mL de la bacteria a
estudiar.

Para evaluar el efecto de la aplicacién conjunta de ambos polifenoles sobre cada
bacteria se plantearon dos sub-ensayos independientes donde en cada ensayo se
aplicé un tratamiento consistente en la dosis minima inhibitoria de un compuesto
junto a la dosis variable del otro compuesto. Cuando no se pudo cuantificar
crecimiento en esas condiciones, se realizd un ensayo con estructura factorial de
tratamientos utilizando dosis mas bajas, considerando como factores los dos
flavonoides.

Para evaluar el efecto del tiempo de exposicion de las bacterias al compuesto,
tanto individual como de manera conjunta, se plantearon ensayos independientes
con la aplicacion de los polifenoles a dosis maximas, siendo la unidad
experimental el medio liquido con un nimero definido de UFC/mL de la bacteria.
En el caso de los ensayos en células AGS, la unidad experimental fue el medio

DMEM, un numero definido de células epiteliales AGS y un nimero definido de
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UFC/mL de Helicobacter pylori. Los tratamientos aplicados fueron las distintas
dosis de EC probadas.

Todos los ensayos se realizaron en duplicado y con tres repeticiones cada uno,
excepto en los ensayos con células AGS que se realizdé en cuadruplicado y con

dos repeticiones.

Procedimientos

Cultivo de bacterias

H. pylori se cultivd en medio TSA, bajo condiciones microaerdfilicas (5% CO, y
70% de humedad relativa) a 37°C durante 48 horas, en placas Petri de 90x14 mm.
Una vez crecido los cultivos, se colectaron raspando la placa con un asa metalica
y se resuspendieron en 300 yL de amortiguador fosfato-salino pH 7,2 (PBS: 2,1
g/L KH,PO4, 90 g/L NaCl, 7,26 mg/L Na,HPO,4 x 7 H,O) para posteriormente
sembrarlas y someterlas a estudio. Para la preservacion, las bacterias se
centrifugaron a 6.000 rpm por 2,5 minutos y se suspendieron en 300 yL de TSB
suplementado con glicerol 20% v/v, segun lo descrito por Mobley y Foxall (1997).

Por su parte, E. coli se cultivd en tubos de ensayo con 5 mL de medio liquido LB, a
37°C por 24 h con agitacion constante de 200 rpm de acuerdo a lo descrito por
Sambrook et al. (1989). Para preservar esta bacteria se realizé el mismo protocolo

antes descrito para H. pylori.

Cultivo de células AGS

Las lineas celulares AGS, se cultivaron en medio DMEM, suplementadas con
suero fetal bovino al 10%, 8 mM de L-glutamina y 100 mg/ml de
Penicilina/Estreptomicina, condiciones microaerofilicas (5% CO, y 70% de
humedad relativa) a 37°C en frascos de cultivo de 40 y 160 mL. Para los co-
cultivos AGS-H.pylori, no se complementa con antibidticos. Las células son
cosechadas con 70-90% de confluencia, despegandose de la placa con Trypsina
0,25%.
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Preparacion de la solucion stock de kaempferol o (-)-epicatequina

El kaempferol fue disuelto en DMSO al 100% a una concentracion de 50 mg/mL,
mientras que la (-)-epicatequina fue disuelta en metanol:agua (1:1) a una
concentracion de 50 mg/mL. Posteriormente, las soluciones se esterilizaron
mediante filtracion utilizando membrana de acetato de celulosa de 0,2 um de

porosidad y 25 mm de diametro.

Estudio de la accién individual y sinérgica de kaempferol y (-)-epicatequina
Para estudiar los efectos individuales y el efecto sinérgico del kaempferol y (-)-
epicatequina sobre Helicobacter pylori y Escherichia coli se realizaron ensayos en
medio sélido y liquido. Los ensayos de accién sinérgica entre los compuestos se
realizaron manteniendo inicialmente la dosis de kaempferol constante y la de (-)-
epicatequina variable, para secundariamente evaluar el efecto de la dosis de (-)-
epicatequina constante con dosis crecientes de kaempferol (con la excepciéon de
los estudios de cinética en que se evalud una dosis fija de cada compuesto). Los

efectos antes mencionados, fueron evaluados por la siguiente metodologia:

a) Actividad antibacteriana sobre Helicobacter pylori y Escherichia coli, en
medio liquido. Para probar la actividad antibacteriana de (-)-epicatequina y
kaempferol sobre H. pylori y E. coli en medio liquido, se incubd previo al
ensayo cada bacteria segun sus condiciones de crecimiento y se inocularon en
tubos de ensayo a una concentracion de 3 x 10° células/mL (segun relacién de
medicion por espectrofotometria a 560 nm = 0,4 U.A.) con una dosis de cada
compuesto fendlico detalladas en el Cuadro 1. Estos tubos se incubaron en las
condiciones sefialadas anteriormente para cada bacteria, para luego obtener
100 pL de cada tubo y realizar diluciones seriadas en duplicado sobre una
placa ELISA. De cada pocillo de la placa ELISA se sacaron 10 pL, los cuales
fueron sembrados sobre una placa Petri con medio sdélido. Luego de la
incubacion, a cada placa se le realizé un conteo de unidades formadoras de
colonia por mililitro (UFC/mL), para determinar la viabilidad obtenida al final del

ensayo.
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Cuadro 1. Concentracion de los polifenoles (ug/mL) usadas en los ensayos de

viabilidad de las bacterias sobre medio liquido.

