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JUSTIFICACION

En los Gitimos afios, el aumento en la incidencia de las infecciones
gastricas por H pylori representa uno de los principales problemas de
salud publica a nivel mundial. En las dltimas décadas se ha reconocido
su influencia en el desarrollo de cancer gastrico al grado de ser
categorizado como carcinogénico en humanos. Asi mismo, se ha
observado que el desarrollo de nuevos factores de virulencia y la
adquisicion de resistencia a los antibioticos han dificultado su tratamiento
y erradicacion. Ante esta problematica, numerosos investigaciones han
han puesto su atencion en las plantas de usc medicinal, al grado de ser
consideradas como una alternativa para la busqueda y obtencion de

nuevos farmacos eficaces para el tratamiento de estas infecciones.



HIPOTESIS

Los extractos metandlicos de Hyplis emory, Baccharis glutinosa, y
Rhizophora mangle L. poseen actividad antibacteriana en contra de
Helicobacter pylori.



OBJETIVOS
General
Evaluar la actividad antibacteriana del extracto metandlico de

Hyptis emory, Baccharis glutinosa, y Rhizophora mangle L. en contra de
Helicobacter pylori.

Particulares

o Obtener el extracto metandlico de Hyptis emory, Baccharis
glutinosa, y Rhizophora mangle L

« Evaluar el efecto inhibitorio de los extractos metandlicos sobre el
crecimiento de Helicobacter pylori
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RESUMEN

Actualmente, las infecciones cronicas de Helicobacter pylori sobre la
mucosa gastrica se han asociado con la generacion de gastritis, ulcera
peptidica y cancer gastrico. Asi mismo, se ha establecido que representa
un problema de salud publica, y se estima que alrededor del 50% de la
poblacién mundial se encuentra infectada. En afos recientes, se ha
sugerido que el curso asintomatico de infecciones persistentes ha sido
un factor clave que ha dado lugar a la aparicion de cepas resistentes a
los farmacos convencionales. Varias investigaciones han demostrado
que las plantas de uso medicinal representan una alternativa para la
obtencion de antibioticos capaces de combatir este tipo de cepas. Ante
ello, en el presente trabajo, se plante6 como principal objetivo, evaluar la
actividad antibacteriana del extracto metandlico de Baccharis glutinosa, Hyptis
emoryi y Rhizophora mangle L. en contra del crecimiento de H. pylori (ATCC
43504). Los extractos vegetales fueron obtenidos mediante un proceso de
particion solido-liquido a partir de material vegetal pulverizado y metanol. El
efecto inhibitorio se determiné mediante el método de Microdilucion en caldo y
por difusién en agar. Los resultados obtenidos muestran que solo el extracto de
R mangle L. posee actividad antibacteriana. A pesar de ello, e analisis de los
datos sugiere que la actividad antibacteriana de B. glutinosa y H. emoryi se
encuentra enmascarada debido alteraciones en el parametro de medicion,
debido a una interferencia dada por la interaccion entre os componentes del
medio de cultivo y los de los extractos.
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INTRODUCCION

Heficobacter pylori es una bacteria Gram negativa, bacilo espiral
no formador de esporas, y microaerofilico. Desde su descubrimiento por
Barry Marshall y Robin Warren en 1982 la incidencia de las infecciones
han en aumentado en todo el mundo. Actualmente, se considera que mas
del 50% de la poblacion mundial posee algun grado de colonizacion. En
la mayoria de los casos, las infecciones se adquieren via fecai-oral, la
contaminacion de suelo, agua y alimentos (Oleastro y Ménard 2013;
Stein y cols., 2013; Yang y cols., 2014). Asi mismo, ha sido clasificada
como carcinogeno categoria 1 en humanos por la Agencia Internacional
para la Prevencion del Cancer (IARC). En la mayoria de los pacientes, la
infecciéon cursa asintomatica, la recurrencia de la infeccién provoca
patologias como gastritis y ulceras gastricas, o cual promueve la
formacion de céncer gastrico (Bridge y Scott 2013; Posselt y cols., 2013).
La plasticidad genética y fenotipica de las cepas de H. pylori es un factor
importante para la epidemiologia de sus infecciones en humanos
(McClain y cols, 2009; Grande y cols, 2010). Las mutaciones del
genoma se ha vuelto un aspecto fundamental en la efectividad del
tratamiento prescrito a pacientes infectados. El desarrollo de factores de
virulencia, y la presencia de mutaciones asociadas a resistencia a los
diferentes farmacos conducen al fracaso de las terapias de erradicacién
(Garza y col 2007, Vallejos y col 2007). Las terapias actuales incluyen el
uso de farmacos como la amoxicilina, claritromicina, metronidazol,
tatraciclina y levofloxacino. Sin embargo, se ha reportado que a nivel
mundial se ha presentado una creciente resistencia de H pylori a estos
antibiéticos (De francesco y col., 2010).

