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RESUMEN

En la actualidad, las plantas representan el recurso natural mas utilizado para la
busqueda de compuestos bioactivos y se encuentran en estudio una gran variedad
de familias. El esparrago es una planta dioica y perenne del género Asparagus,
perteneciente a la familia de las Liliaceas. Este género comprende unas 100
especies originarias del sur de Europa, Asia y Africa, algunas de ellas con valor
ornamental y solo una con valor horticola, Asparagus officinalis L. Las plantas se
han utilizado por la humanidad como remedios desde el principio de la civilizacion.
En México se cuenta con una vasta herencia prehispanica, mesoamericana,
evidenciada por el abundante recurso de hierbas medicinales. En la actualidad las
enfermedades gastrointestinales son una de las causas mas frecuentes de
consulta médica y también una de las principales causas de muerte en el mundo.
Las principales bacterias causantes de estas enfermedades son las
enterobacterias, que son las que colonizan en el tubo digestivo. La familia
Enterobacteriaceae consta de varios géneros: Escherichia, Shigella, Klebsiella,
Enterobacter, Hafnia, Serratia, Proteus, Morganella, Providencia, Salmonella,
Yersinia, Edwardsiella, Citrobacter. En la presente investigacion se realizé el tamiz
fitoquimico para identificar la presencia de metabolitos secundarios presente en
los extractos del esparrago, usando reacciones cualitativas para determinar la
presencia de flavonoides, saponinas, terpenos, alcaloides, glucosidos
cardiotonicos y quinonas , encontrandose la presencia de flavonoides (negativo),
saponinas (positivo), terpenos (positivo), alcaloides (negativo), glucésidos
cardiotonicos (negativo) y quinonas (positivo). También se evalu6 la actividad
antibacteriana de los extractos del esparrago utilizando el método de microdilucion
en caldo. Los extractos por igual dieron una baja inhibicion en el crecimiento a las
concentraciones de 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pug/mL, y 400 ug/mL  contra las
bacterias Escherichia coli y Salmonella typhimurium.
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Los extractos acuosos, metandlicos y etandlicos presentan una baja actividad

antiproliferativa frente a Escherichia coli y Salmonella typhimurium.
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1. INTRODUCCION

En México ha existido una gran tradicion en el estudio quimico de las plantas, sin
embargo, éste ha estado enfocado desde un punto de vista fitoquimico. En la
ltima década este enfoque ha cambiado consideradamente, tanto en nuestro pais
como a nivel mundial, de tal manera que ahora se busca extraer los compuestos

bioactivos y evaluar sus diversas actividades biologicas.

Se sabe que el esparrago, ademas de ser una hortaliza muy apreciada por sus
caracteristicas organolépticas y nutricionales, se puede considerar un alimento de
gran calidad funcional ya que contiene diversos fitoquimicos que le confieren una
actividad biologica importante (Fuentes, 2010). Entre estos compuestos destacan
los de tipo fendlico, saponinas, esteroles, fructanos y polisacéridos de la pared
celular. Estudios farmacolégicos (Kamat et al., 2000) han demostrado que
extractos de esparrago poseen diversas actividades bioldgicas, entre las que
destacan su actividad anticancerigena, antioxidante y antibacteriana.

Aun cuando el esparrago tenga numerosas propiedades beneficiosas para la
salud, este no atrae al consumidor como planta medicinal, sino como una hortaliza
de exquisito gusto, agradable aroma y textura tierna y carnosa. Debido a esto las
investigaciones realizadas en México con respecto al esparrago hasta el momento
se han enfocado a mejorar la produccion y la calidad de este cultivo. Sin embargo,
debido a su riqueza en nutrientes (“fitoquimicos”), el esparrago es un producto
interesante que puede ser estudiado como fuente potencial de compuestos
guimicos bioactivos con posibles aplicaciones como nuevos tratamientos que

combatan padecimientos como cancer, diabetes, obesidad, estrés, entre otros.

Actualmente las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales
problemas salud publica, cuyo origen son por la trasmision via fecal-oral, o bien el

consumo de agua y alimentos contaminados, en las cuales los agentes



involucrados son virus, parasitos y bacterias. Las bacterias enteropatdogenas son
las principales causales de infecciones gastrointestinales, las cuales constituyen
una de las enfermedades mas frecuentes en la poblacion humana; su etiologia
depende de varios factores como lo son el microorganismo causal, la edad, o las
condiciones medioambientales, entre otros (Eiros et al., 2008). En México,
representa las principales causas de morbilidad, ubicandose en el segundo lugar
(INEGI, 2011). Las infecciones gastrointestinales se caracterizan por un sindrome
diarreico acuoso o invasivo, acompafiado o no de vomito y dolor abdominal,
debido a un proceso de inflamacién y/o disfuncion intestinal causado por la
presencia de un agente patdgeno en el tracto gastrointestinal. Dentro de los
principales patégenos tenemos a Escherichia coli, Vibrio cholerae, Shigella spp.,

Giardia lamblia y Entamoeba histolytica (Alvarez et al., 2008).

Considerado los reportes en la literatura acerca de la amplia gama de actividades
biologicas del esparrago y siendo este el principal cultivo de la regiéon de H.
Caborca, Sonora, es interesante realizar estudios sobre su composicién quimica
y actividades biolégicas, especificamente como inhibidor de la proliferacion de
bacterias enteropatdégenas causantes de enfermedades gastrointestinales.



2. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades gastrointestinales causadas por enterobacterias

Las enfermedades gastrointestinales son una de las causas mas frecuentes de
consulta médica y también una de las principales causas de muerte en México y
en el mundo. Actualmente, las infecciones gastrointestinales son una de las
causas mas importantes de morbimortalidad entre los lactantes y nifios. Las
enfermedades gastrointestinales infecciosas son causadas por bacterias,
principalmente Escherichia coli, Salmonella y Shigella (Hernandez et al., 2011).
Entre las enfermedades mas comunes, estan: colitis, reflujo gastroesofagico,
colon irritable, hepatitis C, salmonelosis, amebiasis, gastritis, Ulceras, célculos

biliares, pirosis, entre otras (Hernandez et al., 2011).

Los trastornos gastrointestinales mas comunes, varian segun el patégeno y
pueden ser leves 0 muy intensas tipicamente se producen: diarreas, nauseas,

vomitos, dolor abdominal y a veces fiebre (Vilaplana, 2006).

Las infecciones agudas del tracto gastrointestinal figuran entre las enfermedades
infecciosas mas frecuentes. Los cuadros gastrointestinales pueden presentarse
en cualquier época del afo, pero el riesgo de sufrir estas enfermedades se

incrementa en la temporada de calor (Vila et al., 2009)

Los microorganismos que causan disenteria (E. coli diarreagénicas, Shigella,
Salmonella, Campylobacter, Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, Clostridium
difficile, Rotavirus, Giardia lamblia, Entamoeba histolytica), pueden provocar
cambios inflamatorios y destructivos en la mucosa del colon, por invasion directa

o0 mediante la produccién de citotoxinas (Giono et al., 2003).



2.2. Enterobacterias de importancia clinica

Las enterobacterias son una amplia familia heterogénea de bacilos Gram
negativos que residen en el colon sin causar enfermedad aunque con frecuencia
son causantes de un numero considerable de infecciones, tanto en pacientes con
inmunidad conservada como en inmunodeprimidos ya que las enterobacterias
colonizan el tubo digestivo (Gali, 2010). Como grupo, las Enterobacterias
habitualmente colonizan diferentes mucosas, especialmente las del tracto
gastrointestinal y urinario, por lo que las infecciones suceden a partir de estas

localizaciones.

La familia Enterobacteriaceae consta de varios géneros: Escherichia, Shigella,
Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia, Proteus, Morganella, Providencia,

Salmonella, Yersinia, Edwardsiella, Citrobacter (Gali, 2010).

Shigella es una bacteria altamente enteroinvasiva; su hébitat es el colon y el
humano es el principal reservorio. Se transmite a través de contacto directo o
indirecto (alimentos y liquidos contaminados, principalmente) con heces de
personas infectadas (Molina, 2015).

Yersinia enterocolitica penetra en las células de la mucosa intestinal y produce
Ulceras en el ileo terminal. La yersiniosis se manifiesta generalmente en forma de
gastroenteritis aguda con diarrea, fiebre y dolor abdominal. Otra manifestacion
clinica es la formacién de bubones (inflamacién dolorosa de los ganglios linfaticos

o linfadenomegalia) (Ostroff et al., 1994).

Las especies Proteus se encuentran mas comunmente en el tracto intestinal
humano como parte de la flora intestinal normal, poseen una membrana
extracitoplasmatica externa, una caracteristica compartida con otras bacterias
Gram negativas. Ademas, la membrana externa contiene una bicapa lipidica,

lipoproteinas, polisacaridos y lipopolisacaridos. La infeccion depende de la



interaccion entre el organismo infectante y los mecanismos de defensa del
huésped (Gonzalez, 2016).

2.2.1. Salmonella

Las salmonellas son bacterias Gram negativas, lo cual significa que no se tifien de
azul con el colorante aplicado en la prueba disefiada por Gram. Esto se debe a
que dicho colorante tifie la pared celular, que en estos casos esta cubierta por una
membrana externa. La cual tiene el antigeno O que esta conformado por una
cadena repetida de polisacaridos, que forma parte del lipopolisacarido (LPS), que
se genera y sobresale de esta membrana y que actla como una barrera de
proteccién a agentes externos. Es asi que estas bacterias estan envueltas por
varias capas: la membrana externa, la pared celular (que es diez veces mas
delgada que en las bacterias Gram-positivas), y la membrana interna. La
membrana externa e interna delimita al periplasma. La apariencia de las bacterias
en el microscopio es de bacilos, o cilindros con puntas redondeadas (Calva, 2015).
De acuerdo con la presencia de los antigenos O (lipopolisacéarido), Vi (polisacéarido
capsular) y H (flagelar) pueden actualmente serotiparse en mas de 2,300
serovariedades. Los seres humanos los Unicos huéspedes de Salmonella typhi, la
fuente de nuevas infecciones son los enfermos convalecientes y los portadores

sanos cronicos (Salyers, 2001).

El género Salmonella es el agente causal de diferentes infecciones intestinales,
conocidas como salmonelosis. La salmonelosis humana puede dividirse en dos

sindromes:

1) La fiebre entérica, que incluye la fiebre tifoidea causada por S. typhi, y la fiebre
paratifoidea que es patologica y clinicamente similar a la tifoidea pero con
sintomas menos fuertes, causada por S. paratyphi A, B, o C. La fiebre entérica

implica una infeccion sistémica, debido a la invasividad de la bacteria.



2) La gastroenteritis 0 envenenamiento por alimentos, la cual es la mas comun de
las infecciones, causada por muchos serotipos. Este tipo de infecciones no se
acompafa de una infeccion sistémica. Los serotipos mas comunes en la

salmonellosis no-tifoidéica son S. typhimurium y S. enteritidis (Calva, 2015).

La salmonelosis, causada por la bacteria Salmonella, es una de las enfermedades
de transmision alimentaria mas comunes y ampliamente extendidas. Se estima
gue afecta anualmente a decenas de millones de personas de todo el mundo y

provoca mas de cien mil defunciones (OMS, 2016).