E. coli H. pylori
Tratamientos| Kaempferol |(-)-Epicatequina| Kaempferol (-)-Epicatequina

T0 0 0 0 0

T1 200 200 200 200

T2 500 500 400 400

T3 1.000 1.000 600 600

T4 1.250 1.250 800 800

T5 1.500 1.500 1.000 1.000

b) Determinacion del halo de inhibicién del crecimiento. Para evaluar el efecto

de los flavonoides sobre la viabilidad de las bacterias en medio sdlido, se
realizé el ensayo de halo de inhibicion. Este mide la accion bactericida del
compuesto en el halo formado por la difusion de éste sobre el medio. De
acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo anterior, se estimé la dosis de
los compuestos a utilizar (Cuadro 2) segun una curva patron. En las placas
Petri con medio sélido correspondiente a cada bacteria, se sembrd una
alicuota de 100 pL de in6culo de H. pylori y 50 uL de in6culo de E. coli con 3 x
108 células/mL, con el objetivo de asegurar un crecimiento de “césped” sobre el
medio. En las placas ya sembradas, se realizaron pocillos de 3 mm de
diametro con un sacabocados, donde se depositaron diferentes dosis del
flavonoide. Luego, se incubaron en las condiciones indicadas para cada
bacteria, y se midi6 el halo formado por la inhibicién del compuesto sobre el
crecimiento de la bacteria. Es importante mencionar que se utiliz6 como control
45 uL del solvente en el que fue preparado el correspondiente polifenol (DMSO

0 metanol, segun corresponda).
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Cuadro 2. Dosis de los polifenoles usadas en los ensayos de viabilidad de las

bacterias sobre medio sdlido.

E. coli H. pylori
Tratamiento Kaempferol | (-)-Epicatequina Kaempferol (-)-Epicatequina
(WL)
T0 0 0 0 0
T1 9,4 9,4 9,4 9,4
T2 23,4 23,4 18,8 18,8
T3 46,7 46,7 28,0 28,0
T4 58,5 58,5 37,5 37,5
T5 70,1 70,1 46,8 46,8

c) Cinética de la inhibicidn del crecimiento de las cepas bacterianas. En este
caso, se inocularon 3 x 108 células/mL de la bacteria correspondiente en tubos
Eppendorf y luego se agregd la concentracion mas alta de kaempferol o (-)-
epicatequina utilizada en las pruebas en medio liquido. De la mezcla anterior,
se extrajeron 100 yL (H. pylori) o 10 pL (E. coli) a los 0, 15, 30, 45, 60 y 90
minutos, para determinar el nimero de células viables después del tratamiento

se estim6 las UFC/mL.

Caracterizacion polifendlica mediante HPLC-DAD de los compuestos usados

Los compuestos usados en los estudios de actividad sinérgica fueron
caracterizados para determinar su pureza. Por lo mismo, se hizo una mezcla de
compuestos usada en el estudio de la accion sinérgica (500 ug/mL de cada uno) y
se caracteriz6 mediante HPLC-DAD para descartar la formacion de terceros

compuestos que pudieron afectar los datos obtenidos.

Ensayo de viabilidad de células AGS usando MTT

Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos en 100 yL de medio DMEM.
Para los ensayos de proliferacion celular se sembraron 10.000 células por pozo.
Luego de 24 h, se removio el medio y se reemplazé por medio fresco que contenia
diferentes concentraciones de (-)-epicatequina y/o diferentes multiplicidades de
infeccion (MOI) de H. pylori. Luego de 24 horas, nhuevamente se cambié a medio

fresco con MTT 0,5 pg/mL, y se incubd por 4 h a 37°C. Luego, se adicionaron 200
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ML de Isopropanol/HCI 0,1N para disolver la sal de formazan, y se midi6 la
absorbancia a 570 nm, restandose la absorbancia no relacionada a 690 nm. La

viabilidad del cultivo se expresé como porcentaje segun el control negativo.

Variables a medir

Cantidad de unidades formadoras de colonias. Mediante la siembra de

diluciones seriadas en medio solido (Eydelnant y Tufenkji, 2008).

Diametro del halo de inhibicién. Mediante la metodologia propuesta por
Rodriguez et al. (2007). Que consiste basicamente en la medicion del didmetro de
la zona formada por la inhibicibn de un compuestos sobre el crecimiento de la

bacteria.

Viabilidad de células AGS con MTT. Mediante la metodologia propuesta por
Brown et al. (2009). Que consiste en la medicion de la densidad Optica de un
cultivo celular AGS teifiido y cuantificado por la actividad de reductasas

mitocondriales.
Cinética de la inhibicion del crecimiento de cepas bacterianas. Mediante la
metodologia propuesta por Romero et al. (2007). Que implica la medicion del

crecimiento de la bacteria a distintos tiempos de exposicidn a un compuesto.

Caracterizacion polifendlica de los compuestos usados. Mediante HPLC-DAD,

segun las condiciones descritas por Obreque-Slier et al. (2009).
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Anélisis Estadistico

Para la organizacion de los datos se utilizé el programa Microsoft® Excel 2002, el
analisis estadistico se llevo a mediante un Analisis de Varianza (ANDEVA) usando
el programa Minitab® 16, para determinar diferencias significativas entre los
tratamientos de cada ensayo. Cuando hubo diferencias significativas entre éstos
se utilizo la prueba de comparacion multiple de Tukey con un nivel de significancia
del 5%. Para probar diferencias entre dos tratamientos se realizo la prueba de t de
Student al 5%.
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RESULTADOS

Efecto de EC sobre la viabilidad de E. coli y H. pylori

Viabilidad en medio liquido de E. coli y H. pylori en presencia de EC

Para determinar el efecto de la EC sobre E. coli, se suplementé el medio LB con
concentraciones crecientes de este flavanol y se incubd por 24 horas. Luego, se
extrajo una alicuota de los distintos cultivos para contabilizar el nimero de
UFC/mL. La Figura 1A muestra que los valores de UFC/mL variaron desde 2,0x10°
a 2,5x10’. De la misma manera, se observé que cantidades crecientes de EC,

generaron una disminucion significativa de los valores de UFC/mL.
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Figura 1. Efecto de la EC sobre la viabilidad de Escherichia coli (A) y Helicobacter pylori (B) en
medio liquido. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadisticamente no
significativas entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p= 0,05).

