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1. AMBITO DE LA INVESTIGACION

La investigacion se realiz6 dentro de las lineas de la unidad de Bioensayos del
departamento de Citohistologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala como parte del proyecto FODECYT 052-2009 “Evaluacion de las
alternativas de diagnéstico por H. pylori. Busqueda de alternativas para el tratamiento;
donde se aislo la bacteria Helicobacter pylori (H. pylori) proveniente de biopsias géastricas,
y se determind la actividad antimicrobiana e inmunomoduladora de diez extractos de
plantas medicinales utilizadas popularmente en Guatemala para el tratamiento de
infecciones gastrointestinales.



2. RESUMEN

La bacteria Helicobacter pylori es reconocida como el principal agente etiol6gico
de gastritis cronica, Ulceras gastricas y duodenales y algunos tipos de cancer gastrico, por
establecer la asociacion de la bacteria con dichas enfermedades en los afios ochenta los
investigadores Barry Marshall y Robin Warren se hicieron acreedores al premio Nobel de
Medicina y Fisiologia 2005.

H. pylori es un bacilo Gram negativo, catalasa, oxidasa y ureasa positivo, mide de
2,5 a 3,5 nm de largo por 0,5 a 1 nm de diametro, microaerofilico, curvado o espiral con
uno a varios flagelos envainados polares, localizados en uno de los extremos de la
bacteria y al menos tres especies tienen fibras periplasmicas. Los estudios
epidemioldgicos revelan que la infeccion con H. pylories mas comin en paises en
desarrollo que en los desarrollados, debido a diversos factores del ambiente, tales como
hacinamiento, disponibilidad de agua potable, nivel econémico, contaminacién fecal y
otros factores del hospedero y del agente como la edad y el tipo de cepa,

respectivamente.

Aunque este agente es sensible in vitro a muchos antimicrobianos, es dificil de
erradicar del estbmago, debido a su nicho &cido y su localizacion extracelular, pues reside
en la capa mucosa del estbmago y desarrolla resistencia a los antibidticos que
usualmente son utilizados para su tratamiento. Esta situacién ha llevado a la busqueda
de nuevos compuestos que ademas de garantizar su control, reduzcan los efectos

secundarios (3).

La etnomedicina y el uso de plantas medicinales representan un vasto campo
milenario de conocimiento, en el que la blsqueda de extractos de plantas con acciones

antibacterianas ha ganado nuevo impetu.

El presente trabajo de investigacion evalué el efecto inhibitorio in vitro de diez
especies de extractos de plantas medicinales, las cuales son utilizadas popularmente para
el tratamiento de infecciones gastrointestinales. Dichos extractos fueron probados contra

tres aislamientos de Helicobacter obtenidas y recuperadas de muestras clinicas, con el



fin de comprobar su accion bactericida y poder proponerlas como una alternativa natural

para el control efectivo de ese enteropatégeno.

Para el efecto se llevd a cabo el aislamiento de H. pylori de 19 de pacientes a
quienes se les obtuvo muestra de biopsia géastrica en el Instituto Nacional de
Cancerologia INCAN. Se logro la preservacion de 12 aislamientos en caldo Brucella, que

posteriormente fueron utilizadas para la realizacion del bioensayo.

La actividad anti Helicobacter pylori de los extractos, fue evaluada por el método
de dilucibn en agar base enriquecido con sangre de carnero al 7.5% y suplemento
alimenticio Isovitalex, en condiciones de microaerofilia (CampyGen™ Oxoid). Fueron
utilizados los aislamientos de los pacientes y se aplicé el ensayo con un total de cinco
repeticiones para asegurar un nivel de confianza de a = 0.05.  Asi mismo, el método
empleado tuvo validez mediante una curva de actividad dosis/efecto, enfrentando al
microorganismo contra diferentes concentraciones de Claritromicina, el antibidtico de

eleccion.

Se encontré actividad inhibitoria significativa (p< 0.05) de los extractos etandlicos
de C. pyramidata, T. lucida, B. crassifolia, S. nigrescens a una concentracion inhibitoria

minima de 100 pyg/mL y 50 pg/mL para R. mangle.

Por lo anterior se recomienda realizar una segunda etapa de la investigacion que
conduzca al fraccionamiento molecular de los extractos que evidenciaron actividad anti H.

pylori. Posteriormente, plantear la evaluacion in vivo.



3. ANTECEDENTES

3.1. Historia

Las primeras observaciones de bacterias espirales en el estbmago no son
recientes. Ya en el afio 1881, Rappin las observo en el estbmago de los perros y a
comienzos del siglo XX, Krienitz las describié en el estbmago de pacientes con cancer
gastrico. A pesar de que algunos autores sugirieron su implicacién en la inflamacion
gastrica como hizo Steer en 1975, el hecho de que no lograran cultivarla implicaba que no

podia pasar mas que de una hipétesis no demostrable (1).

De ahi radica la importancia del trabajo de Warren y Marshall, quienes no soélo las
describieron en biopsias gastricas de pacientes con gastritis y Ulcera péptica
relacionandola con estas patologias sino que, siguieron la metodologia de Skirrow, para el
aislamiento de Campylobacter y lograron cultivar la bacteria a partir de biopsias de antro
gastrico. No contentos con eso y ante la incredulidad con la que la comunidad cientifica
acogio la noticia, decidieron demostrar los postulados de Koch, para lo cual Barry
Marshall ingiri6 una solucién con el microorganismo y padecié una gastritis aguda

demostrada con datos histolégicos (1).

Por el aspecto curvo de la bacteria, sus requerimientos en el cultivo y su
localizacién anatomica fue llamado en un principio Campylobacter pyloridis, nombre
después corregido para adoptarlo a la forma cientifica correcta Campylobacter pylori. En
el afio 1989 datos provenientes del estudio de la secuencia 16S ARN ribosomal llevaron a
la conclusién de que se trataba de un nuevo género, quedando entonces clasificado
Helicobacter pylori (H. pylori) (2).

3.2. Especies de Helicobacter

Desde la descripcion del género, el nimero de especies incluidas en él ha
aumentado espectacularmente. En la actualidad al menos 24 especies de Helicobacter
han sido descritas de una forma vélida y 35 o mas Helicobacter nuevos esperan ser
formalmente nombrados. Una manera util y practica de agrupar las especies de
Helicobacter es hacerlo teniendo en cuenta el nicho que ocupa (3). Este conocimiento
inicid una revolucion en la gastroenterologia, pues se considera uno de los hallazgos mas
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importantes de los ultimos tiempos en el area de la microbiologia. Esta infeccién se ha
convertido en un serio problema de salud publica debido a su capacidad de producir
inflamacién cronica de la mucosa gastrica, Ulcera géstrica y por ser factor predisponente
de céncer gastrico en la edad adulta. En la actualidad, la comunidad cientifica ha
mostrado un interés creciente en esta bacteria, en virtud de su alta relacién con la
enfermedad ulcerosa péptica y el cancer gastrico. Asimismo, a Ultimas fechas también se

la ha relacionado con algunos padecimientos extragastricos (4).

3.3. Epidemiologia

Helicobacter pylori es quiza el agente causal responsable de la infeccién
bacteriana crénica mas comdun en el mundo. Se estima que 50% de la poblacion mundial
esta infectada; sin embargo, existen diferencias segun la raza, region, factores genéticos
y los niveles socioecondémicos. La infeccion la padecen principalmente los nifios y su
incidencia se incrementa con la edad. Algunos estudios sugieren que durante los primeros
tres afios de vida el nucleo de la infeccidbn es el hogar. Se desconoce el modo de
transmisién, aunque hay pruebas que sugieren que ésta puede ocurrir de persona a
persona, por via oral-oral o fecal-oral; otros estudios sugieren que la infeccion puede
adquirirse del agua contaminada o por zoonosis. La infecciébn puede iniciarse desde
edades muy tempranas y persistir durante toda la vida. En los paises industrializados la
frecuencia de la infeccion, en la poblacion menor de 30 afios de edad, es del 10%. Sin
embargo, en paises en vias de desarrollo la frecuencia oscila entre 45 y 90% en la
poblacién menor de 10 afios de edad. Entre los factores asociados con mayor prevalencia
estan: el bajo nivel socioeconémico, el hacinamiento, los padres y hermanos infectados,
familias numerosas, pobre estado nutricional, condiciones insalubres, como ausencia de
agua potable y de letrinas en casa, consumo de vegetales crudos y contacto con
borregos, tabaquismo en la madre, asistencia a guarderias y presencia de mascotas en
el hogar (5-6).

3.4. Fisiologiay estructura de la bacteria

H. pylori es un bacilo Gram negativo flagelado, que coloniza exclusivamente la
mucosa gastrica y que posee distintos factores de virulencia que le permiten sobrevivir en
el medio acido géstrico, como la produccion de grandes cantidades de ureasa, tiene un

peso molecular de 600,000 y un punto isoeléctrico de 5.93, que son las caracteristicas

5



mas relevantes de esta bacteria y que son fundamentales para su adaptacion al
estbmago. Ademas, H. pylori produce otras enzimas: catalasa, fosfolipasa, proteasa,
oxidasa y hemoaglutininas. Este microorganismo crece en medios de cultivo de agar con
1 a 15% de sangre o0 suero; requiere una concentracion de oxigeno de entre 2y 8% y CO,
del 7%, crece en un pH de entre 6.6 y 8.4 y a una temperatura entre 33 y 40.5°C. Es
microaerofilico con forma espiral y mide de 2.5 a 4 micras de largo por 0.5 a 1 micra de
ancho, con extremos romos, cubierta lisa y en uno de ellos exhibe un mechén de 3 a 8
flagelos envainados que le permiten la movilidad. Tiene gran predileccion por las uniones
epiteliales, ricas en urea y heme. Existen dos cepas de Helicobacter: a) tipo | con toxina
vacuolante (vac-A) y con antigeno asociado a citotoxinas (cag-A), que predispone a la
aparicion de Ulcera gastroduodenal, por su mayor agresividad, y b) la tipo Il que no
expresa los anteriores marcadores y se asocia con la existencia de gastritis crénica sin
ulceracion.  El genoma del H. pylori cambia continuamente durante la colonizacion
cronica de un individuo mediante la importacion de pequefios fragmentos de ADN de otras
cepas de H. pylori durante infecciones persistentes. La transmisién es por via fecal-oral u
oral-oral, sin desestimar la transmision iatrogénica por sondas, endoscopios Yy
tltimamente ha llamado la atencién el potencial de transmision de la placa dentaria como
reservorio del microorganismo. La forma espirilada y la gran movilidad de H. pylori le da
una supervivencia, como minimo, de una semana en aguas de rio, lo que explicaria la alta

incidencia en residentes de areas marginales y carentes de servicios sanitarios (7).
3.5. Patogenia

Existen diversos factores que influyen en la virulencia y patogenicidad de H. pylori,
algunos relacionados con el microorganismo y otros con el huésped que juntos, modulan
el riesgo de desarrollar la enfermedad. Los factores patogénicos relacionados con la

bacteria incluyen:

a) Motilidad. Los flagelos son los que le permiten su gran movilidad para introducirse con
rapidez en la capa de moco del estbmago. Los genes Fla-A y Fla-B se han identificado
como reguladores de los flagelos y las cepas que carecen de ellos son incapaces de

colonizar (7).

b) Produccién de enzimas. H. pylori produce enzimas que favorecen la enfermedad,

como la ureasa de la membrana celular que se excreta activa en el medio que la rodea.