En México no se cuenta con estadisticas nacionales de infecciones por
Salmonella. Con frecuencia, el médico hace un diagnostico basadndose en el
cuadro clinico del paciente, pero sin contar con los estudios microbiolégicos
necesarios para establecer un diagnostico certero. La falta de un sistema de
vigilancia con comunicacién entre epidemidlogos, clinicos y el sector veterinario,
asi como la falta de infraestructura necesaria, impide que paises como el nuestro
pueda identificar las principales serovariedades de Salmonella en las diferentes
clases de alimentos, asi como el riesgo que cada una de estas entrafias para la

salud de los seres humanos (Zaidi et al., 2006).

La fiebre tifoidea es una enfermedad sistémica febril causada por S. typhi, S.
paratyphi y ocasionalmente, S. typhimurium. Se caracteriza por la aparicion de
fiebre progresiva asociada a estrefiimiento o diarrea profusa de caracter
inflamatorio. Clasicamente se ha asociado a esta enfermedad la bradicardia
relativa, pero en realidad es un dato con baja sensibilidad y especificidad. Las
complicaciones mas graves son la hemorragia digestiva, la perforacion intestinal

y los aneurismas micéticos (Garcia et al., 2010).



2.2.2. Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa en forma de bacilo, flagelada,
movil, anaerobia facultativa, oxidasa negativo, indol positivo. A pesar de que es
considerada como un microorganismo comensal de la microbiota intestinal del ser
humano, existen cepas patdgenas que pueden causar dafio al huésped. Estas
cepas patogenas se clasifican en base a su mecanismo de patogenicidad y cuadro
clinico (principalmente diarrea) en seis grupos: E. coli enterotoxigénica,
enterohemorragica, enteroinvasiva, enteropatdgena, enteroagregativa y E. coli de

adherencia difusa (Rodriguez, 2002).

Escherichia coli y otras bacterias son necesarias para el funcionamiento correcto
del proceso digestivo, ademas de ser responsables de producir vitaminas B y K.
El tamafio promedio de los bacilos es de 0.5 pu de ancho por 3 u de largo, cuando
se utiliza la tincion de Gram se tifien de rojo (Gram negativas). Algunas especies
son moviles (por flagelos peritricos), no esporuladas, fermenta la glucosa y la
lactosa, son catalasa positivos, oxidasa negativos y reduce nitratos a nitritos. El
género Escherichia incluye siete especies (E. adecarboxylata, E. alberti, E.
blattae, E. fergusonii, E. hermannii, E. vulneris y E. coli) (Eslava, 2015).

En México se ha aislado E. coli como agente etioldgico de diarrea, las cuales se
adquieren por ingestién de alimentos y agua contaminada (Cortez et al., 2002). El
control general de infecciones por cualquier cepa de E. coli exige mejores
condiciones sanitarias, ambientales, en la preparacién adecuada de alimentos en
la mejoria de la higiene personal. Las medidas son analogas cuando se trata del
control de brotes intrahospitalarios. Adicionalmente se estan desarrollando
trabajos en ese sentido para disponer de productos inmunizantes a base de
enterotoxinas y de factores adhesivos que poseen cepas de los diferentes grupos
de E. coli asociadas con procesos diarreicos, los cuales podran contribuir a

disminuir la morbilidad causada por estas bacterias, en particular en la poblacion



infantil y en los individuos que viajan de una zona de bajo riesgo de diarrea a una

de alta prevalencia (Eslava, 2015).

Las enfermedades diarreicas son la segunda mayor causa de muerte de nifios
menores de cinco afos, y ocasionan la muerte de 760 000 millones de nifios cada
afio (OMS, 2013). Dentro de la vigilancia epidemioldgica que llevan a cabo las
autoridades de salud de México, se ha reportado que el EPEC (Escherichia coli
enteropatdgena) se presenta de manera endémica hasta en 6% de la poblacién,
cifra muy parecida a la que presentan paises industrializados como Alemania y
Australia. En estos paises se ha encontrado que 5.9% y 7.6%, respectivamente,
de nifios sanos son portadores normales de cepas de EPEC (Hernandez et al.,
2011)

Entre los sintomas de la enfermedad causada por E. coli destacan los calambres
abdominales y la diarrea, que puede progresar en algunos casos a diarrea
sanguinolenta (colitis hemorragica). También puede haber fiebre y vomitos. El
periodo de incubacién varia entre tres y ocho dias, con una mediana de tres a
cuatro dias. La mayoria de los pacientes se recuperan en el término de diez dias,
pero en un pequefio porcentaje de los casos (especialmente nifios pequefios y
ancianos) la infeccion puede conducir a una enfermedad potencialmente mortal,
como el sindrome hemolitico urémico (SHU). EI SHU se caracteriza por una
insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica y trombocitopenia (deficiencia de
plaquetas) (OMS, 2005).

2.3. Tratamiento para enfermedades gastrointestinales

Las infecciones gastrointestinales tipicas son las diarreas de origen bacteriano
(shigelosis, colera y C. difficile), infecciones intraabdominales, diverticulitis,
peritonitis bacteriana espontanea, colangitis, etc. Los problemas gastrointestinales

en los que un microorganismo es un factor en el cuadro clinico, corresponden a



enfermedad inflamatoria intestinal. En gastroenterologia los antibiéticos son
ampliamente usados en el tratamiento de infecciones y como profilaxis antes de
procedimientos gastrointestinales. Los antibidticos mas Usales son las penicilinas,

antibidticos R-lactamicos, ampicilinas, entre otros (Zolezzi, 1997).