Ante la falla de las terapias actuales, es necesario la busqueda de

nuevas alternativas para combatir las infecciones por H. pylori. El uso de

14



plantas en la medicina tradicional de las diferentes regiones mundiales
es una alternativa (Nostro y cols., 2005). Las plantas poseen la capacidad
de producir sustancias conocidas como metabolitos secundarios que
usan como una defensa quimica contra herbivoros, ayudan también a la
planta a tolerar el estrés y a sobrevivir al ecosistema, ademas les brindan
ventajas evolutivas en la competencia del espacio de sobrevivencia y en
la busqueda de nutrientes (Lars y col., 2007; Rodriguez-Fragosa, 2009).
Algunos trabajos como los de Eloff 1998; Annuk y cols., 1999; Weseller
y cols, 2004; y Nostro y cols., 2005 han reportado la capacidad de
algunos extractos de plantas de uso medicinal para inhibir el crecimiento
de H pylori. En el sur del estado de Sonora, México, existe una gran
variedad de plantas utilizadas con fines medicinales para el tratamiento
de enfermedades gastrointestinales como la colitis, la gastritis y las
ulceras peptidicas. Entre las plantas utilizadas con tales fines se
encuentran se encuentran las especies Baccharis glutinosa, Hyptis
emoryi y Rhizophora mangle L. El presente trabajo tiene como objetivo
evaluar la actividad antibacteriana de los extractos vegetales de estas
plantas contra el crecimiento de H. pylori, con la finalidad de determinar
si estas especies vegetales representan una alternativa viable para el
aislamiento de nuevos farmacos capaces de contrarrestar las infecciones
causadas por H. pylori con multirresistentes.
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ANTECEDENTES
Helicobacter pylori

Los primeros estudios sobre Helicobacter pylori se realizaron en el
afio de 1982, cuando los gastroenterdlogos australianos Marshall y
Warren demostraron la presencia de una bacteria semejante a
Campylobacter en biopsias de pacientes que padecian gastritis,
obteniéndose un cultivo puro de la bacteria H. pyfori demostrandose
como agente causal de la gastritis; desde ese afio en adelante esta
bacteria ha sido muy estudiada. H. pylori una tiene amplia relacién con el
estdmago humano y mas del 50% de la poblacién mundial presenta en
algun grado colonizacion por este microorganismo. Las cifras de
infeccién varian segun las condiciones socioecondémicas y sanitarias en
las diferentes regiones, aumentando la incidencia en aquellas
poblaciones menos favorecidas (Romo y Coria 2010; Stein y col 2013).
Las primeras especies acufiadas al género Heficobacter fueron H. pylori
y H mustelae, aisladas por primera vez a partir de la mucosa gastrica de
humanos y de hurones respectivamente. Posteriormente con la revision
de los géneros similares se agregaron las especies de H cinaedi y H.
fennelfiae, las cuales anteriormente consideras dentro del género
Campylobacter (Agudo 2010).

Caracteristicas Microbiol6gicas

H. pylori es una bacteria Gram-negativo (Figura 1), en forma de bacilo
curvado semejante a un sacacorchos. Es microaerofilica, presenta de 2
a 6 flagelos monopolares que le permiten ser movil, los cuales se
encuentran recubiertos por una vaina de estructura lipidica al igual que

la de membrana lo que los protege y evita su degradaciéon por el medio
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Figura 1.- Tincion de Gram de un cultivo en placa sobre agar de
H. pylori.

Tomado de: Weseler y col. 2004
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acido presente en la mucosa gastrica (Figura 2). Su tamafio se encuentra
entre 0.5 a 1.0 micras de ancho y de 3.0 micras de largo (Romo y Coria
2010; Agudo 2010; Yang y cols,, 2014). E! cultivo de este microorganismo
resulta dificil, especialmente en medios liquidos. Los medios en los
cuales es posible su cultivo son ricos en nutrientes, tales como caldo
brucella, caldo infusion cerebro corazén, caldo tripticasa soya, y caldo
Muller-Hinton. Para enriquecer estos medios se puede afiadir suero fetal
de ternera, empleado con mayor frecuencia y para los medios solidos se
emplea generalmente sangre o sus derivados (Vega y cols., 2002). La
temperatura éptima para el crecimiento es de 37° C en atmosferas
parciales de COgz aunque también es posible su crecimiento a

temperaturas entre el rango de los 35 - 39 °C.