6



La ureasa desdobla la urea en amonio y CO, que neutraliza el 4cido gastrico a un pH de
6 a 7. Esta situacion protege al microorganismo del ambiente &cido del estbmago, lo que
le permite atravesar la capa de moco. La ureasa también tiene propiedades citotoxicas;
junto con el amonio dafian a la mucosa y proporcionan los nutrientes necesarios a la
bacteria para su adhesion al epitelio gastrico y permitiéndole su crecimiento. La
produccion de mucinasa, fosfatasa alcalina y acida, gammaglutamiltranspeptidasa,
proteasas y lipasas, entre otras, favorece la virulencia y la patogenicidad. La catalasa y la
superéxido dismutasa protegen a la bacteria de los metabolitos téxicos, producto de
procesos oxidativos de defensa de los macréfagos y neutrofilos (8)

c) Citotoxinas. El 50% de las cepas de H. pylori produce una citotoxina vacuolizante,
factor importante en la induccion de la enfermedad. Esta tiene un efecto citopatico sobre
los cultivos celulares, crea vacuolas en las células epiteliales y ulcera la mucosa
superficial (s6lo se ha reportado en estudios animales). La totalidad de las cepas de H.
pylori contiene un gen vac-A, pero solo 50% secretan la citotoxina activa. Todas las
cepas productoras de vac-A tienen un gen denominado cag-A, el cual codifica una
proteina de igual denominacion, cuya funcion se desconoce aunque su existencia se
relaciona con la produccion de la citotoxina vacuolizante capaz de estimular la produccion
de interleucina 8 (IL-8) y de generar una respuesta humoral especifica. La deteccién del
gen cag Ay la genotipificacion del gen vac A en cepas de H. pylori aisladas en pacientes
estudiados puede ser de utilidad como marcador de virulencia y la existencia de uno u

otro genotipo tendra implicaciones importantes en la evolucién de la infeccion (8).

d) Factores de adherencia. H. pylori sélo infecta a la mucosa gastrica debido al limitado
papel de la excrecion de la urea y quiza a la expresién de receptores de membrana que
le permiten adherirse al epitelio gastrico. La colonizacién de la mucosa lleva implicita,
como paso previo, la capacidad de la bacteria de adherirse al epitelio gastrico, cualidad
indispensable para inducir la gastritis. Esta adherencia sucede por la interaccién entre las
adhesinas bacterianas y los receptores del huésped representados por algunas proteinas
de la matriz extracelular. En realidad, los factores patogénicos relacionados con el
huésped no se conocen bien; sin embargo, es probable que sean numerosos, que estén
interrelacionados y que provocan la lesién. Algunos son inmunolégicos y otros estan
directamente implicados en la alteracion de los mecanismos protectores de la integridad

de la mucosa (9).



a) Respuesta inmunoldgica. La infeccion por H. pylori desencadena una respuesta
humoral y celular, incapaz de eliminar a la bacteria, la cual persiste toda la vida a pesar
del infiltrado inflamatorio que aparece en la mucosa y de la produccion de anticuerpos

9).

b) Alteraciones en la funcion gastrica. La infeccion aguda da lugar a un periodo de
hipoclorhidria que propicia la colonizacion por esta bacteria. La infeccion se acompafia de
concentraciones elevadas de gastrina basales posteriores a la estimulacion y disminucion
de los niveles de somatostatina. Por lo tanto, la infeccion eleva las concentraciones
basales de &cido estimuladas por la gastrina. Esto da lugar a una descarga acida en el
duodeno y promueve la metaplasia gastrica y la formacién de tlcera duodenal (10).

3.6. Manifestaciones clinicas

Gran cantidad de personas se infecta con H. pylori; sin embargo, s6lo un minimo
porcentaje desarrolla la enfermedad y tiene complicaciones. Los sintomas iniciales de la
enfermedad son muy inespecificos y triviales, a tal punto que pasan inadvertidos por el
enfermo, por ello resulta muy dificil determinar el momento exacto en el que ocurre la
infeccion. En la mayor parte de las veces la infeccién cursa de manera asintoméatica y, a
pesar de la cantidad de personas que se encuentran colonizadas por H. pylori, la
proporcion de individuos que desarrollan sintomas es sélo del 10 al 20%. Las
manifestaciones mas comunes son los sintomas abdominales altos, como el dolor
retroesternal, dolor en el epigastrio, pirosis, vomito, nauseas, sensacion de plenitud y de
distension abdominal, regurgitacién y eructos, todos se conocen, generalmente, como
dispepsia y tienen relacion con la infeccion con H. pylori. En los nifios no hay un cuadro
clinico especifico. El sintoma que refieren con mayor frecuencia es el dolor abdominal
ardoroso y recurrente, localizado casi siempre en el epigastrio, que regularmente ocurre
cuando el estbmago esta vacio, entre comidas y las primeras horas de la mafiana. En los
niflos, Helicobacter pylori se ha asociado con gastritis antral, aunque su significado clinico
es incierto. La Ulcera duodenal que se correlaciona con esta bacteria rara vez se observa
en nifios menores de 10 afios de edad. H. pylori se ha relacionado con mudltiples
enfermedades benignas, como gastritis cronica, ulceras duodenales y malignas como el

adenocarcinoma gastrico y maltoma (7, 11-12).



3.6.1. Manifestaciones extragastricas de la infeccién con Helicobacter pylori

Hace poco se describieron algunas de las enfermedades extradigestivas
relacionadas con la infeccién con H. pylori: enfermedades vasculares como la isquémica
coronaria, el accidente vascular cerebral, fenémeno de Raynaud y migrafa.
Enfermedades dermatol6gicas como la urticaria crénica y angioedema, rosacea, alopecia
areata, dermatitis atopica y purpura de Henoch-Schonlein. Enfermedades
autoinmunitarias como la tiroiditis autoinmunitaria, sindrome de Sjogren, artritis
reumatoide y purpura trombocitopénica idiopatica y otras, como la diabetes mellitus, la
encefalopatia hepatica, la anemia ferropénica idiopatica, el retraso en el crecimiento en
nifios, poliartritis reactiva con dermografismo y muerte subita del lactante. Todas estas

asociaciones requieren complementarse con mas investigaciones que las avalen (7, 13).

3.7. Diagnostico

El diagnostico de la infeccion por H. pylori puede realizarse por métodos que no
precisan de endoscopia (no invasores), como la prueba del aliento con urea marcada con
carbono radiactivo (carbono 13-14), determinacién de anticuerpos a través de distintos
métodos serolégicos en diferentes fluidos (suero, saliva, orina) y la determinacion de
antigenos de H. pylori en heces. Pero la endoscopia digestiva alta es necesaria para
determinar el tipo de enfermedad gastroduodenal producida por la bacteria y ademas
permite tomas de biopsia para examen histolégico, cultivo microbioldgico con estudio de
sensibilidad a antibiéticos usados en el tratamiento y optativamente la prueba de ureasa
rapida, para considerar individualmente a cada paciente segun sus factores de riesgo
(24).

3.7.1. Histopatologia

Realizadas en biopsias de pacientes con gastritis o Ulceras pépticas.
Independientemente de la tincion utilizada, se observan bacilos curvados localizados en
los espacios intercelulares de las glandulas gastricas, principalmente a la altura del antro
pilérico. Aunque en casos severos suelen encontrarse grandes cantidades de bacterias,
lo recomendable es analizar por lo menos dos biopsias de antro, para reducir las

probabilidades de error (15).



3.7.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP)

Recientemente se han introducido nuevas técnicas como la amplificacion de ADN
bacteriano mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa realizada sobre muestras de
mucosa gastrica. Este método, capaz de detectar la presencia del microorganismo en
cantidades tan bajas como 10-100 células bacterianas, se muestra como una alternativa
diagndstica prometedora (16).

3.7.3. Cultivo

La muestra ideal para aislar a este agente es la biopsia gastrica a nivel de antro.
La combinacién de muestras de antro y de cuerpo, y mas adn, su maceracion previa a la
inoculacién, aumenta las probabilidades de aislamiento (12). El aislamiento se corrobora
mediante un frotis coloreado con la tincion de Gram, utilizando carbol fucsina en vez de
safranina. La bacteria se observa como un bacilo Gram negativo, de aspecto curvado en

forma de C, con extremos romos (17-18).

3.7.4. Prueba de ureasa en biopsia antral

La prueba se basa en la hidrdlisis bacteriana de la urea, con produccioén de CO, y
NH4, con lo cual se eleva el pH, haciendo virar el indicador de incoloro a rojo, lo que pone
en evidencia a la bacteria, Constituye el método mas rapido en la deteccién de H. pylori

sometidos a endoscopia (19).

3.7.5. Serologia

La detecciéon de anticuerpos séricos, IgG o IgA, especificos contra H. pylori o
contra algunas de sus proteinas, brinda otra posibilidad diagnéstica. Ello se basa en los
niveles altos de anticuerpos especificos contra esta bacteria, encontrados en los
pacientes infectados; los que descienden al erradicarse la bacteria. Por el contrario, los

individuos sanos son seronegativos (20).

3.7.6. Deteccibén de antigenos en heces
Es un método prometedor que aporta una sensibilidad cercana al 80% como
método diagndstico, de suma utilidad en nifios, pero todavia pendiente de validar como

método de control postratamiento. Los elevados costos limitan su uso masivo (14).
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3.7.7. Prueba en aire espirado o prueba del aliento (Urea Breath Tests —UBT, por sus
siglas en idioma inglés)

Se basa en la actividad de la ureasa bacteriana. Consiste en administrar oralmente
al paciente una dosis de urea marcada con Cy3 (10, 11) o Cy4 (18), que representa el
sustrato para la ureasa bacteriana. Treinta minutos mas tarde, si el paciente tiene la
bacteria, se detecta el CO, marcado con el radioisotopo en su aliento. La ventaja de este
método es hacer un diagndstico no invasivo, sin recurrir a la gastroscopia. Sin embargo,

una desventaja es que requiere de equipo complejo y costoso (21-22).

3.8. Cultivo microbioldgico de muestras de biopsia gastrica

3.8.1. Recoleccién de muestras

Uno de los inconvenientes enfrentados es la propia muestra, pues debe trabajarse
con biopsias de estomago, idealmente del antro gastrico. Por lo tanto, se trata de un
procedimiento invasivo que requiere de una gastroscopia para la toma de la muestra. Esa
biopsia debe tomarse directamente de la pinza endoscépica con una aguja estéril,
guardando todas las precauciones indicadas de técnica aséptica. La biopsia se coloca en
un tubo estéril con una o dos gotas de solucién salina estéril, e idealmente debe

procesarse lo mas pronto posible (inoculandola al lado del paciente) (23).

Se recomienda macerar la muestra para analizarla (inoculacién, tincion y prueba
de ureasa). Herbrink y col. han ideado una forma practica para ello. La muestra se recoge
en un tubo de 16x100 mm (tipo "vacutainer", de tapdn rojo), que actlla como mortero y se
macera con un tubo de 13x100 mm, previamente esterilizado por fuera (en autoclave),
utilizandolo como pistilo. Con este tubo se inocula la muestra en la placa de agar sangre y

se hacen una o dos extensiones en lamina para tincion (23).

3.8.2. Cultivo microbiolégico de muestras de biopsia gastrica

Los medios de cultivo empleados cominmente son agar sangre de carnero al
7.5%, agar chocolate con suplemento Isovitalex o agar yema de huevo con sales de
tetrazolium. Ninguno con antibiéticos, por lo cual es muy importante la técnica aséptica en
la manipulacion de la muestra. En el estbmago, aparte de Helicobacter, bajo condiciones

normales no hay microbiota asociada; a excepcion de algunos pacientes con metaplasia

11



intestinal o con cancer, en donde pueden encontrarse bacterias entéricas colonizando el

nicho gastrico alterado (24-25).