Las betalactamasas son enzimas producidas por algunas especies bacterianas y
son las responsables de la resistencia que presentan dichas bacterias hacia
antibidticos que en su estructura quimica presentan el anillo betalactamico (como
penicilinas y cefalosporinas), ya que las betalactamasas rompen ese anillo con lo
cual bloquean la actividad antimicrobiana de las esos compuestos. Los antibioticos
inhibidores de las betalactamasas son el acido clavulanico, tazobactam vy
sulbactam (Drawz, 2010).

La penicilina se puede obtener de Penicillium glaucum, del P. notatum y P.
chrysogenum; en la actualidad se obtiene del P. chrysogenum, y gracias a este
hongo se obtienen, con diferentes técnicas, las diversas penicilinas semisintéticas.
La penicilina impide la sintesis de la pared de los microorganismos al inhibidor a
la enzima transpeptidasa, accién que evita la formacién del peptidoglucano, y por
lo tanto el entrecruzamiento de este que da rigidez y fuerza a la pared de la
bacteria (Mendoza, 2007).

Penicilina semisintética derivada del nucleo 6- aminopenicilanico, de accién
bactericida. Actta inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana. Posee un
amplio espectro antimicrobiano frente a bacterias Gram positivas, Gram negativas
(Neisseria spp, H.influenzae no productor de betalactamasas y algunas
enterobacterias) y anaerobios (PEDIAMECUM, 2015).

Otros tratamientos alternos son los alimentos probiéticos que contienen cultivos
vivos de bacterias que promueven el crecimiento de la “flora” intestinal y son un
popular tratamiento contra enfermedades gastrointestinales. En los udltimos
afos el surgimiento de nuevos productos “probidticos” ha ido en aumento y la

industria les atafie multiples beneficios para la salud (Lawley et al., 2012).



2.4. Plantas con propiedades medicinales

Las plantas han utilizadas por la humanidad como remedios desde el principio de
la civilizacion. Hasta la fecha, desempefian un papel importante en la atencién de
salud para alrededor del 80% de la poblacion mundial. Estas han sido durante
mucho tiempo una fuente muy importante de nuevos farmacos. Muchas especies
de plantas han sido seleccionadas para obtener sustancias con actividad
terapéutica (Miay Rahman, 1990).

En México se cuenta con una vasta herencia prehispanica, mesoamericana,
evidenciada por el abundante recurso de hierbas medicinales, que contienen 185
plantas con la descripcién de sus caracteristicas fisicas, el modo de preparacion
como remedio y la manera de empleo en diversas situaciones patoldgicas
(Mufieton, 2009).

La Organizacion Mundial de la Salud, ha reconocido el valor que las plantas
medicinales pueden aportar a la hora de cubrir las necesidades sanitarias a nivel
mundial y recomienda que se lleven a cabo sistematicas evaluaciones clinicas y
se establezcan normas mas exigentes en lo que respecta a su cultivo y

preparacion (Lopez, 2011).

2.5. Asparagus spp.

El esparrago es una planta dioica y perenne del género Asparagus, perteneciente
a la familia de las Liliaceas. Este género comprende unas 100 especies originarias
del sur de Europa, Asia y Africa, algunas de ellas con valor ornamental y sélo una

con valor horticola, Asparagus officinalis L. (Gatti et al., 2003).

La planta del esparrago esta formada por los tallos aéreos ramificados y una parte

subterranea constituida por raices y yemas, que es lo que se denomina
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comunmente “garra” o zarpa. El sistema radical del esparrago es muy potente. Las
raices principales son cilindricas, gruesas y carnosas. El esparrago se divide en
dos grupos principales: el esparrago verde y el esparrago blanco. Las
caracteristicas organolépticas y los usos culinarios de cada tipo de espéarrago son
diferentes. El verde se caracteriza por tener mayor valor nutritivo, textura carnosa
y firme, aroma mas intenso y sabor ligeramente mas dulce, mientras el blanco
tiene un mayor contenido en azlcares y mas fibra. Ambos tipos de esparragos son
cultivados a nivel mundial, aunque tradicionalmente el tipo blanco se ha cultivado
en China y Europa, mientras que el tipo verde en Estados Unidos y, dentro de

Europa, el sur de la Peninsula Ibérica (Fuentes, 2010).

2.5.1. Actividades biolégicas del esparrago

El esparrago, ademas de ser una hortaliza muy apreciada por sus caracteristicas
organolépticas y nutricionales, se puede considerar un alimento de gran calidad
funcional ya que contiene diversos fitoquimicos que le confieren una potencial
actividad biolégica importante. Entre éstos hay que destacar fenoles, saponinas,
esteroles, fructanos y polisacaridos de la pared celular. Desde hace siglos, las
culturas orientales milenarias han usado los extractos de esparrago como ténico,
laxante, antitusivo, diurético, etc. Estudios farmacoldgicos mas recientes han
mostrado que dichos extractos poseen diversas actividades bioldgicas, siendo de
especial interés la capacidad antioxidante y la actividad antitumoral, si bien éstas
siempre han sido medidas en ensayos in vitro. A estas dos actividades hay que
afiadir la capacidad de algunos de los componentes del esparrago, como los
esteroles y las saponinas, de influir sobre el metabolismo lipidico y ayudar a

disminuir los niveles de colesterol en el organismo (Fuentes, 2010).
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2.5.2. Estudio del esparrago en México

La produccién de espéarragos a nivel mundial ha crecido a un ritmo de 5% anual
entre los afios 2000 y 2012, alcanzando mas de 8 millones de toneladas en la
actualidad. Aunque México Unicamente produce el 1% del total, es el tercer
productor mundial, después de China (89%) y Peru (5%) (FND, 2014).