(*) Indica diferencias estadisticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori

Por otro lado, para evaluar el efecto de la EC sobre ambas cepas de H. pylori, se
suplementé el medio TSB con concentraciones crecientes de este compuesto y se
incubo por 48 horas. En la Figura 1B, se observa que los valores de UFC/mL
variaron entre 0 y 5,2x10° UFC/mL. De la misma manera, en la medida que
aumento el contenido de EC en el medio de ambas cepas, los valores de CFU/mL

presentaron una tendencia significativamente decreciente.
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Viabilidad en medio sélido de E. coli y H. pylori en presencia de EC

Para determinar el efecto de la EC sobre E. coli en medio sdlido, se hicieron
pocillos en una placa con LB agar sembrada con la bacteria. En estos pocillos se
colocaron concentraciones crecientes del compuesto a analizar. Luego, se incubd
por 24 horas y se midi6 el halo formado por la inhibicién del compuesto sobre el
crecimiento de la bacteria. En el caso de E. coli, se observé que los valores de los
diametros de los halos de inhibicion variaron entre 0 y 10 mm (Figura 2A).
Asimismo, se puede observar un efecto creciente en la medida que aumento la
dosis suministrada, no observandose diferencias estadisticamente significativas

entre las dosis contiguas de EC.
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Figura 2. Diametro del halo de inhibicién formado por EC sobre el crecimiento de E. coli (A) y H.
pylori (B). En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadisticamente no
significativas entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p= 0,05).

(*) Indica diferencias estadisticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori

Por su parte, para evaluar el efecto de EC sobre ambas cepas de H. pylori, se
hicieron los pocillos sobre placas TSA y se incubaron por 48 horas con dosis
crecientes del polifenol. En la Figura 2B se observa que el diametro varié en un
rango de 0 a 17 mm para ambas cepas. De la misma manera, se observd un

aumento gradual del diametro del halo de inhibicién en la medida que aumento la
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dosis de EC. Es interesante notar que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el efecto generado en las cepas por este
polifenol (p > 0,05).

Cinética de inhibicion del crecimiento de E. coli y H. pylori en presencia de
EC

Las bacterias fueron expuestas a 1,5 mg/mL de EC en medio liquido durante 90
minutos, para luego obtener una alicuota que se incubé en medio sélido y asi
evaluar el efecto del compuesto durante ese periodo. En la Figura 3A, se observa
la tendencia decreciente del crecimiento de E. coli en presencia de EC en la
medida que aumenta el tiempo de exposicion al compuesto, alcanzando un 40%

menos del crecimiento inicial a los 90 minutos de exposicion.
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Figura 3. Cinética de la inhibicién del crecimiento de E. coli (A) y H. pylori (B) por la aplicacién de
EC. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadisticamente no significativas
entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p= 0,05). (*) Indica

diferencias estadisticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori

Al evaluar el efecto de EC sobre el crecimiento H. pylori se observd una
disminucién paulatina y significativa de la viabilidad en ambas cepas durante los
90 minutos (Figura 3B). Asi, se observo que a los 30 minutos las viabilidad de
ambas cepas disminuy0 estadisticamente con respecto al tiempo inicial cero. En el
caso de la cepa 26695 alcanzé valores cercanos a 3x10° UFC/mL a los 90
minutos, mientras que la cepa 43504 disminuyé de 3x10® hasta los 9,5x10’
UFC/mL.
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Efecto de K sobre la viabilidad de E. coliy H. pylori

Viabilidad en medio liquido de E. coli y H. pylori en presencia de K

Para observar el efecto del K sobre E. coli, el medio liquido LB se suplementé con
dosis crecientes de este compuesto y se incubd por 24 horas. Luego, se extrajo
una alicuota que se sembré en medio solido para contabilizar las UFC/mL. En la
Figura 4A se observa que los valores fluctuaron entre 3,8x10%y 1,6x10’. Si bien
hubo un leve aumento de las UFC/mL con la menor aplicacion de K, luego de esto

se observé una disminucién estadisticamente significativa de la viabilidad la cual
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Figura 4. Efecto de K sobre la viabilidad de E. coli (A) y H. pylori (B) en medio liquido. En el
ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadisticamente no significativas entre
tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p= 0,05). (*) Indica diferencias
estadisticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori

Para evaluar el efecto de este flavonol sobre H. pylori, ambas cepas se expusieron
a distintas dosis de este compuesto en medio TSB y se incubaron por 48 horas. La
Figura 4B muestran que las UFC/mL variaron entre 5,2x10% y 0, y que a medida
gue aumentod la dosis de K en el medio, la viabilidad de ambas cepas disminuyo

significativamente.
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Viabilidad en medio solido de E. coli y H. pylori en presencia de K

Para determinar el efecto de K sobre las bacterias en medio sélido, se procedié de
igual manera que lo descrito en el ensayo con EC. En el caso de E. coli se pudo
observar que los valores del diametro del halo de inhibicién variaron entre 0 y 13
mm (Figura 5A). Del mismo modo, se pudo advertir un mayor diametro de los

halos a medida que aumento la cantidad del compuesto en el medio.
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Figura 5. Diametro del halo de inhibicion formado por K sobre el crecimiento de E. coli (A) y H.
pylori (B). En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadisticamente no
significativas entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p= 0,05). (*)

indica diferencias estadisticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori

Al evaluar el efecto de K sobre las cepas 43504 y 26695 de H. pylori, los valores
de diametro de los halos variaron entre 0 y 17 mm (Figura 5B). Es posible
observar que hubo un efecto dosis-dependiente en la aplicacion del compuesto
sobre el didmetro del halo inhibicion de crecimiento. Es interesante notar que
ambas cepas de H. pylori no presentaron un comportamiento significativamente

diferente al efecto del polifenol (p > 0,05).
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Cinética de inhibicion del crecimiento de E. coli y H. pylori en presencia de
de K

Para evaluar el efecto del K sobre las bacterias en el tiempo, se procedié segun
las condiciones propuestas en el estudio con EC. En la Figura 6A, se puede
observar que a medida que aumenta el tiempo de exposicion al K, la viabilidad de
E. coli disminuye gradualmente. Asi, a los 90 minutos se observo una disminucion

hasta en una unidad exponencial de UFC/mL respecto del crecimiento inicial.
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Figura 6. Cinética de la inhibicién del crecimiento de E. coli (A) y H. pylori (B) por la aplicacion de
K. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadisticamente no significativas
entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p= 0,05). (*) indica
diferencias estadisticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori

En el caso de ambas cepas de H. pylori, hubo un aumento inicial de la
sobrevivencia en los primeros 30 minutos, luego hubo un descenso abrupto y
estadisticamente significativo de 3x10° hasta 3x10’ UFC/mL hasta los 90 minutos

en ambas cepas.
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Efecto de la aplicacion en conjunto de Ky EC sobre la viabilidad de H. pylori
y E. coli

Viabilidad en medio liquido de E. coli y H. pylori frente a la aplicacion

conjuntade Ky EC

El efecto de la aplicacion de ambos compuestos sobre el crecimiento de ambas
bacterias se evalué segun la metodologia descrita previamente, al aplicar los
compuestos individualmente sobre cada bacteria. Inicialmente, se coloco una
dosis variable de K en presencia de una cantidad fija de EC y luego viceversa. Las
dosis fijas fueron de 0,25 mg/mL y 0,5 mg/mL para la EC y K, respectivamente. La
Figura 7 muestra el efecto de ambas condiciones sobre E. coli. Se observé que a
concentraciones crecientes de EC en presencia de una dosis fija de K (EC/K*),
provocd una disminucion gradual de la viabilidad de la bacteria, con valores que
variaron entre 6,7x10® y 1,7x10° UFC/mL. Por su parte, al mantener una
concentracion variable de K en presencia de una dosis fija de EC (K/EC*), los
valores descendieron levemente desde 2,7x10°% a 7,3x10% UFC/mL.
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Figura 7. Efecto de la aplicacion conjunta de K y EC sobre la viabilidad de E. coli en medio
liguido. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadisticamente no
significativas entre tratamientos (prueba de Tukey, p= 0,05). A) EC/K* indica EC variable en
presencia de una dosis fija de K. B) K/EC* indica K variable en presencia de una dosis fija de EC.

En linea discontinua se muestran los efectos individuales cada compuesto.
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El efecto de la aplicacion conjunta de ambos compuestos sobre H. pylori se
presenta en el Cuadro 3. En este ensayo, se consideré un arreglo factorial de
tratamientos con dosis de 0, 50, 100 y 150 pg/mL de cada compuesto como factor,

para evaluar la interaccion de los compuestos sobre la cepa 43504 de H. pylori.

Cuadro 3. Efectos conjunto de EC y K sobre el crecimiento de H. pylori 43504

K/EC ECo EC 5o EC 100 EC 150

Ko 5383,3+84,4 Aa | 9945+4,1 Ba | 883,2+45 Ca | 21,6940 Da
K s0 73,1+39 Ab 1,48+12 Bb | 462+21 Cbhb 1,28+1,2 Bb
K 100 53621 Ab 089+11 Bb | 0,90+04 Bc 0,89+0,6 Bb
K 150 28,1+46 Ab 0,14+05 Bb | 042+0,3 Bc 0,37+0,3 Bb

Promedios (UFC/mL * 10000) + desviacion estandar. Letras iguales indican diferencias
estadisticamente no significativas, segun la prueba de Tukey (p = 0,05). Letras minudsculas indican
comparacién en una misma columna y letras mayuisculas en una misma fila.

Como se puede observar, los valores de UFC/mL variaron entre 5,4x10" UFC/mL,
equivalente al crecimiento de la bacteria en ausencia de compuestos, hasta
1,4x10° UFC/mL (50 pg/mL de EC y 150 pg/mL de K). En general, se observa que
a concentraciones crecientes de K en presencia de una dosis fija de EC genera
una disminucion del crecimiento de la bacteria. Similar tendencia fue observada
con dosis variables de EC y una cantidad fija de K. Comparativamente, se puede
observar que a una misma concentracion, el K posee un efecto mayor que la EC
sobre la viabilidad de la bacteria, el que se hace amplifica en la medida que

aumenta la dosis aplicada.
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Viabilidad en medio sélido de E. coli y H. pylori en presencia conjunta de Ky
EC