3.8.3. Microaerobiosis

Se han descrito una variedad de formas para generar la atmdsfera microaerofilica
gue requiere Helicobacter, desde el empleo de jarras para anaerobiosis y sobres
generadores tipo GasPak, como el CampyPak que incluye el catalizador y brinda la
proporcion adecuada de gases. Sin embargo, la forma mas empleada es utilizar un sobre
generador de anaerobiosis, al que se le remueve el catalizador para que la atmésfera
generada sea solo microaerofilica. También existen métodos de evacuacién con
reemplazo, en los cuales se remueve la atmdsfera de la jarra con una bomba de vacio y

se repone a partir de un cilindro con la mezcla de gases apropiada (24).

3.8.4. ldentificacion de Helicobacter pylori

Al cabo de 5-6 dias de incubacién, se observan las colonias. En agar sangre, las
colonias son pequefias (alrededor de 1 mm de diametro), transllcidas e incoloras. En
agar yema de huevo con tetrazolium, las colonias son rojas y contrastan facilmente con el
color amarillo del medio. La observacidbn microscopica de esas colonias revela la
presencia de bacilos curvos Gram negativo. Las pruebas bioquimicas positivas para
ureasa, oxidasa y catalasa, confirman la identificacion de este agente (26-27). Las
improntas en portaobjetos que se realizan a partir de la biopsia o de las colonias
sospechosas, se pueden tefiir con Gram, azul de toluidina o tincién para flagelos de
Kodaka (24).

3.8.4.1. Prueba de ureasa rapida

Helicobacter pylori es ureasa positiva, con una reaccion extremadamente rapida y
fuerte, al grado de que esta prueba constituye una forma de diagnéstico presuntivo
cuando se practica directamente al macerado de la biopsia. Existen una serie de pruebas
comerciales, cuyo principio es el mismo. Puede utilizarse una solucion de urea al 6% con
0,05% de rojo de fenol, el cual actia como indicador de pH. Esta solucion tiene una
coloracion ligeramente amarillenta a pH 6,0 (25). La prueba consiste en adicionar dos
gotas de la solucion de urea al tubo con el remanente de la biopsia macerada.

Obviamente, esto se realiza después de haber sembrado la muestra y haber preparado
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una extensién. En los casos positivos, la solucidon toma una coloracion rosada, casi de
inmediato (aunque la lectura final se hace al minuto). También se ha utilizado, como
indicador, una mezcla de rojo neutro y azul de bromotimol, lo cual brinda un cambio de
color mas acentuado en el mismo tiempo de lectura (25). La primera técnica es mas
simple y una vez que se acostumbra a ver el cambio de color, se hace facil el diagnéstico
presuntivo de la bacteria. Estas pruebas tienen un valor predictivo positivo cercano al 80%
y su sensibilidad también es alta, de manera que una reaccion positiva generalmente
corresponde a infecciébn confirmada por el aislamiento de la bacteria. Sin embargo, el
valor predictivo negativo es cercano al 50%, por lo que el resultado de una prueba
negativa siempre debe confirmarse con el cultivo u otra prueba, como la observacion de

bacilos curvados en la extensién de la biopsia (27-29).

3.9. Tratamiento

La infeccion por H. pylori es dificil de erradicar y el éxito del tratamiento requiere la
administracién de uno o mas antimicrobianos. Ninguno de los esquemas terapéuticos que
en la actualidad se utilizan para erradicar esta bacteria es por completo efectivo. La
finalidad del tratamiento es la erradicacion del microorganismo que, si se logra, las

posibilidades de reinfeccién son bajas (30-33).

Cuando se erradica H. pylori su reaparicion se correlaciona con el recrudecimiento
de los sintomas. Esta bacteria es sensible a: amoxicilina, tetraciclina, eritromicina,
gentamicina, metronidazol, furazolidona y compuestos de bismuto (32). Los estudios in
vitro demuestran que estos antibidticos son efectivos; sin embargo, desafortunadamente
in vivo, debido a la inactivacion del antibiético por el pH del estémago, la aparicion de
resistencia durante el tratamiento y la pobre penetracidon de los agentes antimicrobianos
en zonas profundas de la mucosa gastrica, hacen necesario utilizar esquemas
combinados (34-36).

En la actualidad, s6lo tres grupos de farmacos son en verdad eficaces, si se
prescriben combinados; entre ellos los inhibidores de la bomba de protones (omeprazol,
lanzoprazol y pantoprazol), los compuestos de bismuto (subsalicilato de bismuto,
ranitidina, citrato de bismuto) y los antibiéticos (amoxicilina, claritromicina, metronidazol,
tinidazol vy las tetraciclinas). Hoy dia so6lo se aceptan las pautas que cumplan una serie
de criterios, entre ellos, que logren indices de erradicacion superiores al 90%, que los
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efectos secundarios sean inferiores al 5%, que sean de facil cumplimiento, que induzcan
bajas tasas de resistencia antibiética, que sean de corta duracion (7-10 dias) y que sean
de bajo costo (32, 35, 37-38). El tratamiento triple es la mejor modalidad si se tiene en
cuenta su alta tasa de erradicacion, que esta entre 90 y 95%. Sin embargo, tiene una
serie de inconvenientes, entre ellos la falta de seguimiento por parte de los pacientes,
aparicion de resistencias y efectos adversos. En este esquema se asocian tres
antimicrobianos o dos antimicrobianos y un antisecretor. Con el esquema cuadruple se
alcanzan tasas de erradicacion que pueden llegar al 97%; sin embargo, tiene los mismos
inconvenientes que el tratamiento triple, incrementados por la adicién de otro farmaco
(35, 37-39).

3.10. Plantas Medicinales

3.10.1. Generalidades

La historia antigua de la botanica esta intimamente relacionada con el interés del
hombre por la utilizacion de materiales vegetales para el tratamiento de las enfermedades
humanas. Las cronicas de los egipcios, los griegos y los romanos precristianos, tratan de
varios miles de especies vegetales que se utilizaban comUnmente como agentes

medicinales (40).

Hoy en dia, la mayoria de plantas conservan su significancia histérica como una
fuente importante de agentes medicinales, utlizados como modelo para las
modificaciones y optimizacién de la estructura sintética y semisintética de nuevas drogas,
para pruebas bioquimicas y/o farmacoldgicas, y como una fuente de inspiraciéon para la

generacion de medicina organica sintética (40).

3.10.2. Plantas con accién antimicrobiana

El uso de sustancias naturales para el tratamiento de diferentes enfermedades,
incluyendo las infecciosas, es un desafio en la medicina y se ofrece como una alternativa,
especialmente en aquellos des6rdenes para los que los tratamientos convencionales
fallan.

El reino vegetal es sin duda el que ofrece mayor variedad de sustancias
potencialmente Util para el tratamiento de enfermedades humanas y concretamente en las
producidas por microorganismos.
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El nacimiento de la quimioterapia a finales del siglo XIX y principios del XX se
relaciona con dos figuras clave en el desarrollo de la microbiologia: Pasteur y Fleming,
cuyos trabajos resultaron fundamentales en el conocimiento de las enfermedades
infecciosas y su tratamiento, pero el uso de compuestos obtenidos de plantas data de
mucho tiempo atras. Existen pruebas de que el hombre ha usado las plantas con fines
medicinales desde hace 60,000 afios (41).

Actualmente existe un gran interés en la investigacibon de sustancias
antimicrobianas de plantas y prueba de ello es que diferentes compafiias farmacéuticas
centran sus esfuerzos en este campo. Por otro lado, la poblacion esta cada vez mas
interesada en este tipo de “terapias alternativas”, como lo demuestran las cifras crecientes

del mercado de medicinas botanicas o herbales en todo el mundo (42).

3.10.3. Uso popular de plantas como alternativas terapéuticas en Guatemala

En Guatemala las plantas medicinales han tenido uso tradicional, situacién que se
mantiene vigente principalmente en el area rural. Sin embargo, hasta 1976 los estudios
cientificos sobre el tema eran escasos. Durante 1978-82 se realizaron encuestas
etnobotanicas para conocer la flora medicinal del pais y establecer un sistema de

validacién y uso de este recurso agricola y terapéutico (43).

La deteccion etnobotanica y bibliografica demuestran que por lo menos 623
plantas se usan para tratar infecciones en Guatemala. Durante 1987 — 1993 se
establecieron los procedimientos y se hicieron investigaciones para determinar la
actividad de algunas plantas. Hasta 1996 se habia tamizado la actividad de 1,022
extractos de 243 plantas, de las cuales 19.5 % mostro tener actividad contra las bacterias

patégenas ensayadas (43).

De 1995 a 1999, el Departamento de Citohistologia de la Escuela de Quimica
Bioldgica recibié equipo, asistencia técnica y capacitacion de personal por parte de la
Agencia de Cooperacion Internacional de Japon (JICA) y la Organizacion de Estados
Americanos (OEA), lo que ha permitido tener las condiciones necesarias para realizar la
obtencion de extractos vegetales, el cultivo de microorganismos y la aplicacion de los

respectivos bioensayos para determinar la actividad biocida de plantas de uso ethomédico
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frente a diferentes agentes microbianos: bacterias, hongos y protozoarios. De 1999 en
adelante, se obtuvo el financiamiento para realizar la investigacion de la actividad biocida
en plantas provenientes de zonas protegidas: Biosfera Sierra de las Minas, Volcan
Tacand y Parque Nacional Laguna de Lachud, tanto por bioprospeccibn como por
encuestas etnobotanicas (43).

3.10.4. Componentes de las plantas y su accién

Los principios activos de las plantas medicinales son sustancias que la planta ha
sintetizado y almacenado en el curso de su crecimiento. Sin embargo, no todos estos
productos metabdlicos tienen un valor medicinal directamente aprovechable. En todas las
especies estan presentes al mismo tiempo principios activos y sustancias con poco valor
medicinal. Estas Ultimas, llamadas también de lastre, determinan la eficacia del
medicamento vegetal en cuestion al acelerar o hacer mas lenta la absorcién de los
primeros en el organismo, esta es la primera de las peculiaridades de los medicamentos

de origen vegetal (44).

Casi siempre en una misma planta existen varios componentes medicinalmente
activos, de los cuales uno de ellos, que es el principal, determina las aplicaciones que
tendra la especie en cuestion. Los principios activos no se distribuyen de una manera
uniforme por toda la planta. Algunos se concentran preferentemente en flores, otros en
hojas o raices y otros se encuentran con mayor frecuencia en semillas, en frutos o en
corteza (45).

El contenido en principios activos de una planta medicinal varia, dependiendo del
héabitat, de la recoleccion y de la preparacion. Esto constituye una desventaja pero puede
evitarse en gran medida recolectando en la época mas adecuada y preparandola con el
méaximo cuidado. La mayoria de las plantas medicinales desarrollan plenamente su

eficacia solo cuando se las emplea por periodos prolongados de tiempo (46).

3.10.4.1. Alcaloides
Son sustancias organicas de origen vegetal con una actividad fisiolégica muy
intensa en dosis pequefias. Contienen nitrégeno en su molécula y con frecuencia se

presentan combinados con &cidos orgénicos o taninos (46).
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Se trata, por regla general, de sustancias muy activas, en cierta medida “venenos
medicinales”. Todas las plantas que los tienen como principal componente no son por
tanto indicadas para una terapia en forma de té. En la industria farmacéutica son
utilizados para reforzar la accion curativa de la planta sin destacar por su parte de un
modo especial (47).