México se ha convertido en el segundo exportador mundial, con una participacion
de alrededor del 27% del volumen total exportado, que alcanza cerca de 360 mil
toneladas, solo después de Peru (39%). Soélo son cinco las entidades en el pais
productoras de esparragos. Sonora es la principal de éstas y concentra el 68% del
volumen y 69% del valor generado por la actividad. Le siguen en importancia
Guanajuato, Baja California Norte, Baja California Sur y Querétaro (FND, 2014).

El espéarrago, es un cultivo de gran importancia en la region de Caborca, Sonora,
tanto por su alta produccion, asi como por los antioxidantes naturales (compuestos
fendlicos) que contiene. Los principales componentes bioactivos del esparrago
son fenoles (flavonoides y &cidos hidroxicinAmicos) y saponinas, aunque otros
compuestos, tales como los esteroles, oligosacaridos, aminoacidos vy
carotenoides, también pueden contribuir a las propiedades funcionales de este
vegetal. Ademas de estos compuestos solubles, el esparrago es rico en fibra

dietética, con efectos potenciales favorables (Espinoza et al., 2015).

2.6. Tamizaje fitoquimico de las plantas

La importancia terapéutica de las plantas radica en la presencia de familias de
compuestos quimicos que poseen propiedades farmacologicas variadas. La lista
de estas familias de compuestos es amplia y variada. Para esto existe la ciencia

gue usa las caracteristicas quimicas (quimiotaxonomia) (Bruneton, 1999).
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El tamiz fitoquimico se refiere a la extraccion, cribado e identificacion de las
sustancias medicinales activas que se encuentran en las plantas. Algunas de las
sustancias bioactivas que se pueden derivar de las plantas son flavonoides,
alcaloides, taninos y compuestos fendlicos entre otros. Se cree que puede haber
alrededor de 4.000 fitoquimicos contenidos en las plantas que se pueden utilizar
para prevenir, minimizar o remediar condiciones meédicas como accidentes

cerebrovasculares, cancer o sindrome metabdlico (Sabri et al., 2012).

2.6.1. Metabolitos secundarios de las plantas

Una de las diferencias entre plantas y animales es su capacidad de sintesis de
numerosas y diversas sustancias. Las plantas sintetizan y acumulan sustancias
muy variadas como el ADN, ARN, proteinas, polisacéridos, azlcares y lipidos a
partir de nutrimentos inorganicos. Las sustancias vegetales, de naturaleza quimica
extraordinariamente diferente, presentan propiedades también muy diversas,
aunque su papel fisiolégico en la planta es muchas veces no del todo conocido.
En particular los vegetales, igual que otros organismos mediante sus procesos
metabdlicos sintetizan dos categorias de metabolitos: primarios y secundarios,
aunque esta distincion resulta totalmente arbitraria pues no hay una division

precisa entre metabolismo primario y secundario (Rivero, 2011).

Los metabolitos primarios, muy abundantes en la naturaleza, son indispensables
para el desarrollo fisiol6gico de la planta, se encuentran presentes en grandes
cantidades, son de facil extraccion y su explotacion es relativamente barata y
conducen a la sintesis de los metabolitos secundarios. Entre ellos se encuentran
aminoacidos proteicos, proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos grasos, algunos
acidos carboxilicos, etc (Petiard, 1987). Los metabolitos o productos secundarios
no tienen un papel definido en los procesos de respiracion, asimilacion, transporte,
a diferencia de los metabolitos primarios como los carbohidratos, proteinas, acidos

nucleicos (Taiz, 1991).
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Sin embargo, un compuesto secundario puede tener importancia para el
organismo productor como un todo, porque esta implicado en relaciones
ecoldgicas, es decir, en la relacion de la planta productora con los otros
organismos de su ambito natural. Ejemplo de ello, son los pigmentos de las flores
gue atraen a los insectos polinizadores y los compuestos que inhiben el
crecimiento de otros organismos (sustancias alelopaticas) o que protegen a la
planta de infecciones (fitoalexinas) o de los depredadores (disuasorios nutritivos)
(Abrahamson, 1989).
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales problemas de
causas de muerte en México y en el mundo. Son uno de los problemas mas
importantes de morbimortalidad entre los lactantes y nifios. Se conoce la
existencia de tratamientos que ayudan a estos tipos de enfermedades, pero es
necesario buscar medicinas alternas como lo son las plantas, ya que cada vez
estos microorganismos causantes van obteniendo mutaciones que logran tener
mas resistencia a los medicamentos ya existentes. El esparrago es uno de los
principales cultivos de la region, generando gran derrama econdmica en la
comunidad. Se conoce que contiene metabolitos primarios que son indispensables
para la vida, asi como su contenido de antioxidantes, pero no se han clasificado
sus metabolitos secundarios. Que estos metabolitos son responsables de algunas
funciones de la planta y asi mismo de la inhibicion de microorganismos. Tanto que
se desconoce el potencial del esparrago como planta medicinal. Hoy en dia, es
necesario conocer mas sobre estos metabolitos secundarios y las actividades
antiproliferativa contra microrganismos como las bacterias, parasitos y virus que

son causantes de este tipo de enfermedades.
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4. OBJETIVOS

4.1. General

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos, etandlicos y

acuosos de esparrago sobre bacterias enteropatdégenas de interés clinico.

4.2. Especificos
1. Obtener los extractos: metandlico, etandlico y acuoso de Asparagus spp.
2. Determinar la presencia de los principales grupos de compuestos
fitoquimicos presentes en los extracto de esparrago.
3. Evaluar la actividad antiproliferativa del extracto metandlico, etandlico y
acuoso de Asparagus spp. sobre las bacterias enteropatdgenas

Salmonella, y E. coli.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Recoleccion del esparrago

Los esparragos fueron comprados en el mercado local en la ciudad de H. Caborca,
Sonora.