El efecto sinérgico del Ky EC sobre E. coli fue evaluado a través de la medicién
del halo de inhibicidén. Asi, se agregaron, dosis crecientes de un polifenol con una
dosis constante del otro y viceversa, en los pocillos de una placa inoculada con la
bacteria. En la Figura 8A, se observa que en la medida que aumenta la cantidad
de EC en presencia de una cantidad fija de K (EC/K*), el diametro del halo de
inhibicion aumentd significativamente. Comparativamente, se observé que en tres
tratamientos (0,2; 1,25 y 1,5 mg/mL de EC) la adicibn de ambos polifenoles
produjo un aumento del diametro del halo de inhibicion mayor que los mismos
polifenoles colocados individualmente. Por otro lado, la colocacién de cantidades
crecientes de K en presencia de una cantidad fija de EC (K/EC*), provocé un
aumento del didmetro de los halos de inhibicion. Ademas, en la mayoria de estos
tratamientos, se observo que el diametro de los halos generados al colocar ambos
polifenoles en conjunto, fue significativamente menor que el diametro de los halos

de los compuestos colocados individualmente (Figura 8B).
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Figura 8. Diametro del halo de inhibicion formado por aplicacion de EC/K* (A) y K/EC* (B) sobre
E. coli. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadisticamente no significativas
entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p= 0,05). % Indica
diferencias estadisticamente significativas entre aplicacion individual y conjunta de los polifenoles.
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Para el caso de las cepas de H. pylori 26695 y 43504, se observd que en la
medida que aumenta la cantidad de EC en presencia de una cantidad fija de K

(EC/K*), el diametro del halo de inhibicion aumento gradualmente (Figuras 9A y
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Figura 9. Didmetro del halo de inhibicién formado por la interaccion: A) EC/K* con la cepa 43504,

B) EC/KI* con la cepa 26695, C) K/EC* con la cepa 43504 y D) K/EC* con la cepa 26695. En el
ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadisticamente no significativas entre
tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p= 0,05). % indica diferencias

estadisticamente significativas entre aplicacion individual y conjunta de los polifenoles

Sin embargo, se observd que al agregar ambos polifenoles, se produjo una
disminucion significativa del diametro del halo de inhibicion que los mismos
polifenoles colocados individualmente (Figuras A y B). Similar tendencia se
observo, al afiadir dosis crecientes de K en presencia de cantidades crecientes de
EC (Figuras 9C y 9D).
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Cinética del crecimiento de E. coli y H. pylori en presencia conjunta de K y
EC

Para determinar el efecto del tiempo de exposicidon de ambos polifenoles sobre las
bacterias, se adicioné una mezcla de 0,75 mg/mL de K y EC en medio liquido,
para luego evaluar la viabilidad de cada bacteria. En el caso de E. coli se observo
que en presencia de ambos polifenoles, la viabilidad de esta bacteria disminuyé
significativamente a los 60 minutos de exposicion comparado con el control,

alcanzando su valor mas bajo a los 90 minutos (3x10” UFC/mL) (Figura 10).
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Figura 10. Cinética de la inhibicién del crecimiento de E. coli en presencia conjunta de 0,75
mg/mL de Ky EC. En linea discontinua se muestran los efectos individuales cada compuesto. En el
ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadisticamente no significativas entre
tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p= 0,05).

En el caso de ambas cepas de H. pylori, las dosis utilizadas de ambos polifenoles
aplicados en conjunto fue de 0,5 mg/mL (Figura 11). Asi, se observé que después
de 60 minutos de exposicién a ambos polifenoles, la viabilidad de ambas cepas de
bacterias disminuye significativamente, comparado con el tiempo inicial (cero
minutos). Mas aun, luego de 90 minutos de exposicidn a estos polifenoles, los

valores de UFC/mL fueron los mas bajos en ambas cepas de bacterias.
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Figura 11. Cinética de la inhibicion del crecimiento de H. pylori 26695 (A) y 43504 (B) en
presencia conjunta de 0,5 mg/mL de K y EC. En linea discontinua se muestran los efectos
individuales cada compuesto. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias
estadisticamente no significativas entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de
Tukey, p= 0,05).

Caracterizacion de la mezcla de flavonoides por HPLC-DAD

Ambos polifenoles fueron colocados conjuntamente en una solucion de DMSO
segun lo descrito en los Materiales y Métodos, para asi evaluar la presencia de
algun compuesto generado por la interaccion entre la EC y K. En la Figura 12, se
muestra un cromatograma representativo donde se observan dos picos
correspondientes a la EC (27,3 min) y K (73,3 min). Es interesante notar la

ausencia de un compuesto formado por la interaccion entre EC y K.
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Figura 12. Cromatograma de la mezcla polifenélica de K y EC obtenido mediante HPLC-DAD.
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Efecto de EC sobre la viabilidad de células AGS ante infeccion de H. pylori

Con el proposito de determinar si la actividad antibacteriana del EC sobre H. pylori
tiene un efecto protector en la infeccién sobre el epitelio géstrico, se realizaron
ensayos de co-cultivo con una linea celular proveniente de epitelio gastrico
humano: células AGS y H. pylori.

Evaluacion de la infeccidon de H. pylori y el efecto de los polifenoles sobre la
viabilidad de las células AGS

En este ensayo, se evaluo el efecto de la infeccion con H. pylori 43504 sobre la
actividad de las reductasas mitocondriales (MTT) de las células AGS, la cual es un
reflejo de la viabilidad celular. Para ello, se infect6 un cultivo de células AGS con
distintas multiplicidades de infeccion (MOI) durante 24 h. En la Figura 13A se
muestra que en respuesta al incremento de la MOI de H. pylori ocurrié una
disminucién gradual de la viabilidad de las células AGS respecto de las células sin

infectar, observandose una sobrevida de un 40% a una MOI de 500.
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Figura 13. (A) Infeccion de H. pylori 43504 sobre un cultivo de células AGS en medio DMEM (B)
Pruebas de calibracion de AG y EC sobre células AGS.
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Por otro lado, para evaluar el efecto de la EC sobre la viabilidad de las células
AGS, se colocaron concentraciones crecientes de este polifenol (100-1000 pug/mL)
y de acido galico (AG) (Diaz, 2011). En la Figura 13B se puede observar que en
presencia de AG hubo una alta mortalidad de células. Sin embargo, en presencia
de 100 y 500 pyg/mL EC se produjo una leve disminucién de la viabilidad de las

células (alrededor del 10%).