Puede sobrevivir a valores de pH ente 40 y 85, pero su
crecimiento éptimo se da entre 6.0 y 8.5. La morfologia de las colonias
en medios sélidos se presenta como transparentes, traslucida, himeda,
no presentan hemolisis, con un diametro de 2-3 mm, siendo un
microorganismo “fastidioso” para su aislamiento. Una caracteristica
bioquimica muy conocida de H. pylori es su capacidad de producir la
enzima ureasa con la cual hidroliza la urea gastrica liberando amonio,
con lo cual neutraliza el acido gastrico incrementando el pH 4.0-6.0 para
protegerse del medio acido que presenta la mucosa gastrica humana
{Romo y Coria 2010; Agudo 2010; Yang y cols., 2014).

18



Figura 2.- Microscopia electrénica de H. pylori
Tomado de: http//www. gefor. 4t com/bacteriologia/helicobacterpylori. html;
Consultado Junio 2014
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Mecanismos de Transmision

La infeccién por H. pylori se encuentra restringida a la mucosa
gastrica humana, por lo que se considera al ser humano como reservorio.
En la poblacidn mexicana, la colonizacion por esta bacteria suele
presentarse desde edad temprana, mostrandose tasas elevadas de los 6
hasta los 10 afios de edad. Aproximadamente un 80% de la poblacién
mayor a 23 afios presentan infeccion por este patogeno (Romo y Coria
2010). Para H. pylori no existe con certeza un método de transmision,
pero el principal apunta a la transmision fecal-oral, la cual pudiera ser la
principal forma de transmisién en poblaciones en vias de desarrollo
debido a la deficiencia en las condiciones sanitarias, elevandose los
porcentajes de infeccion. La via iatrogénica, mediante el contacto de
material para endoscopias o0 pinzas para biopsias contaminadas (Romo
y Coria 2010). Estudios epidemiolégicos muestran que la exposicion de
alimentos con agua y suelo contaminados incrementan el riesgo de
contagio de persona a persona por transmision oral-oral, fecal-oral o
gastro-oral, hacen mayormente posible la infeccién por H. pylori (Yang y
cols., 2014)

Factores de virulencia

Los factores de virulencia de H. pyfori y la plasticidad presentada por la
bacteria, son de gran importancia para la aparicién de la infeccion
(Grande y col., 2010). Los genes CagA y VacA son dos factores
importantes de virulencia en H. pylfori los cuales son secretados por el
camino del sistema de secrecion tipo IV y el tipo V (autotransportador),

respectivamente. El sistema de secrecion tipo |V sirve para translocar
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CagA dentro de las céluias del hospedero, lo que subsecuentemente
lleva a la fosforilacién de tirosina (McClain y col., 2009).

Uno de los principales factores de virulencia mayormente
estudiado de H. pylori es CagA, las cepas codificantes dei gen cagA son
altamente virulentas, ejerciendo sus efectos directamente en fas células
eucariotas. CagA puede reguiar la respuesta inmune del huésped con lo
cual ayuda en la persistencia de las bacterias (Bridge y Merret 2013). Las
proteinas efectoras CagA son las principales moléculas inyectadas a las
células epiteliales por el sistema de secrecion tipo IV quién las transloca
al interior de las células epiteliales proteinas altamente inmunogénicas
las cuales son responsabies de muchas de las actividades citotéxicas y
proinflamatorias que conducen a enfermedades gastroduodenales. Las
cadenas de H. pylori que codifican este gen (CagA) han sido asociadas
con mayor desarrollo de cancer gastrico (Lépez y cols., 2008; McClain y
cols., 2009; Grande y cols 2010).