En la actualidad se conocen mas de 4000 alcaloides, aunque su presencia
probablemente quede reducida a menos del 10% de las especies botanicas. Su gran
actividad exige una gran preocupacion en su empleo por causar intoxicaciones en muchas

ocasiones mortales (48).

3.10.4.2. Flavonoides

Los flavonoides son otro grupo de metabolitos secundarios ampliamente presentes
en las plantas y se les atribuyen propiedades antiinflamatorias y antioxidantes.
Biosintéticamente poseen un origen mixto a partir del acido shikimico y de acetilcoenzima

A via malonilcoenzima (48).

Se trata de un concepto global aplicado a distintas sustancias que tienen una
misma composicion quimica base. Las propiedades fisicas y quimicas son muy variables
por lo que no se puede dar una idea general sobre el efecto que causan. Sin embargo,
hay tres acciones caracteristicas: accion sobre la rotura anormal de los capilares, accion
en determinados trastornos cardiacos y circulatorios, y accion antiespasmadica en el
tracto digestivo. De todas maneras, no hay duda de que los flavonoides participan

activamente en el efecto global causado por la planta medicinal (47-48).

3.10.4.3. Taninos

Son compuestos polifenélicos muy astringentes y de gusto amargo. Se dividen en
hidrolizables y condensados. Industrialmente se han utilizado para curtir pieles, al
eliminar el agua de las fibras musculares. La importancia de los taninos en el mundo
vegetal es su capacidad para proteger a las plantas contra las heridas que sufren y el
hecho de que las protegen de los ataques exteriores, bien porque resultan toxicos para

los microorganismos o herbivoros, o porque no son digeribles para estos ultimos (48).
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Los taninos cumplen una funcién cicatrizante y hemostatica, ya que aceleran la
curacion de las heridas y ayudan a detener el proceso de sangrado. Son componentes
vegetales que estan en condiciones de ligar las proteinas de la piel y de la mucosa y

transformarlas en sustancias insolubles resistentes (48).

Por su accion astringente, resultan eficaces en el tratamiento de la diarrea,
contribuyendo a que el organismo pueda realizar deposiciones mas secas. Se consideran
antioxidantes por su capacidad para eliminar los radicales libres, previniendo la aparicion
de numerosas enfermedades degenerativas, entre ellas el cancer. Asi mismo, la funcion
antibacteriana de los taninos se produce fundamentalmente al privar a los

microorganismos del medio apropiado para que puedan desarrollarse (48).

En general tienen una accién antidiarréica, antimicrobiana, antifingica, inhibidora
enzimatica y antidoto de alcaloides y metales pesados. Aunque su toxicidad es baja en

principio, pueden ocasionar intolerancias gastricas y estrefliimiento (48).

3.10.4.4. Saponinas o Saponésidos

Las saponinas son glucésidos vegetales caracterizados por producir espuma en el
agua cuando se mezclan y se remueven, lo que les ha valido su condicién de jabones
naturales y ha hecho que algunas plantas como la jabonera (Saponaria officinalis) fueran
utilizadas como tal desde hace mucho tiempo. Disminuyen la capacidad de absorcién de
los alimentos en el tubo digestivo, por lo que se han utlizado en regimenes de

adelgazamiento y para eliminar las mucosidades bronquiales (46).

Muchas plantas con saponinas poseen también efecto diurético y se las utiliza con
frecuencia para las llamadas curas de depuracién de la sangre (curas de primavera y de
otofio). Son asimismo eficaces contra las impurezas cutaneas y las dolencias reumaticas
(46).

Muchas de estas especies curan los edemas y actian como antiinflamatorias. Las
saponinas influyen en las plantas medicinales de un modo decisivo sobre la resorcion de
otros principios activos vegetales y es muy frecuente que pequefias cantidades produzcan

grandes resultados, sin embargo cuando se ingieren en cantidades superiores a las
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permitidas, resultan téxicas produciendo dafios en las mucosas digestivas que se

manifiestan en vémitos, dolor de estbmago, hemorragias, mareo, Ulceras, etc. (48).

El mecanismo de accion de las saponinas consiste en su poder antiATPasa
merced al cual maodifica este sistema en la membrana, perturbando el transporte de sodio

a través de ella (descompensacion iénica) (48).

3.10.4.5. Mucilagos

Son sustancias que contienen hidratos de carbono, que se hinchan fuertemente
con el agua y que proporcionan un liquido viscoso. Las plantas de este tipo estan
ampliamente distribuidas en el reino vegetal aunque solamente unas pocas especies
contienen la suficiente cantidad de mucilago como para poder ser aprovechadas
terapéuticamente. La mejor manera de describir el efecto farmacoldgico de los mucilagos

vegetales es usar la palabra de reduccion de la irritacion (45).

El mucilago se distribuye en forma de una capa delgada sobre las mucosas, las
protege contra las sustancias irritantes locales y actlla como atenuante de la excitacion.
Las inflamaciones, especialmente las que se producen en las mucosas, disminuyen
rapidamente bajo ese efecto protector. EI mucilago no es reabsorbido, por lo que su
efecto es puramente local. Las plantas que los contienen alivian la tos cuando ésta es
desencadenada por estados irritativos en la garganta y la epiglotis. Actian también como
purgantes ligeros porque relajan el contenido intestinal, soltandolo, retienen el agua y se
hinchan (45).

3.11. Especies de plantas medicinales

Las diez plantas de estudio seleccionadas tanto por su uso tradicional como
antidiarreicas y por su actividad antibacteriana demostrada en otras especies
enteropatégenas son: Tagetes Lucida, Psidium guajava, Neurolaena lobata, Solanum
americanum, Byrsonima crassifolia, Cormutia pyramidata, Rhizophora mangle, Smilax

domingensis, Quercus crispifolia y Piper aeroginosibacum.
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3.11.1. Tagetes lucida Cav. (Asteraceae)

El nombre comun de esta planta es Pericon o Yerbanis. Es una hierba perenne
aromatica, glabra, erecta, de 30-95 cm de alto que se levanta desde una base corta,
gruesa y lefiosa y estd cimosamente ramificada. Sus hojas son opuestos, seésiles,
oblongo-lanceolada, puntiagudas, finamente dentadas con numerosas glandulas oleosas.
Sus flores amarillas en pequefias cabezuelas terminales tienen tres bracteas, un
receptéculo cilindrico de 9-10 mm de diametro con 5-7 filarios tubulados en el 4pice. Sus
frutos son aquenios de 6-7 mm de largo, estriados con papus escamoso de 3 mm de largo
(43).

Es una planta nativa de México a Honduras que crece en bosques de encino y en
laderas de 1,000-2,000 msnm. Es abundante en la época lluviosa y desaparece en la

época seca (43).

Es usada como infusién de flores y hojas para tratar entre otras, afecciones
gastrointestinales como cdélico, diarrea, disenteria, flatulencia, indigestion, nausea vy
vomitos. Experimentalmente se ha demostrado su actividad antimicrobiana contra
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, E. coli, Salmonella typhi, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pyogenes, y ligeramente activa contra Neisseria gonorrhoeae.
Se le ha encontrado actividad antifungica contra Candida albicans y contra otras
levaduras (44).

Las hojas y las flores contienen aceite esencial, alcaloides, cuaternarios,
flavonoides, saponinas, taninos, leucoantocianinas y cumarinas. Se ha identificado a la 7-
metoxicumarina (herniarina), como la responsable de su actividad antibacteriana,

espasmolitica, diurética y antiinflamatoria (44).

3.11.2. Psidium guajava L. (Myrtaceae)

El guayabo es un arbol de follaje persistente que puede alcanzar unos 4-6m de
alto, de corteza suave, pubescente, delgada, de color rojo-pardo que desfolia en placas.
Sus hojas son opuestas, enteras, elipticas u ovo-lanceoladas, algo coridceas, de corto
peciolo. El haz es verde oscuro y el envés esta recubierto de pelos finos amarillentos.

Sus flores son blancas, solitarias 0 en pequefios grupos, que aparecen en las axilas de
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las hojas. Tienen 4-5 pétalos y numerosos estambres. El fruto es una baya redondeada
con céliz persistente. La piel es de color amarilla, carnaza rosada o amarilla, por fuera
granular y firme, al centro suave, lleno de pulpa jugosa con muchas semillas de pequefio

tamafio (43).

Es una planta nativa de América tropical y se encuentra en bosques humedos y
secos, ya que resiste la sequia y el calor intenso. Es poco exigente en suelos y se adapta
a una gran variedad de climas, desde humedo tropical hasta mediterraneo (43)

La decoccion de sus hojas y corteza es usada por via oral para tratar afecciones
gastrointestinales: amebiasis, diarrea, disenteria, colico, dolor de estobmago, parasitismo

intestinal y vomitos (44).

Experimentalmente se le ha demostrado actividad antibacteriana contra E. coli, S.
dysenteriae, S. flexneri, S. typhi, S. aureus, P. aeruginosa y S. pneumoniae. Es inactiva

contra V. cholerae y contra N. gonorrhoea (44).

La composicion quimica de sus hojas y corteza es principalmente taninos, aceite
esencial, saponinas, triterpenos, esteroides y flavonoides derivados de quercetina como la

guayaverina y la avicularina (44).

3.11.3. Neurolaena lobata (L.) R. Br. (Asteraeae)

Su nombre comun es Tres Puntas. Es una hierba erecta que alcanza hasta 4 m
de altura, poco ramificada, con tallos estriados, surcados y pubescentes. Sus hojas son
de peciolo corto, glabras, alternas, acuminadas o agudas a la base, dentadas. Su
inflorescencia es corimboso-paniculada; con cabezuelas numerosas, pediceladas,
discoides. Las corolas son de color anaranjado-amarillas. Sus frutos son aquenios
negros, glabros, con papus niseriado, con 30 6 mas cerdas, blanco-amarillentos. Es
nativa desde el Sur de México hasta Panama, donde crece como maleza en plantaciones.
Se le encuentra en lugares escarpados o0 a orilla de caminos o rios, en matorrales
hiamedos o bosques de encino. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz,
Chiquimula, Escuintla, 1zabal, EI Petén, El Progreso, Quetzaltenango, Retalhuleu, San

Marcos, Santa Rosa y Suchitepéquez (43).
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La infusion amarga de sus hojas es administrada por via oral para el tratamiento
de afecciones gastrointestinales como diarrea y colicos. Se le atribuye propiedades
antibidtica, antimalarica, aperitiva, carminativa, espasmolitica, febrifuga, entre otras.
Experimentalmente se le ha encontrado actividad antimicrobiana contra E. coli, P.
aeruginosa, S. typhi, S. aureus, S. pyogenes. Es inactiva contra S. flexneri y contra
hongos levaduriformes y filamentosos. Ha demostrado una gran actividad antiprotozoaria.
Quimicamente la planta estd compuesta de un principio amargo constituido por
sesquiterpenlactonas: neurolenina y lobatina, derivados de timol y once flavonoides: cinco

derivados de quercetagenina, cuatro kampferoles y dos luteolinas (43).

3.11.4. Solanum americanum Millar (Solanaceae)

Conocida comunmente como quilete, ésta es una hierba de tallo pubescente que
alcanza hasta 1 m de alto. Sus hojas estan dispuestas en pares o solitarias, lanceladas,
de 4pice agudo que miden 3-14 cm de largo. Posee inflorescencia internodal,
racemiforme, pedunculada, con pocas flores. Estas tienen célices de 1-2 mm, con I6bulos
ovalados, agudos; la corola es blanca, tiene el limbo partido y el estilo es mas largo que
los estambre. Sus frutos son globosos y negros cuando maduran, de unos 4-8 mm de
diametro.