Efecto de la EC sobre el dafio celular producido por H. pylori

Para evaluar el efecto protector de la EC sobre las células AGS ante la infeccion
por H. pylori se realizaron ensayos en medio liquido en microplacas de 90 pocillos,
a dos concentraciones del flavanol (250 y 500 pg/mL) y una MOI de 500. En la
Figura 14, se muestra que las células AGS en presencia de una MOI 500, la
viabilidad de estas disminuye a un 40% mientras que al colocar 500 pg/mL de EC
la viabilidad de AGS alcanza un valor de 110%. Es interesante mencionar que las
células AGS en presencia conjunta de H. pylori (MOI 500) y 500 ug/mL de EC,

disminuyen su viabilidad a un 75%.
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Figura 14. Efecto de EC ante la infeccion de H. pylori 43504 sobre la viabilidad de las células
AGS. EC 500: 500 ug/mL de EC; EC 250: 250 ug/mL de EC; MOI: multiplicidad de infeccién de H.
pylori. Letras iguales indican diferencias estadisticamente no significativas entre tratamientos con
diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p= 0,05). (*); (**) Indican diferencias estadisticas

significativas respecto al control (p< 0,05)

Ademas se observa, que al disminuir la concentracion de EC a 250 pg/mL, la
viabilidad de las células AGS es aun mayor, siendo cercana al 90%. Es importante
destacar que no se observa un efecto inhibitorio de la EC sobre el crecimiento de

las células AGS a las concentraciones probadas.
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DISCUSION

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de sustancias mas
abundantes en el reino vegetal. Estos compuestos se han asociado a importantes
propiedades sensoriales, taxonomicas, nutricionales y farmacologicas de los
alimentos (Monagas et al., 2005). Diversos autores, han demostrado el efecto
bactericida de los polifenoles presentes en plantas y alimentos sobre H. pyloriy E.
coli, bacterias asociadas a un gran numero de patologias gastrointestinales
(Brenner et al.,, 1999; Murray et al., 2002; Moretro y Daeschel, 2004;
Papadopoulou et al., 2005; Eydelnant y Tufenkji, 2008). La mayoria de estos
estudios, utilizan matrices polifenélicas composicionalmente complejas tales como
aceite de oliva (Castro et al., 2012), cranberry (Vattem et al., 2005), uva de mesa
(Brown et al, 2009; 2011) y vino (Daroch et al., 2001) entre otros, por lo que existe

limitada informacion acerca del efecto individual y aditivo de estos compuestos.

Dentro de los compuestos fendlicos individuales més estudiados, el resveratrol, el
acido galico, la quercetina, catequina y epigalocatequina galato han presentado
efectos antibacterianos contra H. pylori y E. coli (Mabe et al., 1999; Mahady et al.,
2003; Yanagawa et al., 2003; Shin et al., 2005; Diaz, 2011; Paulo et al., 2011).
Aunque el mecanismo de la actividad antibacteriana no han sido dilucidado
completamente, estudios previos han vinculado a los polifenoles con la inhibicién
de la sintesis de acidos nucleicos (Mori et al., 1987) y dafio por perforacion de la
membrana (Ikaigai et al., 1993). Otros polifenoles menos estudiados son la EC y el
K que destacan por su alta concentracion en algunos alimentos tales como la uva
y el vino (Monagas et al., 2005; Adams, 2006). A pesar de la relevancia de estos
dos polifenoles, existe limitada informacién acerca del efecto antibacteriano
individual y sinérgico sobre H. pylori y E. coli. Es por ello, que en este estudio se
evaluo el efecto antibacteriano individual y en conjunto de Ky EC sobre H. pylori y

E. coli.
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La EC es un compuesto fendlico perteneciente a la familia de los flavonoides que
puede alcanzar concentraciones de hasta 1,4 g/Kg en algunos alimentos
(Obreque-Silier, 2010) y ha sido descrito como un importante agente antibacteriano
(Mabe et al., 1999; Baba et al., 2001; Alberto et al., 2002; Takabayashi et al.,
2004). En este estudio, se observo que cantidades crecientes de este compuesto
provocaron una disminucion evidente de las UFC/mL y un aumento del didmetro
del halo de inhibiciébn tanto en H. pylori como E. coli. Estas observaciones,
sugeririan que la EC posee un efecto significativo sobre el crecimiento de ambas
bacterias.

En el caso de E. coli, estas observaciones coinciden fuertemente con lo descrito
por Rodriguez et al. (2007), quienes utilizaron (+)-catequina (esteroisomero de la (-
)-epicatequina). Por el contrario, Diaz (2011) bajo similares condiciones, no
evidencié un efecto significativo en la aplicaciébn de (+)-catequina sobre la
viabilidad de E. coli. Esta ultima observacion sugeriria que ambos compuestos

esteroisémeros afectarian diferencialmente la viabilidad de E. coli.

En el caso de las cepas de H. pylori las observaciones descritas coinciden con los
estudios de Yee y Koo (2000) y Diaz (2011) quienes utilizando (+)-catequina
encontraron que H. pylori afectaba fuertemente su viabilidad, pero con cantidades
cuatro veces mayores que la utilizada en este estudio. Es interesante mencionar
gue Shin et al. (2005) encontraron que 0,05 mg/mL de epicatequina-3-O-galato
eran suficientes para generar una inhibicion del crecimiento de esta bacteria, lo
gue representa un valor casi diez veces menor que lo utilizado en este ensayo. Es
importante sefialar que, en lineas generales, entre ambas cepas de H. pylori no se

observaron diferencias estadisticamente significativas.