5.2. Preparacién y liofilizacién del espéarrago

Los esparragos fueron lavados con abundante agua corriente y posteriormente
con agua destilada (Figura 1A). El espéarrago fue cortado en trozos pequefios
(aproximadamente 1 cm) y empaguetados en bolsas herméticas (ziploc) y
posteriormente congelados a -20 °C (Figura 1B). Una vez congelado el vegetal
fue liofilizado por un periodo de 6 dias continuos en un liofilizador (LABCONCO
FreeZone Plus 2.5 series), a una temperatura de -48 °C y una presion de 0.120
mbar (Figura 1C).
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Figura 1. (A) Esparrago utilizado como materia vegetal, (B) Esparrago cortado en trozos
pequefios, (C) Se muestra esparrago en proceso de liofilizacién
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5.3. Obtencidén de extractos acuosos, metandlicos y etandlicos del esparrago

El vegetal liofilizado fue pulverizado utilizando un mortero con mano de porcelana.
Para la extraccion metandlica y etanodlica se colocé una porcion del esparrago
pulverizado en metanol y en etanol (por separado cada solucion) en una
proporcion 1:10 (p:v, por cada gramo de material vegetal se adicionaron 10 mL de
solvente). Las mezclas se mantuvieron en agitacion constante durante 7 dias a
temperatura ambiente y protegida de la luz. Una vez transcurrido el tiempo se
filtraron con papel Whatman No. 4 cada uno. El filtrado recuperado se concentrd
en un evaporador rotario (Buchi switzerland, modelo R-215) a presion reducida, a
130 rpm y a temperatura constante de 40 °C (Figura 2). (Hernandez et al., 2007).

Para la extraccidon acuosa se coloco una porcion del esparrago molido en agua
destilada en una porcion 1:10 p:v. La mezcla se mantuvo en agitacion constante
durante 7 dias a temperatura ambiente y protegida de la luz. Una vez transcurrido
el tiempo se filtr6 con papel Whatman No. 4. El filtrado recuperado se colocé en
tubos falcén de 50 mL (en posicién “pico de flauta), y posteriormente fueron
liofilizados (LABCONCO FreeZone Plus 2.5 series), a una temperatura de -48 °C
y una presion de 0.120 mbar (Figura 2).
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Figura 2. (A) Esparrago liofilizado y macerado, (B) mezcla filtrada del polvo de esparrago
con metanol, etanol y agua destilada, (C) equipo evaporador rotario para la recuperaciéon
del concentrado, (D) tubos falcén con el filtrado acuoso en el liofilizador LABCONCO.
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5.4. Tamizaje fitoquimico de los extractos

Flavonoides

Se disolvié una porcion de los extractos en 2 mL de etanol absoluto y se dividio en
tres tubos cada extracto, uno fue utilizado como testigo (control de blanco).

1) Reaccién de Shidona. Adicionaron 2 gotas de &acido clorhidrico
concentrado, en la cual un desarrollo de coloracion roja indica la presencia
de auronas o chalconas. En caso de cambio de color, se coloco un trozo
de magnesio metalico, si se forma una coloracion naranja a rojo, indica la
presencia de flavonas; si es rojo flavonoles y si es magenta flavononas
(Miranda, 2002).

2) Reaccion de hidroxido de sodio al 10%. Se le adicionaron 3 gotas de
hidroxido de sodio, el desarrollo de una coloracion de amarillo a rojo, indica
la presencia de xantonas y flavonas; de café a naranja de flavonoles,

purpura a rojizo de chalconas y azul de antocianinas (Miranda, 2002).

Saponinas

1) Reaccién de Rosenthaler. A una porcion del extracto concentrado, se
le adicionarén dos gotas del reactivo y estratificado con dos gotas de
acido sulfarico concentrado. La formacion de una coloracion violeta, se
considera positiva para las saponinas triterpénicas (Miranda, 2002).

2) Reaccion de Espuma. A una porcién del extracto concentrado, se le
afiaden 4 mL de agua destilada. Se agitd en vortex por 1 min, el ensayo
se considera positivo a saponinas tipo esteroidal y triterpénicas si
aparece espuma en la parte superior del liquido de mas de 2 mm de

altura y persiste por mas de 2 minutos (Miranda, 2002.)
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Terpenos

1) Reaccidén de Lieberman — Buchard. Se tomo una porcion del extracto y
se le adicioné 1 mL de cloroformo, posteriormente se adiciond 1 mL de
anhidrido acético y se mezclaron bien. Por la pared del tubo se deja
resbalar 2 -3 gotas de acido sulfurico concentrado sin agitar. El ensayo
se considera positivo si la coloracion va de rosado a azul (Miranda,
2002).

Alcaloides

Se toméd una porcion del extracto y se adicionaron entre 5 mL a 10 mL de acido
clorhidrico al 10%, se calento a ebullicion por cinco minutos, se enfrio y fue filtrado
utilizando un embudo con papel filtro Whatman No. 4. Posteriormente el filtrado se

dividi6é en 2 tubos de ensaye:

1) Reaccidén de Wagner. Se agregaron 2 gotas del reactivo de Wagner.
Se considera positivo la formacién de un precipitado color marrén
(Miranda, 2002).

2) Reaccion de Mayer. Se agregaron dos a tres gotas del reactivo de
Mayer, la reaccion se considera positiva con la formacion de

precipitado blanco (Miranda, 2002).