Es una planta nativa de América, que crece en matorrales y sembradios de 325-
1,500 msnm. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Baja Verapaz,
Chimaltenango, Chiquimula, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango, Jutiapa, Petén,
Retalhuleu, Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa , Suchitepéquez y Zacapa (43).

Su uso medicinal consiste en el cocimiento de las hojas y semillas administrado
por via oral para afecciones gastrointestinales tales como célico, diarrea, estrefiimiento,
gastritis, Ulcera péptica. Experimentalmente se le ha demostrado actividad antibacteriana
a las hojas de S. americanum contra S. aureus, S. pyogenes y P. aeruginosa (43).

Su composicién quimica ha sido poco estudiada, pero se conocen varios

alcaloides: solas dina, solasonina, glucoalcaloides y alcalinas (43).
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3.11.5. Byrsonima crassifolia (L.) HBK (Malpighiaceae)

El nance es un arbol de 3-10 m de alto, copa redondeada o extendida, de tronco
recto, corteza de color café y rugosa por fuera, color rosado por dentro. Sus hojas son
siempre verdes, opuestas, ovaladas o elipticas, puntiagudas, de 5-10 cm de largo. Las
flores son de cinco pétalos, de color amarillo o anaranjado, de 1-2 cm de ancho,
numerosas y en grupos. Los frutos son drupas carnosas, de 8-22 mm de diametro, que
son portados aisladamente en racimos en numero de dos a quince. La piel del fruto es
delicada y de color amarillo y la carnaza es blanca, gruesa, jugosa, acida de olor peculiar.
Posee una sola semilla negra y muy dura (44).

La planta es nativa de México a Sudamérica y crece en bosques secos Y tropicales
hasta una altura de 1,800 msnm. En Guatemala crece en Alta Verapaz, Baja Verapaz,
Chiguimula, El Progreso, El Quiché, Escuintla, Huehuetenango, Izabal, Jalapa, Jutiapa, El
Petén, Quetzaltenango, Retalhuleu, San Marcos, Santa Rosa, Suchitepéquez y Zacapa
(44).

Popularmente es usado el cocimiento de la corteza para el tratamiento de
afecciones digestivas como célico, diarrea, disenteria, estrefiimiento e indigestion.
Experimentalmente se le ha demostrado actividad antimicrobiana, contra S. typhi, S.
flexneri, V. cholerae, E. coli, S. pneumoniae, S. pyogenes, S. aureus Yy vlactonas,
galactato de proantocianarias especies de Candida (45).

La corteza contiene alto contenido de taninos, acido oxalico, glucésidos,
flavonoides, saponinas, sesquiterpenlactonas, galactato de proantocianidina B2 vy

triterpenos (45).

3.11.6. Cornutia pyramidata L. (Verbenaceae)

Esta planta llamada comunmente Azulejo o Flor Lila, es un arbusto perenne, nativo
de América. Es muy aromatico con ramitas e inflorescencias albotomentosas, tetragona.
Sus hojas son aovadas a elipticas y tallos cuadrangulares. Las inflorescencias se
presentan en panoja grande, piramidal, pedunculo tetragonal, con una corola de color azul

o0 morado, tomentosa. El fruto es una drupa. En Guatemala se le conoce como hoja de
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zope y se le ha descrito en el departamento de Izabal en el Cerro San Gil, en Escuintla y
Alta Verapaz (44).

Son pocos los usos medicinales populares que se reportan de esta planta, pero
estudios experimentales del extracto etandlico de sus hojas han demostrado una actividad
antimicrobiana contra bacterias enteropatégenas. Su composicion quimica no ha sido

investigada todavia (44).

3.11.7. Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae)

Conocido como mangle o candelon, éste es un arbol o arbusto perennifolio,
halé6fito, de 1.5-15 m (hasta 30 m) de altura. Su copa es redondeada formada por hojas
opuestas, simples, pecioladas, elipticas a oblongas, aglomeradas en las punas de las
ramas, coriaceas, lisas, gruesas; verde oscuras en el haz y amarillentas con puntos
negros en el envés. El tronco es recto con las ramas apoyadas en numerosas raices
aéreas de origen adventicio, simples o dicotbmicamente ramificadas, con numerosas
lenticelas. La corteza externa es de color olivo palido con manchas grises, pero si se
raspa adquiere color rojo. Es inolora, amarga, dura, de textura lisa a rugosa y apariencia
fibrosa. La corteza interna es de color rojo intenso y granulosa. Sus inflorescencias son
simples, con 2 o 3 flores actinomoérficas; sus pétalos son cuatro, no persistentes, de color
blanco o amarillentos en la base y moreno rojizos arriba. El fruto es una baya de color
pardo, coriacea, dura, piriforme, farinosa de 2-3 cm de largo por 1.5 cm de ancho, con

caliz persistente. Se desarrolla una semilla, rara vez dos por fruto (46).

Es una especie con un amplio patrén de distribucién. Se le encuentra a lo largo de
las costas del Golfo, el Pacifico y el Caribe. Habita las costas americanas del océano
Pacifico en forma continua, desde el sur de Sonora y Baja California hasta Ecuador,
incluyendo el Archipiélago Galapagos. En el océano Atlantico, se presenta en forma
discontinua desde las costas de Florida hasta Brasil. Se le encuentra en Bermuda y
Bahamas, Antillas Mayores y Menores. En América el limite norte de su distribucién esta

casi a los 24 grados Norte en el Pacifico (45).

Entre sus usos medicinales, esta el empleo de la corteza, la raiz y las hojas. La

corteza es usada como febrifugo, hemostatico, antidiarreico, para el asma, hemoptisis,
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mordedura o picadura de animales marinos venenosos, diversas heridas, tuberculosis,
lepra, hemorragias, disenteria, elefantiasis. La hoja es usada para el escorbuto, dolor de
muelas, Ulceras leprosas y la raspadura de las raices es usada por los pescadores contra
mordeduras de peces y picaduras de insectos venenosos. Experimentalmente, se le ha
comprobado actividad antimicrobiana contra bacterias enteropatégenas (45).

La corteza es muy rica en taninos (10-40%) y se emplea machacada y cocida
como astringente. La planta tiene efecto anti-hiperglicémico y podria llegar a usarse
clinicamente en el control de la diabetes mellitus (46).

3.11.8. Smilax domingensis Willd. (Smilacaceae)

La zarzaparrilla es un bejuco lefioso o herbaceo, dicoico, que trepa por zarcillos
pareados. Su tallo alcanza usos 15 m o mas de largo y hasta 4 cm de diametro; es
glabro, en su porcién inferior esta provisto de espinas aplanadas, rectas o recurvadas, de
5-12 mm de largo, esparcidas. La porcion superior es lisa, cilindrica e inerme. Las hojas
inferiores son ovaladas o elipticas, de unos 14 cm de largo; son de apice agudo a
acuminado, con cinco nervios mas 0 menos conspicuos, los dos exteriores
submarginales, lo que contribuye a veces a que el margen se presente algo engrosado.
Son coriaceas y tienden a ponerse de color café al secarse. Las inflorescencias
masculinas son umbelas, ligeramente aplanadas, de 1-5 mm de largo, estan dispuestas
en solitario o en ramillas racemiformes bracteadas, cortas. Las umbelas femeninas son
solitarias y tienen pedinculos de 5-8 mm de largo, con pedicelos de 4-7 mm de largo,
segmentos del perianto lanceolados, con tres estaminodios. Los frutos maduros son café-

rojizos a morado oscuros, de 5-10 mm de diametro (46).

Se han descrito en el Caribe, México y Centroamérica hasta Panama. En
Guatemala se le encuentra en Alta Verapaz, Baja Verapaz, Izabal, Zacapa, Escuintla, El
Petén, Santa Rosa y Suchitepéquez (46).

La infusién o decoccion de la planta se usa para tratar cefalea, estrefiimiento,
fiebre, infeccion intestinal, gonorrea, leucorrea, parasitos y cancer. La decoccion de la
raiz y el tallo se usa para tratar asma y enfermedades venéreas. El jugo de las hojas se

usa contra la disenteria y los parésitos. El polvo de la raiz se usa para tratar Ulceras
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cronicas. Experimentalmente se ha demostrado actividad biocida contra bacterias Gram
negativo, Gram positivo, dermatofitos y contra C. albicans a los extractos etandlicos y de
acetato de etilo, tiene ademas actividad diurética, antioxidante e inmunomoduladora (43).

Estd compuesta quimicamente por alcaloides, esteroles insaturados, saponinas,
flavonoides, taninos, azlUcares y grasas (44).

3.11.9. Quercus crispifolia Trel. (Fagaceae)

Esta especie de encino es endémica de México, Guatemala, Honduras y El
Salvador. Los miembros de esta especie son arboles que alcanzan mas de 3 m de alto.
En Guatemala se le ha reportado en alturas de 3,000-3,400 msnm en el Cerro Tena en
Totonicapan y la montafia Cajola en el departamento de Quetzaltenango. Son arboles
silvestres, de crecimiento lento, de hojas gruesas coriaceas, obovadas o elipticas, con

apice redondeado. Las flores son numerosas y su fruto es una bellota bienal (48).

Diferentes especies del género Quercus son usadas indistintamente con fines
medicinales. EIl cocimiento de su corteza y de las hojas se usa para tratar afecciones
gastrointestinales: diarrea, disenteria, gastritis, tifoidea y vémitos. Experimentalmente se
le ha encontrado actividad antibacteriana potente contra enterobacterias, asi como

actividad contra levaduras del género Candida (46).

La corteza es rica en taninos, las hojas contienen aceite esencial compuesto por
cineol, a y pB-pinens, p-cimeno, timol y sesquiterpenos; contienen también tanino,

alcaloides, resinas y goma (44).

3.11.10. Pipper aeroginosibacum Trel. (Piperaceae)

Esta planta pertenece a un género de unas 600-700 especies, aromaticas la
mayoria. Esta especie, nativa de la region mesoamericana, colectada en el Parque
Nacional Laguna de Lachua, sin estudios previos segun fue constatado en la base de
datos de NAPRALERT, ha mostrado tener una potente actividad biocida, tanto para
bacterias comunes como para Mycobacterium smegmatis, ademas de ser activa contra

Trypanosoma cruzi (45).
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4. JUSTIFICACION

Helicobacter pylori esta implicada en la etiologia de diversas patologias graves,
principalmente digestivas como gastritis cronica, Ulceras gastricas y duodenales, maltoma
y cancer gastrico. La susceptibilidad de contraer la infeccién por H. pylori esta asociada a
la pobreza, malos habitos de higiene y en general a un estatus socioeconémico bajo,
siendo mas alta en los paises en vias de desarrollo. Se han propuesto tres posibles rutas
para la transmision de H. pylori: feco-oral, oral-oral e iatrogénica. Creyéndose que la via

mas comun es la feco-oral (5-6).

En Guatemala la infeccion por H. pylori es un problema de salud que se observa
con relativa frecuencia, ya que se sabe que el 70% de la poblacion sufre de infecciones
gastricas asociada a H. pylori. Actualmente es necesario desarrollar un método facil
para el aislamiento de la bacteria, que proporcione un diagnéstico confiable y a la vez que
sea rentable para que pueda ser incorporado facilmente a la rutina de un laboratorio, ya
gue en Guatemala el aislamiento no se realiza, a causa de las condiciones especiales de

crecimiento que requiere esta bacteria.