Por otra parte, el K es un compuesto fendlico perteneciente a la familia de los
flavonoides, reportado en concentraciones de hasta 1,6 g/L en algunos alimentos
(Castro, 2005) y se ha descrito previamente como un importante agente
antibacteriano (Kataoka et al., 2001; Lim et al., 2007; Liu et al., 2009; Santas et al.,

2010). En el presente estudio, se observdo que al aplicar concentraciones
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crecientes de este flavonol provocaron una disminucion leve de las UFC/mL y un
aumento significativo del didmetro del halo de inhibicion, lo que fue méas evidente
sobre H. pylori que sobre E. coli. Lo anterior, sugeriria que el K posee una baja
actividad antibacteriana sobre el crecimiento de E. coli y un efecto moderado
sobre la viabilidad de H. pylori. En los estudios del K sobre E. coli, estas
observaciones concuerdan con lo descrito por Rodriguez et al. (2007) quienes
usando quercetina (compuesto de la familia de los flavonoles, al igual que el K)
obtuvieron un bajo efecto inhibitorio. Por el contrario, Santas et al. (2010) no
observé un efecto inhibitorio del K y la quercetina sobre E. coli, aunque si obtuvo
un efecto de K sobre otras bacterias como Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes y Pseudomonas aeruginosa. Estos antecedentes nos permiten
sugerir que ambos compuestos podrian actuar de forma similar sobre E. coli, pero

diferencialmente sobre otras bacterias.

En el caso de las cepas de H. pylori las observaciones descritas coinciden con los
estudios de Zhang et al. (2008) y Brown et al. (2011), quienes encontraron un
efecto inhibitorio de quercetina sobre la viabilidad de H. pylori in vitro a
concentraciones similares a las probadas en este estudio. Ademas, Kataoka et al.
(2001) y Brown et al. (2011) reportaron que existe un efecto protector de
kaempferol (aislados de Polygonum tinctorium Lour.) y quercetina,
respectivamente, sobre gerbos y ratones infectados con H. pylori, aunque a dosis
elevadas. Lo anterior, confirma que existiria un efecto del K sobre ambas cepas de
H. pylori tanto in vitro como in vivo y que la quercetina podria actuar de igual
manera que el K sobre esta bacteria. Es importante sefialar, que soélo se
encontraron diferencias significativas entre las cepas en el ensayo en medio

liquido, por lo que esta diferencia no seria concluyente en todos los casos.

Comparativamente, fue posible observar que fueron necesarias dosis mayores de
K que de EC para lograr un efecto inhibitorio similar tanto en H. pylori como en E.
coli. Esto indicaria que este flavan-3-ol seria mas efectivo en el control del

crecimiento de ambas bacterias. Asimismo, al comparar la sensibilidad de ambas
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bacterias a la EC y K, se observé que E. coli presentd una mayor resistencia que
H. pylori frente a ambos polifenoles. Esta dltima observacion estaria
estrechamente relacionada con el patrimonio genético de E. coli, el cual es tres
veces mayor que el de H. pylori, lo que se traduciria en mayor cantidad de
herramientas que la ayudarian a adaptarse o defenderse mejor ante distintas

situaciones adversas (Blattner et al., 1997; Tomb et al., 1997).

Luego de comprobar el efecto inhibitorio de ambos polifenoles sobre la viabilidad
de ambas bacterias, se procedio a evaluar la aplicacion conjunta de EC y K sobre
el crecimiento de H. pylori y E. coli. En el caso de E. coli, se observd que
concentraciones crecientes de EC en presencia de una cantidad constante de K
(EC/K*), provocaron una disminucion gradual de la viabilidad de la bacteria en las
pruebas de medio liquido. Sin embargo, esta disminucién no seria relevante al
compararla con el efecto individual de la EC. Curiosamente, al observar las
pruebas en medio solido, se observa un efecto aditivo en condiciones de EC/K* en
al menos tres tratamientos. Segun Santas et al. (2010), el K presenta una baja
solubilidad en medio acuoso, lo cual podria modificar su propiedad inhibitoria bajo
ciertas condiciones experimentales, como en el caso de las pruebas en medio

soélido.

Contrariamente, cuando la bacteria fue sometida a concentraciones crecientes de
K en presencia de una cantidad constante de EC (K/EC*), no se observaron
diferencias importantes en comparacion con el efecto individual del K. Esta
observaciéon es avalada por la relacién experimental que establece que una
diferencia de dos 6rdenes exponenciales de magnitud respecto al control, seria un
indicador del 99% de inhibicidn del crecimiento. Al igual que en el caso anterior, es
interesante notar que en las pruebas de medio solido, se observo una disminucion
del halo de inhibicion bajo condiciones de K/EC* comparado con los efectos
individuales. Esta observacion, seria fuertemente respaldada por la disminucion de
la solubilidad del K en la medida que aumenta su concentracion en el medio

(Wagner y Ulrich-Merzenich, 2009), lo que provocaria una alteracion de su efecto
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inhibitorio. Las observaciones descritas en ambas condiciones (EC/K* y K/EC¥)
son coincidentes con lo observado por Lee y Lee (2010), quienes utilizando una
mezcla de polifenoles extraidos de hojas de olivo no encontraron un efecto

sinérgico significativo sobre Escherichia coli.

En el caso de la bacteria H. pylori, inicialmente se utilizaron las dosis propuestas
en los ensayos individuales de EC y K (0 a 1 mg/mL). Sin embargo, bajo estas
condiciones, no se observo el crecimiento de ninguna cepa de H. pylori (datos no
mostrados). Es por ello que se planted un arreglo factorial de tratamientos con
dosis de 0, 50, 100 y 150 pg/mL de cada compuesto como factor, para evaluar la
interaccion de estos compuestos sobre H. pylori.