Gucosidos cardioténicos

Reaccion Keller-Kilians. Se tomé una porcion del extracto y se coloc6 en un tubo
de ensaye, se disolvié en 1 mL de acido acético glacial y posterior 2 gotas de

cloruro de hierro. Se adicionaron 2 mL de acido sulfurico concentrado. La reacciéon
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se considera positiva si se logra obtener un anillo color rojo en el menisco del
liquido (Miranda, 2002).

Quinonas

Se coloco una porcion del extracto en una capsula de porcelana y se concentro a

sequedad, posteriormente el extracto se dividié en dos porciones.

1) Reaccién con acido sulfarico. Se agreg6 una gota de &cido sulfurico
concentrado a una porcion del extracto. La formacién de una coloracion
roja indica la presencia de antraquinonas (Miranda, 2002).

2) Reaccion de Borntraguer. Se diluy6é una porcién del extracto con 3 mL
de agua destilada, se filtr6 y posteriormente al liquido filtrado se le
afadieréon 3 mL de cloroformo. Se le eliminé la fase acuosa y a la
fraccion cloroférmica se le adicionaron 2 mL de hidroxido de potasio al
5%. La aparicion de un color rojo indica la presencia de benzoquinonas;
si el color desarrollado es amarillo verdoso, se le adiciona 1 gota de
peréxido de hidrégeno al 6%; si la coloracion cambia a roja, se

considera positiva para derivados de antronas (Miranda, 2002).

5.5. In6culo bacteriano

Se prepararon colonias frescas de bacterias de 14 — 16 horas en agar Mueller
Hinton y posteriormente se mezclaron las colonias con solucién salina estéril,
hasta lograr una densidad Optica de 0.95 £ 0.05, igual a la lectura de MacFarland
a 630 nm. (Navarro et al., 2007).
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5.6. Determinacion de la actividad antiproliferativa

Se tomaron por triplicado 200 pL de cada una de las concentraciones de extracto
metandlico, etandlico y acuoso de esparrago y se colocaron en microplacas de 96
pozos de fondo plano. A un primer conjunto de pozos se le adicionaron indculo
bacteriano y otro conjunto se prepard sin bacterias y fueron utilizados como control
de extracto. Adicionalmente, se prepararon tres pozos con 200 pL de caldo de
cultivo conteniendo al antibiético gentamicina (12 pg/mL), tres pozo con 200 uL de
caldo de cultivo con la maxima concentracion de solvente (control de vehiculo o
solvente) al que las bacteria estuvieron expuestas en el ensayo, y tres mas con
caldo cultivo como control de esterilidad. Los pozos de prueba y los controles se
inocularon con 15 L de la suspension bacteriana previamente estandarizada.
Después de la inoculacién, la placa se incubé a 36°C y se ley6 la densidad Optica
a 630 nm de los pozos a las 0, 6, 12, 24 y 48 h con las lecturas obtenidas se
realizaron curvas de desarrollo bacteriano, graficando tiempo contra densidad

Optica (Navarro et al., 2007).

5.7. Andlisis de datos

Los resultados fueron capturados y guardados en Microsoft Excel. Se utilizé el

programa GraphPad Prisma para graficar los datos obtenidos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Tamiz fitoquimico de los extractos

Después de obtener el material vegetal y una vez sometido al proceso de molienda
se procedio a generar los extractos (M, E, A) por medio del método de maceracion.
Observamos que partiendo de 158.78 gramos del esparrago ya liofilizado fueron
extraidos 14.481 gramos de extracto crudo metandlico, en el caso del etandlico
partimos de 78.42 gramos y 78.42 para el acuosos, y fueron extraidos 2.664
gramos de etandlico y 9.960 gramos de acuoso, respectivamente.

Con el objetivo de determinar cuéles son los metabolitos presentes en los
extractos (M, E, A) del espéarrago se llevaron a cabo diferentes reacciones
especificas para cada metabolito. Como se muestra los resultados de la Tabla 1
los extractos de esparrago presentaron positivo a las reacciones de Rosenthaler,
Lieberman-Buchard y H2S0a4.

Para la determinacién de Saponinas en los extractos se utilizé la reaccion de
Rosenthaler, la cual presentd una reaccion positiva dando una coloracién violeta,

este resultado es un indicativo de que contiene saponinas triterpenoides.

Para la determinacion de Terpenos en los extractos se utilizd la reaccion de
Lieberman-Buchard la cual presenté una reaccion positiva dando una coloracién
azul claro, este resultado es un indicativo para presencia de terpenoides y

terpenos que son compuestos aromaticos.

Para la determinacién de Quinonas en los extractos se utilizo la reaccion de H2S04
la cual presentd una reaccion positiva dando una coloracion roja indica la

presencia de antraguinonas.
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Tabla 1. Determinacion de Metabolitos Secundarios presentes en los extractos
Acuoso, Metandlico y Etandlico de Asparagus spp.

Metabolitos

Ext. Acuoso

Ext. Metandlico

Ext. Etandlico

Flavonoides
R Shinoda
Rx NalH [10%)
Saponinas
Espuma
Rx Rosenthaler
Terpenos
Rx Lieberman-Bouchard
Alcaloides
Mayer
Wagner
Glucosidos cardiotonicos
keller-Kilians
Quinonas
Rx H,50,

Rx Borntraguer

)
]

]
(+)

(+)

i)
)

-}

(+)
(-]

-)
()

()
(+)

(+)

-)
=)

=)

(+)
-

(-}
)

)
(+}

(+}

()
-}

-}

+)
(-]

(-) Ausente  (+) Presente
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6.2. Actividad antiproliferativa

Las plantas superiores producen una capacidad de inhibir la proliferacion
principalmente como mecanismo de defensa contra infecciones o son sustancias

constituyentes del metabolismo celular.