Las vias terapéuticas para la erradicacion de H. pylori existentes se convierten
cada vez en menos confiables a causa de su inefectividad, reacciones adversas, al
elevado costo 0 a la apariciébn de cepas resistentes a los antibiéticos (34-36). Por otro
lado, Guatemala posee una gran diversidad de plantas que son una fuente potencial de
opciones terapéuticas, que a través de los afios han sido utilizadas popularmente para
tratar diversas enfermedades. Actualmente en Guatemala no existen estudios que
demuestren la actividad de extractos de plantas contra H. pylori, en otros paises se ha
demostrado el uso de plantas contra la bacteria siendo estudiadas para ser alternativa de

tratamiento dentro del régimen terapéutico.

En vista de la necesidad de alternativas para el tratamiento de H. pylori y de esa
fuente rica en plantas se plante6 la busqueda de actividad contra H. pylori en plantas
utilizadas popularmente para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales, asi como
en plantas nativas que han mostrado actividad antibacteriana contra otros agentes
patdogenos entéricos, con el fin de recomendar su uso alternativo para tratar esta

infeccion.

27



5. OBJETIVOS

5.1 General

Encontrar la actividad inhibitoria de diez especies de plantas vegetales contra H.

pylori utilizados popularmente en Guatemala para el tratamiento de inflamacién del tracto

intestinal por medio de un bioensayo.

5.2 Especificos

5.2.1

5.2.2

5.2.3

5.24

5.2.5

Establecer la tasa de recuperacion de H. pylori a partir de biopsias
gastrointestinales de pacientes del Instituto de Cancerologia “Dr. Bernardo del
Valle S.” (INCAN) Unidad de endoscopia.

Establecer un procedimiento general y estandar para el procesamiento de
muestras para el diagndstico microbiologico de H. pylori mediante cultivo, técnica
de ureasa rapida y observacién microscépica del frote tefiido por el método de

Gram modificado.

Determinar la actividad inhibitoria de los diez extractos de plantas medicinales
utilizados popularmente para el tratamiento de inflamacion del tracto intestinal por

medio de un bioensayo.

Determinar las concentraciones inhibitorias minimas de los extractos con actividad

anti H. pylori.

Crear un cepario de referencia que sirva para realizar estudios posteriores de la

bacteria H. pylori.
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pylori.

6. HIPOTESIS

Al menos uno de los extractos evaluados en el estudio posee actividad contra H.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1.  Universo
Diez especies de plantas nativas de Guatemala

7.2. Muestra

Extractos etandlicos de diez plantas nativas, seleccionadas por su uso en el
tratamiento de diarrea, enteritis y/o disenteria o por su accioén contra bacterias
Gram negativo: T. Lucida (hoja), P. guajava (hoja y corteza), N. lobata (hoja), S.
americanum (hoja), B. crassifolia (corteza), C. pyramidata (hoja), R. mangle
(corteza), S. domingensis (hoja, fruto, tallo y raiz), Q. crispifolia (tallo y hoja) y P.

aeroginosibacum (hoja).

7.3. Recursos

7.3.1. Humanos
7.3.1.1. Seminaristas
P.C. Maria Cristina Quintana Galindo
Mtra. Rosenda Elizabeth Yax Suyuc

7.3.1.2. Asesora

M.A. Margarita Paz de Ramirez

7.3.1.3. Revisora

M.Sc. Vivian Lucrecia Matta

7.3.2 Institucionales
- Instituto de Cancerologia “Dr. Bernardo del Valle S.” (INCAN) Unidad de
Endoscopia, Patologia y Laboratorio Clinico.
- Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia, Escuela de

Quimica Biologica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.
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7.4.

Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-, Escuela de

Quimica Farmacéutica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.

Laboratorio de productos naturales, Farmaya.

Materiales

Jarra anaerébica

Hielera para transporte de muestras

Bateria para mantener la temperatura en 4 °C
Cajas de Petri desechables estériles

Cajas de Petri cuadriplate estériles

Asas bacteriolégicas en argolla de nicromo
Asas bacteriologicas desechables estériles de 0.001mL
Espétulas

Crioviales

Papel parafilm

Tubos conicos plasticos estériles con tapén de rosca de 50 mL
Filtros 0.10 nm

Puntas amarillas 10 a 100 uL estériles
Puntas azules de 100 a 1000 uL estériles
Azas de nicromo

Palillos de madera

Pipetas desechables

Bandejas para tincién

Soportes para tincion

Maskintape

Papel aluminio

Papel mayordomo

Papel Kraft

Algodon

Bolsas Ziploc

Jeringas estériles de 10 y 5 mL

Marcadores indelebles

Tijeras
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7.5.

7.6.

Reactivos

Medio de transporte Cary Blair
Solucion salina fisioldgica estéril
Sangre de carnero desfibrinada
Hemoglobina

Agar base Columbia

Agar Mueller-Hinton
Suplemento nutritivo Isovitalex
Sobres para microarofilia Campygen
Caldo urea

Oxidasa

H,O, al 30%

Cristal violeta

Lugol (solucion de yodo)
Alcohol-acetona 1:1

Carbol fucsina

Agua desmineralizada no estéril y estéril
Claritromicina

Etanol al 50% y 70%
Isopropanol al 95% y 70%
Metanol absoluto
Dimetilfulféxido (DMSO)
Estandar de McFarland 3.0
Caldo Brucella + 15% de glicerol
Leche descremada estéril

Medio BHI + 15% de glicerol

Pastillas efervescentes Alka Seltzer
Cristaleria
Tubos de ensayo con tapon rosca

Portaobjetos

Maceradores
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7.7.

7.8.

Erlenmeyer con topon de rosca de 100 mL
Erlenmeyer de 500 mL

Frascos con tapén de rosca de 100 y 500 mL
Pipetas Pasteur

Goteros

Balones de destilacion

Balones aforados

Equipo

Autoclave

Campana de flujo laminar
Campana bacteriolégica
Balanza analitica
Incubadora
Refrigeradora
Congelador a -80°C
Nitrégeno liquido
Centrifuga en frio
Pipetas automaticas
Estufa

Microscopio binocular
Incinerador de asas
Percolador

Rotavapor

Pinzas

Vortex o agitador

Medios de cultivo pararecuperacion de Helicobacter pylori

Agar sangre de carnero (ASC) 7.5% (base Columbia)
Agar sangre de carnero (ASC) 7.5% (base Columbia), mas Isovitalex

Agar sangre de carnero (ASC) 5% (base Columbia)
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7.9.

7.10.

Agar chocolate, mas Isovitalex (hemoglobina, base Columbia)
Agar Mueller-Hinton al 5% de sangre de carnero

Agar Mueller-Hinton al 7% de sangre de carnero

Agar planta base Mueller-Hinton al 5% de sangre de carnero
Agar planta base Mueller-Hinton al 7.5% de sangre de carnero
Agar planta sangre de carnero (ASC) 5% (base Columbia)
Agar planta sangre de carnero (ASC) 7.5% (base Columbia)

Microbiolégicos

Tres aislamientos de H. pylori obtenidas a partir de cultivos positivos, proyecto
FODECYT 52-2009. Aislamiento A: 1-061085; aislamiento B: 1-0910106 y
aislamiento C:1-1110110.

Metodologia obtencién de extractos vegetales

Se pes6 430.16 g de corteza seca de Rizophora mangle.

Se coloc6 una porcién de algodén en la parte inferior del percolador, a manera de
crear un filtro para particulas grandes.

Se colocé un pedazo circular de papel filtro en el fondo del percolador.

Se transfirié todo el material al percolador y se cubrié con etanol al 50%.

Se dej6 reposar por 18-24 horas.

Se recolectdé en un erlenmeyer todo el disolvente agregado y se colocé en un
balon de destilacién de 1,000 mL.

Se agrego6 el disolvente recuperado al material de extraccion en el percolador (se
repitié la operacién para obtener el mayor porcentaje de rendimiento posible).

Se coloc6 el balon con la muestra y se sujetd con la llave correspondiente y se le
establecio una rotacion de 50-60% y una temperatura entre 40-60°C.

Se encendi6 la bomba de vacio hasta llegar una presion de 300-200 atm, cuantas
veces fuese necesario hasta agotar el disolvente.

Se agreg6 el disolvente recuperado al percolador que contenia el material vegetal

(esta operacion se repitié dos veces antes de iniciar la concentracion).
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7.11.

7.11.1.

7.11.2.

Una vez concentrado el extracto se retird el balon, y el extracto obtenido se coloco
en cristalizador de vidrio previamente tarado.

Se coloco en la desecadora durante 15 dias.

Se verifico la consistencia sélida del extracto y se guardd en frascos se almacend
en refrigeracion a 4°C.

Se calcul6 el porcentaje de rendimiento del extracto obtenido, 29.5 %.

El resto de los extractos se obtuvieron mediante la busqueda en el Banco de
Extractos del Departamento de Citohistologia de la Facultad de CCQQ y Farmacia,
USAC. 9 etandlicos y 1 metandlico (S. nigrescens).

Metodologia para aislamiento de Helicobacter pylori

Obtencién y transporte de muestras

Se realizd protocolo para el comité de ética del Instituto de Cancerologia “Dr.
Bernardo del Valle S.” (INCAN).

Se gestiond permiso necesario para ingreso/egreso de material propio.

Se obtuvieron biopsias gastricas (gastroenterélogo).

Se colocé cada biopsia en medio de transporte Cary Blair.

Se transparon en cadena de frio a 4°C por un lapso maximo de 4 horas.

Metodologia de aislamiento

7.11.2.1 Método A

Se macer6 cada biopsia en mortero estéril con 1 mL de solucion salina.

Se agregaron 50uL del material macerado en medio de cultivo (Agar sangre de
carnero al 7.5% base Columbia y agar chocolate), y se procedié a estriar para
obtener colonias aisladas.

Se colocd en jarra anaerdbica un maximo de 5 cajas de petri con 2 pastillas de
Alka Seltzer para generacion de microaerofilia.

Se incubd a 37°C de 5 a 7 dias.

Se realiz6 impronta de cada biopsia, se tifieron con colorante Gram modificado.

Se agreg6 muestra macerada en caldo urea.
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7.12.

7.13.

7.11.2.2 Método B

Se macero cada biopsia en mortero estéril con 1 mL de solucion salina.

Se agregaron 50uL del material macerado en medio de cultivo (Agar sangre de
carnero al 7.5% base Columbia), y se procedié a estriar para obtener colonias
aisladas.

Se colocd en jarra anaerdbica un maximo de 5 cajas de petri con 2 con sobre
para generacion de microaerofilia Campygen™' 2.5L, se cerr6 la jarra en un
periodo maximo de un minuto.

Se incubo a 37°C de 5 a 7 dias.

Se realiz6 impronta de cada biopsia, se tifieron con colorante Gram modificado.

Se agregd muestra macerada en caldo urea.

Identificacién de colonia sospechosa de H. pylori

Se buscaron colonias pequefias, ligeramente grises, como gotas de rocio
A partir de las colonias sospechosas, se realizaron: prueba de oxidasa, catalasa,
urea, Helicobacter pylori es positivo para las tres pruebas.

Se realiz6 tincion de Gram modificado para confirmar la morfologia de la bacteria.

Observacion de los cultivos e identificacion del microorganismo

Se examinaron los cultivos al quinto o séptimo dia de incubacién, y se buscaron
colonias pequefias con apariencia de gotas de rocio.

Se identificaron las cepas, como se describe a continuacion:

7.13.1. Observacion en fresco
Colonias sospechosas gris claro, pequefas y brillantes, con apariencia de gotas

de rocio.

7.13.2. Tincién de Gram
Sobre un portaobjetos, limpio previamente desengrasado se realiz6 una impronta
agregando 25 pL de material macerado por toda la superficie del portaobjetos.