Es interesante sefalar que al utilizar dosis mas bajas que las planteadas
originalmente en las pruebas individuales, se observé un efecto inhibitorio evidente
y sinérgico de ambos compuestos en las pruebas de medio liquido. Ademas, es
importante notar que la sola presencia de un segundo polifenol (ya sea EC o K)
provoca una disminucion significativa de la viabilidad de esta bacteria, la cual fue
coincidente en la mayoria de los tratamientos. Complementariamente, se
realizaron pruebas en medio sélido, observandose que con dosis variables de un
polifenol (0 a 1 mg/mL) en presencia de una dosis fija del otro fenol (0.4 mg/mL) el
halo de inhibicién, fue significativamente menor que comparado con el obtenido
con ambos polifenoles aplicados individualmente. Es muy probable que ambos
polifenoles posean distintas propiedades farmacolédgicas. Asi, alguno de estos
compuestos podria tener un efecto bactericida que impediria que el otro polifenol
actue, lo que provocaria una disminucion del efecto sinérgico comparado con el
efecto individual de ambos polifenoles. Asimismo, se ha propuesto que dos
compuestos polifendlicos de distinta familia podrian tener un mecanismo de accion

diferente, lo que implicaria una ausencia de un efecto aditivo (Lim et al., 2007).

Luego de evaluar el efecto de la aplicacion conjunta de ambos polifenoles, se
procedié estudiar el efecto del tiempo de exposicion sobre la viabilidad de ambas
bacterias. Asi, al evaluar el efecto de la aplicacion en conjunto de EC y K sobre la
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cinética de crecimiento de H. pylori y E. coli, fue posible observar una disminucién
paulatina de la viabilidad de ambas bacterias, en la medida que aumenta el tiempo
de exposicion. Este decrecimiento fue evidente y significativo a partir de los 60
minutos, lo que indicaria que el efecto de la aplicacion en conjunto de ambos
polifenoles, estaria fuertemente relacionado con el tiempo de exposicién, lo cual

coincide con lo descrito previamente por Yanagawa et al. (2002).

Tomadas en su conjunto, las observaciones descritas indicarian que ambos
polifenoles no tendrian un efecto aditivo o sinérgico sobre la viabilidad de H. pylori
y E. coli. Esta aseveracién es controversial con estudios realizados por otros
autores, los que evaluaron el efecto de EC o K mezclados con otras drogas
(rutina, quercetina, teaflavina, clindamicina y eritromicina) y sobre otras bacterias
(Stenotrophomonas maltophilia, Propionibacterium acnes, Salmonella enteridis)
(Arima y Danno, 2002; Lim et al., 2007; Betts et al., 2012). Ademas, Yanagawa et
al. (2002) encontraron efectos aditivos al combinar epigalocatequina galato
(EGCg) con metronidazol y cloranfenicol sobre cepas H. pylori resistentes a estos
antibioticos.

Luego de determinar el efecto antibacteriano de ambos polifenoles sobre la
viabilidad de H. pylori y E. coli in vitro, se procedié a evaluar el efecto de los
flavonoides sobre el co-cultivo de células AGS y H. pylori. De los dos compuestos
estudiados, se escogioé la EC para estas pruebas, ya que las propiedades de
solubilidad del K no permitieron su uso en esta metodologia (datos no mostrados).
Asi, se observo que H. pylori a una MOI de 500 provoca una disminuciéon de la
sobrevida de estas células. Ademas se observa, que una concentracion de 250
pMg/mL de EC (una concentracion baja para los ensayos in vitro) present6 un efecto
protector sobre las células epiteliales infectadas con H. pylori, efecto que fue
mayor que el observado para 500 ug/mL de EC ante la misma MOI de infeccion.
Este novedoso antecedente es de alta relevancia, ya que a pesar que diversos
autores han reportado el rol protector de extractos polifendlicos de distintos tejidos
de las plantas y de algunos compuestos individuales sobre las células AGS ante la
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infeccion de H. pylori (Brown et al., 2008; Lee et al., 2009; Jang et al., 2012), no
existian antecedentes acerca de la propiedad protectora de la EC sobre las células
AGS o como causante de la disminucion de la viabilidad de estas células en dosis
altas. Esta ultima observacion, indicaria que concentraciones utilizadas en este
estudio que producirian un efecto antibacteriano in vitro, podrian producir dafio en

las células del epitelio géastrico.

Los antecedentes anteriormente expuestos permiten mencionar que la viabilidad
de H. pylori y E. coli estara fuertemente relacionada con el tipo y concentracion del
compuesto fendlico presente, tiempo de exposicion, presencia de otros
compuestos, ambiente en que crece la bacteria y la interaccibn de estos

componentes.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este estudio es posible concluir que tanto el K como la EC
tienen un efecto significativo sobre el crecimiento H. pylori y E. coli, el cual esta
estrechamente asociado a la dosis utilizada. Aunque en el caso del K este efecto
no es microbiolégicamente significativo, hubo una disminucion del crecimiento de
ambas bacterias al aplicar cada compuesto individualmente. Comparativamente, a
una misma dosis individual, el efecto de la EC sobre el crecimiento de ambas

bacterias fue mayor que el observado con el uso del K.

Por otro lado, con el uso de las dosis mas bajas en el medio liquido, ambos
compuestos presentaron una actividad antibacteriana aditiva sobre H. pylori. Sin
embargo, con el aumento de la dosis no se observa ni actividad sinérgica ni aditiva
en ambos medios de cultivos. En el caso de E. coli, al aplicar los polifenoles en
conjunto se observa una actividad aditiva, la cual es fuertemente dependiente de
la dosis de EC.

En todos los ensayos se observd que H. pylori es mas sensible a ambos

polifenoles que E. coli.
Finalmente, se observd que la EC tendria un rol protector sobre las células AGS

ante la infeccién de H. pylori, la cual dependeria de la dosis del flavanol, ya que

altas dosis provocan dafio en dichas células.
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