Como es de esperar, ademas de una larga lista de plantas con actividad
antiproliferativa, existe un buen nimero de compuestos quimicos responsables de
esta actividad. Entre los metabolitos secundarios mas comunes presentes en las
plantas estan los alcaloides, cumarinas, fenoles simples, flavonas, quinonas y
taninos (Mia y Rahman, 1990).

La evaluacién de los extractos del esparrago para inhibir a las bacterias de
Escherichia coli y Salmonella typhimurium fue determinada por medio del método
de microdilucion en caldo. Las concentraciones utilizadas para la evaluacion
antibacteriana del extracto fueron 400, 200, 100 y 50 pg/mL y utilizando como

control de inhibicion total a la gentamicina.

El efecto de la actividad antiproliferativa de los diferentes extractos de esparrago
(metandlico, acuoso y etandlico) sobre Salmonella typhimurium se muestran las
Figura 3, Figura 4 y Figura 5 (respectivamente). Los resultados obtenidos
muestran que existe una inhibicién sobre el crecimiento normal de la bacteria, la
cual podria deberse a la presencia de algunos metabolitos secundarios presentes

en el esparrago.

La actividad antiproliferativa de los extractos en contra de Escherichia coli se
muestran las Figura 6, Figura 7 y Figura 8. Se observo que mejoro la respuesta
en contra de esta bacteria, lo cual puede deberse a la presencia de los metabolitos

detectados en el tamiz.

El extracto acuoso del esparrago fue el que mostré mejor actividad antiproliferativa

sobre la bacteria Escherichia coli, esto puede deberse a la presencia de los
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metabolitos encontrados y a la polaridad del extracto, y también las diferentes

caracteristicas que presenta esta bacteria.

En comparaciéon con otras investigaciones el potencial antibacteriano de 14
compuestos del tipo de terpenos de 3 especies de plantas colombianas
(Pleurothyrium cinereum, Esenbeckia alat y Raputia heptaphylla) fue evaluado
mediante la inhibicion de crecimiento bacteriano por el método de difusion de agar
contra las cepas Escherichia coli 25922 y Salmonella tiphymurium 14028. Los
compuestos evaluados mostraron actividad frente a las cepas a diferentes niveles,
observando una tendencia y selectividad. El terpeno diterpeno de nucleo
kaurano fue el compuesto que presenté mayor actividad (Cuca et al., 2011).

En el caso de nuestros extractos dieron positivo a terpeno, este puede ser uno de

los factores de inhibicion en comparacion con otras investigaciones.
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Figura 3. Actividad del extracto acuoso de Asparagus spp. frente a la curva de desarrollo
de Salmonella typhimurium ATCC 14028
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Figura 4. Actividad del extracto metandlico de Asparagus spp. frente a la curva de
desarrollo de Salmonella typhimurium ATCC 14028
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Figura 5. Actividad del extracto etandlico de Asparagus spp. frente a la curva de desarrollo
de Salmonella typhimurium ATCC 14028
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Figura 6. Actividad del extracto acuoso de Asparagus spp. frente a la curva de desarrollo
de E. coli ATCC 25922
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Figura 7. Actividad del extracto metandlico de Asparagus spp. frente a la curva de
desarrollo de E. coli ATCC 25922
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Tiempo de lectura

Figura 8. Actividad del extracto etandlico de Asparagus spp. frente a la curva de desarrollo
de E. coli ATCC 25922
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7. CONCLUSIONES

Se logré detectar los metabolitos secundarios presentes en los extractos

(M, E, A) del esparrago, que fueron saponinas, terpenos y quinonas.

Con el fin de determinar la actividad antiproliferativa, se evaluo el efecto de
los extractos (M, E, A) sobre el desarrollo de dos bacterias Gram negativas
(Escherichia coli y Salmonella typhimurium). Los extractos de esparrago
evaluados (M, E, A) sobre las cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y
Salmonella typhimurium ATCC 14028 mostraron poca actividad
antibacteriana en comparacion con el efecto producido por la gentamicina,

la cual se utiliza actualmente como droga de eleccion.

El extracto acuoso mostré mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Salmonella typhirmurium ATCC 14028 comparado con los extractos
metandlicos y etandlicos, asi también con Escherichia coli ATCC 25922.
Esto puede ser a la polaridad de los extractos, asi también a las diferentes

caracteristicas de las bacterias.
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8. RECOMENDACIONES

e Fraccionar los extractos metandlico, etandlico y acuoso del esparrago con

la intencion de mejorar la actividad antibacteriana de estos.

e Realizar la caracterizacion quimica (purificar compuestos bioactivos) del
esparrago de la regién de Caborca, Sonora con el objetivo de aislar e
identificar el o los compuestos responsables de la actividad antibacteriana

encontrada.

e Evaluar el efecto de los extractos sobre bacterias Gram positivas, las cuales

de manera general son menos resistentes por su naturaleza estructural.

e Aislar los metabolitos positivos, ya que estos pueden ser responsables de

la inhibicion por parte de los extractos.
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10. APENDICE
Reactivos
Reactivo de Rosenthaler
Reactivo de Wagner

Reactivo de Mayer

Preparacion de reactivo de Rosenthaler: Diluir 1 g de vainillina en 100 mL de

etanol.

Preparacion de reactivo de Wagner: en un matraz volumétrico de 100 mL disolver
1.27 g de yodo y 2 gotas de yoduro de potasio en 20 mL de agua; aforar la solucion

con 100 mL de agua destilada

Preparacion de reactivo de Mayer: En un matraz Erlenmeyer de 125 mL, disolver
1.36g de cloruro mercurico con 60 mL de agua. En otro matraz de la misma
capacidad, disolver en agua 5 g de yoduro de potasio. Mezclar las soluciones y

aforar a 100 mL con agua destilada.
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