Se fij6 con calor.
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Se afadio cristal violeta durante 1 minuto.

Se lavé con agua del grifo.

Se afadi6 lugol durante 1 minuto.

Se decoloré con alcohol-acetona (1:1) durante 5-10 segundos.

Se lavo con agua del grifo.

Se afiadio carbol fucsina durante 5 minutos.

Se lavé con agua del grifo.

Se dejo secar.

Se visualizé en el microscopio con el objetivo de 100 aumentos utilizando aceite

de inmersion.

Se interpretaron resultados:
Gram negativo: Observacién de pequefios bacilos curvos en forma de
coma de color rosa-rojo lo que las hace caracteristico para identificacion
de H. pylori.
Gram positivo: Observacién de microorganimos de color azul-violeta (13-
14).

7.13.3. Prueba de ureasa

Se inocularon varias colonias del microorganismo en 0,5 ml de caldo urea 'y
se incubaron a temperatura ambiente. Un cambio en el color del medio de naranja
tenue a rosa-fucsia se consider6 una reaccion positiva. La lectura se realiz6 en un

intervalo de tiempo entre 5 minutos y 3 horas.

7.13.4. Prueba de la oxidasa.
Se transfirieron varias colonias a una tira de oxidasa (Microbiology
Bactident® Oxidase). Una reaccién azul oscura indicO la presencia de la enzima

oxidasa.

7.13.5. Prueba de la catalasa
Se inocul6 una azada de colonias en una gota de H,O, al 3% depositada en
un portaobjetos. Se observo la formacion de burbujas lo cual indicé una prueba de

catalasa positiva.
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7.14.

7.15.

Mantenimiento de la cepa

A partir de un cultivo confirmado de H. pylori, se estrié en otro medio de cultivo, en
un cuarto de la caja con agar sangre de carnero al 7.5% suplementado con
isovitalex.

Se sembré en forma masiva para obtener el mayor crecimiento posible.

Se incubd en jarra anaerdbica con sobre Campygen™ 2.5L por 72 horas

Se recolectd el crecimiento y se reaislo utilizando media caja de petri con agar
sangre de carnero al 7.5% suplementado con isovitalex.

Se incubd en jarra anaerdbica con sobre Campygen™ 2.5L por 72 horas.

Se recolectd todo el crecimiento y se reaisld utilizando la caja de petri completa
con agar sangre de carnero al 7.5% suplementado con isovitalex.

Se incubd en jarra anaerdbica con sobre Campygen™ 2.5L por 72 horas

Se recolecto todo el crecimiento obtenido.

Se colocé en caldo Brucella con 15% de glicerol, leche descremada o caldo BHI
con 15% de glicerol.

Se almacend a -80°C.

Reactivacion de las cepas

Se extrajeron los viales del congelador a — 80°C.

Se centrifugé en frio los viales con H. pylori en caldo Brucella mas glicerol al
15% durante 5 minutos a 5,000 rpm.

Se agregaron 50 L del precipitado a una caja de agar sangre de carnero al 7.5%
base Columbia mas suplemento nutritivo Isovitalex.

Se incubaron las cajas con jarra gas pack con sobre Campygen™ 2.5L a 37°C
durante 3 dias.

Se observé crecimiento de colonias con apariencia de gotas de rocio, se realizaron
pruebas de identificacion microbiolégica y bioquimica.

Se repiti6 el procedimiento 7.14 hasta la realizacibn de bioensayo o

almacenamiento de las cepas.
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7.16.

7.17.

Determinacién de concentracion inhibitoria minima de Claritromicina contra

H. pylori

Se determin6 a los 3 aislamientos seleccionados, la susceptibilidad a
Claritromicina, a una concentracion de 0.125 pg/mL (Anexo 1).

Metodologia del Bioensayo

Se pes6 0.028g de cada extracto y se disolvi6 en 7 mL de etanol al 50%,
concentracion 4,000 pg/mL.

Se agrego a la solucién de cada extracto 7 mL de agua desmineralizada estéril, se
homogenizé y se filtré dos veces para obtener una concentracion de 2,000 ug/mL.
Se preparé agar planta a una concentracion final de 100 ug/mL para cada extracto
(1mL de agua destilada estéril + 1mL de extracto + 18 mL de ASC 7.5%).

Se prepar6 una suspensiéon de cada bacteria equivalente a 9 x 10® UFC/mL
(estandar de McFarland 3) de las cepas A, By C.

Se inocularon cinco estrias de cada aislamiento con asas bacterioldégicas
calibradas de 0.001mL.

Se inoculé una asada del estandar de Mc Farland 3 al control positivo (ASC 7.5%
+ 1mL de Claritromicina 0.125 ug/mL+ 1 mL de agua desmineralizada estéril) y
control negativo (ASC 7.5% + 1mL de agua desmineralizada estéril + 1 mL de
etanol al 50%).

Se observaron los resultados después de 6 dias de incubacion en jarra gas pack
con sobre Campygen™ 2.5L a 37°C.

Interpretacion de resultados:

a. Presencia de crecimiento: extracto inactivo.

b Ausencia de crecimiento (mas del 50%): extracto activo.
C. Control positivo: ausencia de crecimiento.

d Control negativo: presencia de crecimiento.
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7.18. Metodologia para determinacion de concentracion inhibitoria minima —CIM-

- Se prepararon medios agar planta (ver inciso 7.16) a las siguientes
concentraciones: 100 pg/mL, 50 yg/mL y 25 pg/mL.

- Se inocularon las bacterias a una suspension de estdndar de McFarland No. 3
realizando 5 replicas por cada extracto que demostré actividad contra H. pylori.
Incluyendo controles positivo y negativo.

- Se leyeron los resultados después de 6 dias de incubacién en jarra gas pack con
sobre Campygen™ 2.5L a 37°C.

- Interpretacion de resultados:

a. Presencia de crecimiento: extracto inactivo.

b Ausencia de crecimiento (mas del 50%): extracto activo.
C. Control positivo: ausencia de crecimiento.

d Control negativo: presencia de crecimiento.

7.19. Disefio Experimental

7.19.1. Aislamiento
Muestra por intencién, buscando obtener el mayor nimero de aislamientos

posibles.

7.19.2. Metodologia de aislamiento
Con las cepas obtenidas, se realizé el procedimiento de ensayo y error donde se
evalu6 la metodologia, y se corrigieron los puntos criticos (o donde se pudieran dar los

errores).

7.19.3. Bioensayo

Se probaron los diez extractos para determinar si presentaban o no efecto anti-
Helicobacter pylori. El ensayo fue binomial (susceptible o resistente). Se prepararon
medios agar planta con cada extracto a una concentracion conocida (100ug/mL). Se
prepararon tres estdndares de McFarland 3.0 con los tres aislamientos obtenidos de 3
pacientes y se estriaron al azar sobre el agar. Se realizaron cinco réplicas de cada estria

en los 10 extractos, para un nivel de significancia a = 0.05 (segun la tabla de probabilidad
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binomial). El disefio experimental fue totalmente al azar (el orden de los estriados en el

agar fue diferente en cada ensayo).

7.19.4. Andlisis

7.19.4.1. Prueba de hip6tesis binomial:
Ho: p <0.5 (no tiene efecto inhibitorio)
Ha: p > 0.5 (si tiene efecto inhibitorio)
Con cinco réplicas, para a = 0.05, se espera que todas del efecto inhibitorio para

rechazar Ho, entonces se concluye que si tiene efecto significativo.

La determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM) se realiz6 a partir
de la dilucion de los extractos que presentaron actividad en el bioensayo; es decir, los que
presentaron por lo menos un 50% de crecimiento. Con lo que se procedié a diluir el
extracto por dilucion en agar a las concentraciones: 100, 50 y 25 ug/mL.
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8. RESULTADOS

8.1 Obtencidn del extracto

De los diez extractos utilizados en el estudio, nueve fueron obtenidos del banco de
extractos del Departamento de Citohistologia de la Facultad de CCQQ y Farmacia. El
anico que fue preparado por las autoras del presente trabajo fue el extracto etandlico de
R. mangle por medio de la técnica de percolacién y concentracibn a baja presion
utilizando rotavapor, del cual fue obtenido un porcentaje de rendimiento de 24%.

8.2 Aislamiento de H. pylori

Con las dos metodologias utilizadas para el aislamiento de H. pylori fueron
obtenidos 19 cultivos positivos confirmados por pruebas bioquimicas y microbioldgicas a
partir de 181 biopsias, observandose que la metodologia B fue mas efectiva, ya que
aplicandola se obtuvo mayor positividad en los cultivos. (Tabla 1) (Anexo 1). El

porcentaje de recuperacion de cultivos a partir de biopsias gastricas fue de 10.5%.

Tabla 1. Métodos utilizados para aislamiento primario de H. pylori.

Condiciones Método A Método B
Medio de cultivo ASC 7.5% base Columbiao  ASC 7.5% base Columbia
Agar chocolate méas suplemento Isovitalex
Atmosfera 2 pastillas efervescentes Sobre para generacion de
Microaerofilica microaerofilia Campygen™"
Tiempo de cultivo 7 dias 7 dias
No, de cultivos positivos 3 16

Fuente: Datos experimentales
ASC: Agar Sangre de Carnero
BHI: Infusion cerebro corazén
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8.3 Estandarizacion del Bioensayo

8.3.1 Realizacion de curva de Claritromicina para validar el control positivo

Se estableci6 una curva de claritromicina, con la cual se determiné que la
concentracion efectiva contra las cepas de H. pylori utilizadas es de 0.125 ug/mL
(Anexo 2).

8.3.2 Evaluacion de la actividad anti-H. pylori de los extractos utilizados

Al utilizar la metodologia recomendada por la NCCLS (agar sangre al 5%) no hubo
crecimiento, por lo que se modific6 el medio de cultivo, obteniéndose crecimiento
uniforme en agar planta con sangre de carnero al 7.5% en medio base Columbia, con

el cual se realiz6 el bioensayo (Tabla 2).

Tabla 2. Estandarizacion de agar planta para la realizacion del bioensayo

Medio de cultivo Resultado

AMH? 7.5% sangre de carnero -
AMH®* 5% sangre de carnero -
ASC® 7.5% sangre de carnero +++
ASC® 5% sangre de carnero ++

Fuente: Datos experimentales

@Agar Mueller Hinton

+ Crecimiento escaso ++ Crecimiento regular +++Crecimiento abundante
- Ausencia de crecimiento

Se realizaron cinco repeticiones por ensayo en cada uno de los extractos tanto en
la fase de tamizaje como en la determinacion de la CIM con las 3 cepas de H. pylori
mostrando actividad cinco de ellos contra la cepa B, el analisis se hizo por medio de la
prueba de hipétesis binomial, la actividad anti-H. pylori fue significativa (p<0.05).
Para la validez del bioensayo se utilizé como control interno positivo el medio de
cultivo con claritromicina a 0.125 uyg/mL, el cual mostré actividad sobre H. pylori y el
control negativo, con etanol al 50%, que no mostrd ninguna inhibicién. El crecimiento
de H. pylori fue homogéneo y no se encontrdé contaminacion en ninguna de las placas
(Tabla 3) (Anexo 3).

43



Tabla 3. Actividad inhibitoria in vitro de 10 extractos contra cepas de H. pylori,
utilizando la técnica de dilucién en agar?®

Especie Vegetal Parte Test de dilucién en agar
utilizada (100 ug/mL)
Cepa A CepaB CepaC
Neurolaena lobata Hoja Inactivo Inactivo Inactivo
Tagetes lucida Hoja Inactivo Activo”® Inactivo
Quercus crispifolia Hoja Inactivo Inactivo Inactivo
Byrsonima crassifolia Corteza Inactivo Activo® Inactivo
Psidium guajava Hoja Inactivo Inactivo Inactivo
Piper aeroginosibacum Hoja Inactivo Inactivo Inactivo
Rhizophora mangle Corteza Inactivo Activo® Inactivo
Smilax dominguensis Raiz Inactivo Inactivo Inactivo
Solanum nigrescens® Hierba Inactivo Activo”® Inactivo
Cornutia pyramidata Hoja Inactivo Activo® Inactivo

Fuente: Datos experimentales

2 Unico extracto etandlico

® Actividad inhibitoria significativa (p < 0.05)

8.4 Determinacidn de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Se determiné la CIM de los extractos con actividad anti-H.pylori al tamizaje, de los

cuales cuatro mostraron puntos de corte mayor a 100 ug/mL y uno con punto de

corte de 50 yg/mL. R. mangle fue el que mostré mayor actividad frente a H. pylori, lo

gue permite aceptar la hipétesis planteada (Ver tabla 4) (Anexo 4).
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Tabla 4. CIM de extractos que presentaron actividad anti-H. pylori contra la
cepa B en la fase de tamizaje

Especie Vegetal CIM

(100 ug/mL) (50 ug/mL) (25 ug/mL)
Tagetes lucida Activo Inactivo Inactivo
Byrsonima crassifolia Activo Inactivo Inactivo
Solanum nigrescens Activo Inactivo Inactivo
Cornutia pyramidata Activo Inactivo Inactivo
Rizophora mangle Activo Activo Inactivo

Fuente: Datos experimentales
® Actividad inhibitoria significativa (p <0.005)

8.5 Creacion de cepario H. pylori
Se encuentran almacenadas 12 cepas en caldo Brucella adicionadas con 15% de

glicerol a -80°C ya que en la reactivacion se observd un mejor crecimiento de las cepas

preservadas en caldo en este medio, comparado con leche descremada y caldo BHI.
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9. DISCUSION

En este estudio fueron evaluados diez extractos etanodlicos de plantas que se utilizan
popularmente para afecciones gastrointestinales, dichos extractos se caracterizan por su
uso en gastritis crénica y colitis; nueve de estos fueron proporcionados por el banco de
extractos del Departamento de Citohistologia, y el décimo fue preparado por percolacion y
concentracion en rotavapor. El extracto preparado fue de corteza de R. mangle (mangle)
el que presentd un rendimiento de 24%, considerado como un buen rendimiento ya que
permite captar una buena parte de los metabolitos secundarios responsables de la
actividad biolégica de la planta. EIl alto rendimiento representa también una ventaja en

costo-beneficio.

Tanto el medio ASC 7.5% con suplemento nutritivo Isovitalex como el agar chocolate
demostraron un crecimiento bacteriano similar, pero se recomienda utilizar ASC 7.5% por
la facilidad en la preparacion del mismo. Por otro lado, el suplemento Isovitalex adiciond al
medio los requerimientos nutricionales esenciales para la bacteria pues se sabe que es

clasificada como fastidiosa (12, 17).

De los 181 indculos obtenidos a partir de biopsia géastrica se logro el aislamiento de 19
cultivos positivos lo que corresponde a un 10.5% de porcentaje recuperacion, este
namero es inferior al nimero de resultados de pacientes diagnosticados por medio de la
patologia de biopsia gastrica la cual puede deberse a factores que afectaron el
crecimiento 6ptimo de la bacteria como la utilizacion de pastillas efervescentes (Alka
Seltzer) ya se ha demostrado que se logra generar atmosfera microaerofilica. Se sabe
por otros estudios que dicho antiacido colocado en una bolsa plastica pequefia con 15 mL
de agua, logra una atmosfera O,, CO, y N, similar a la de los sobres comerciales
generadores de atmésferas microaerofilica, pero en este estudio el uso Alka Seltzer no
tuvo efecto probablemente porque H. pylori es un microorganismo con requerimientos de
cultivo exigentes. También afectd la contaminacién provocada por la misma biopsia
gastrica, ya que al atravesar el tracto orofaringeo pudo adquirir microorganismos
colonizantes de estos lugares, lo que se vio reflejado en los aislamientos obtenidos en el
cultivo primario. Debido a que este microorganismo es de crecimiento lento, tuvo que

incubarse durante 7 dias junto con la utilizacion de medios enriquecidos propicio el
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crecimiento de otras bacterias de rapido crecimiento, que ocultaban las colonias de H.
pylori (50).

Para el bioensayo se utiliz6 también agar base Columbia, 7.5% de sangre y extracto
de planta para obtener una concentracion final de 100ug/mL, debido a que no se obtuvo
crecimiento utilizando agar Mueller Hinton con sangre y extracto como recomienda la
NCCLS, por lo que se hizo la modificacibn. También, cabe sefialar, que la NCCLS solo
hace mencion del célculo para compuestos puros y en ningdn momento hace referencia
de su uso para extractos de plantas (51).

En este trabajo se analiz6 la actividad anti-H. pylori de extractos polares etandlicos
debido a que el modo de preparacion tradicional reportado para las plantas utilizadas, es
a base de agua. Se examiné el efecto de dichos extractos sobre el crecimiento de H.
pylori bajo el sistema experimental de dilucion en agar. Se compararon 3 cepas
diferentes de las cuales 5 extractos mostraron posible actividad anti-H. pylori. Es
importante hacer notar que las plantas que mostraron actividad (R. mangle, C.
pyramidata, T. lucida, B. crassifolia, S. nigrescens) no tuvieron el mismo comportamiento
contra las tres distintas cepas utilizadas para la evaluacion de los extractos. Lo anterior
puede deberse a diferencias fenotipicas de los aislamientos, caracteristicas que pueden
ser determinantes de patogenicidad y virulencia de cada uno de ellos pues se sabe que
los pacientes presentaban patologias gastricas distintas como gastritis crdnica, gastritis

erosiva y ulcera duodenal esto pudo haber influido en el tipo de cepa de H. pylori.

Con el objetivo de utilizar un método comparativo para el célculo de la concentracion
minima inhibitoria (MIC) se tomaron en cuenta las recomendaciones hechas por la
NCCLS con las respectivas modificaciones mencionadas anteriormente para el método de
dilucién en agar, lo cual evidencié que cinco extractos tienen actividad anti-H. pylori
estose debe a que los extractos tienen la propiedad de inducir la produccion de H, O, y
NO, esto crea un ambiente hostil para la bacteria lo que permite la inhibicion de su
crecimiento, ademas los extractos utilizados son ricos en compuestos como flavonoides,
taninos y saponinas cuyo mecanismo de accion ejerce un efecto protector contra la
mucosa gastrica ya que actian como antiinflamatorios, antioxidantes, y reduccion de la
irritacion respectivamente (45-48). La actividad anti-H. pylori solo se evidencié en un

aislamiento que nunca habia estado expuesto a tratamiento para la erradicacion del
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microorganismo, lo que hace probable que se trate de una cepa sensible, por no haber

estado expuesta a tratamiento quimico o natural.

Se preservaron las cepas aisladas en caldo Brucella con 15% de glicerol ya que este
es el medio mas recomendable, ademas se trato de preservar cepas en caldo BHI y en
leche descremada, pero el crecimiento en la reactivacion fue escaso, el caldo Brucella
demostré resultados muy alentadores para la conservacién de la bacteria ya que se

obtuvo buen crecimiento en todas las reactivaciones realizadas.

Este estudio forma parte de las primeras investigaciones realizadas en Guatemala
sobre la actividad de H. pylori frente a extractos de plantas, proporcionando resultados
interesantes, demostrando que 5 plantas tuvieron actividad in vitro contra la bacteria.
AuUn no se obtienen suficientes datos sobre estas plantas en otros paises, pero se sabe
que durante los ultimos 6 afios destacan las evaluaciones de especies originarias de Iran,
Taiwan, China, Italia, Pakistan, Camerun y México entre otros (52-60). Probablemente
los principios activos presentes en algunos de los extractos evaluados, no tienen actividad
sobre los diferentes componentes y la estructura de esta bacteria, por tal razéon la
actividad inhibitoria in vitro de 5 plantas resulté negativa.

En nuestro pais, existe una amplia variedad de especies vegetales medicinales y
de las cuales un importante porcentaje se utilizan popularmente para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales, no se habian realizado evaluaciones para la
identificacion de especies medicinales que pudieran constituir fuentes de nuevos agentes
para el combate de la infeccion de H. pylori, por lo que es necesario continuar

investigando sobre la actividad terapéutica que pueden proporcionar.
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10. CONCLUSIONES

De los diez extractos de plantas analizadas cinco (R. mangle, C. pyramidata, T.
lucida, B.crassifolia, S. nigrescens) mostraron actividad significativa (p < 0.05)
contra H. pylori por método de diluciéon en agar.

La tasa de recuperacion de H. pylori a partir de biopsias gastrointestinales fue de
10.5%.

Solamente un aislamiento de biopsia gastrica mostr6 susceptibilidad a los
extractos etandlicos posiblemente pertenezca a un paciente que no ha sido
expuesto a antibiéticos contra infecciones gastro intestinales, por lo tanto la cepa

colonizante no presenta resistencia a antibacterianos.

El rango de concentracion inhibitoria minima (CIM) de los extractos activos fue de
50-100 ug/ml

Es necesaria la comprobacion de la actividad anti-H. pylori de las plantas mediante

estudios in vivo para evidenciar efectividad de los extractos utilizados y para

comprobar si las concentraciones obtenidas in vitro son las mismas in vivo.

Se logré crear un cepario con 7 cepas de H. pylori para poder realizar estudios

posteriores de la bacteria.
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11. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de cultivo microbiolégico de biopsias géastricas a pacientes con
reincidencia de infeccion, para lograr estandarizar e implementar una metodologia
para pruebas de susceptibilidad con las drogas utilizadas para el tratamiento

convencional.

Continuar con la busqueda de actividad bactericida contra H. pylori, en plantas de
uso popular y nativas de Guatemala que no hayan sido evaluadas.

Realizar una segunda etapa de la investigacion que conduzca al fraccionamiento

molecular de los extractos que evidenciaron actividad anti-H. pylori.

Evaluar el efecto in vivo de las infusiones acuosas de las plantas que evidenciaron

actividad anti-H. pylori en pacientes que no han recibido tratamiento convencional.
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13. ANEXOS

ANEXO 1. Cultivo Helicobacter pylori

a. Método para procesar biopsias géastricas para aislamiento de H. pyori, prueba de

urea y preparacion de impronta para tincion de Gram.
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b. Identificacion de colonias sospechosas de H. pylori para la determinacién de

cultivo positivo. (Enzimas oxidasa, catalasa y ureasa: positivo, tincién de Gram)

c. Preservacion y reactivacion.
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ANEXO 2. Determinacién de concentracion de Claritromicina para inhibir las cepas de
H. pylori : 0.125 ug/dL.

Concentracién ug/mL Resultado obtenido
32 Crecimiento
16 Crecimiento
8 Crecimiento
4 Crecimiento
2 Crecimiento
1 Crecimiento
0.5 Crecimiento
0.25 Crecimiento
0.125 Escaso crecimiento
0.0625 No crecimiento
0.03125 No crecimiento

Fuente: Datos experimentales

ANEXO 3. Método de dilucion en agar para evaluar actividad anti Helicobacter pylori.
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ANEXO 4. Determinacion de CIM de extractos que mostraron actividad anti-H. pylori
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