La citotoxina vacuolizante VacA es considerada uno de los
principales factores de virulencia que induce a H pylori a la
patogenecidad. El estudio de la toxina desde el descubrimiento hace
poco mas de 25 afios ha sido dificil, debido a que la toxina posee una
serie de caracteristicas sorprendentes e inusuales que no encajan en los
conceptos actuales de toxinas bacterianas. Sin embargo, VacA (vacA)
presenta propiedades interesantes e importantes que se han hecho
evidentes. En primer [ugar, el gen que codifica VacA se caracteriza por
un alto grado de variacién genética; se ha observadoe que cepas con
variantes aiélicas de vacA que presentan mayores niveles de actividad
citotoxica mediada in vilro por lo gue se asocian con un mayor riesgo de
enfermedad gastrica en humanos infectados con H. pylori. (Kim y Blanke
2012)
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Las contribuciones de VacA y CagA a la modulacién del epitelio
del huésped son fundamentalmente diferentes. CagA, como un efector
de Tipo IV se inyecta directamente en el citosol eucariético, modula las
propiedades funcionales de solo aquellas células que H. pylori tienen
especificamente colonizadas. En contraste, VacA puede actuar tanto en
el sitio proximal de unién bacteriana a la membrana epitelial, asi como en
las celulas epiteliales no infectados después de la difusion desde el sitio
de bacterias adherentes. Asi, las células epiteliales infectadas se prevé
que sean sujetos a los efectos moduladores de tanto VacA y CagA
(Figura 3).

Existe alguna evidencia de que algunos de los efectos
moduladores celulares de VacA y CagA pueden ser sinérgicos. Por
ejemplo, un informe reciente de VacA y CagA pueden facilitar la
adquisicion de hierro de H. pylori de la superficie apical de monocapas
epiteliales polarizadas, sin dafar gravemente las células huésped (Tan
y cols, 2011; Kim y Blanke 2012). Sin embargo, la mayoria de los
estudios hasta la fecha que las actividades no mévil de VacA y CagA
son fundamentalmente antagonica. VacA y CagA inhiben los efectos del
otro sobre las celulas epiteliales, con CagA abajo de la regulacién
vacuolizacién celular, y VacA abajo de la regulacién del fenotipo colibri
de las celulas epiteliales gastricas asociadas con la inyeccién CagA (Kim
y Blanke 2012).
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etiologia de la infeccion gastrica por H. pylori



Principales Enfermedades Asociadas a la Infeccién por H. pylori

Las infecciones por H. pylori generalmente son adquiridas desde
la infancia, y pueden permanecer en el individuo durante toda su vida sin
necesidad de administrar algun tipo de tratamiento para erradicarla. En
la etapa adulta después de persistir la infeccion por varias décadas, se
pueden desarrollar algunas patologias gastrointestinales, incluyendo la
inflamacién gastrica, dlcera péptica, cancer gastrico, y linfoma géastrico
de tejido linfoide asociado a la mucosa (McClain y cols., 2009).
Helicobacter pylori se encuentra clasificada en el grupo 1 segun la IARC
(The International Agency for Research on Cancer) desde 1994, lo indica
que la infeccion provocada por este patégeno es causante de cancer para
el ser humano (Yang y cols., 2014).

Gastritis

La inflamacién de la mucosa gastrica o gastritis crénica no autoinmune,
es causada por H pylori Todos los pacientes infectados por la bacteria
presentan gastritis histologica. La gastritis se presenta cuandoc existe un
desequilibrio entre los factores citotoxicos y citoprotectores en el tracto
gastrointestinal superior. Entre los mecanismos tdxicos se encuentran:
pepsina y los acidos biliares y H. pylori. La bacteria afecta la mucosa
gastrica ya que produce lipasas y proteasas, pero el factor mas
importante de virulencia se relaciona con una toxina vacuolizante (VacA)

y otra proteina (CagA) con efecto citotdxico (Gutiérrez y cols., 2008).

Ulceras gastricas

La pérdida de continuidad del epitelio es la denominada uicera peptidica

o gastrica. Ubicandose con mayor frecuencia en la primera porcién del
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duodeno siendo relacionada su aparicién por la presencia de H. pylori ya
sea en el antro o duodeno. Al encontrarse en el antro, la produccién de
acido se ve favorecida, el cual al llegar al duodeno daria el epitelio. En el
duodeno la aparicidon de células dendriticas y la subsecuente activacién
del sistema inmune favorece la formacion de ulcera (Sudrez y cols.,
2011). Las personas que desarrollan llcera gastrica presentan niveles
elevados de inflamacién del corpus, multifocales, atrofia gastrica, y bajos
niveles de la secrecion de acido del estémago, debido a
la destruccion de las células parietales secretoras de acido del estémago
(Dorer y cols 2009).

Cancer gastrico.

Se define como cancer gastrico a la formacién de adenocarcinomas en
el estdmago, siendo las neoplasias mas frecuente en el tubo digestivo, y
el 95% de los tumores de este érgano (Arana y Corona
http://www .ejournal unam. mx/rfm/no4 7-5/RFM4 7508. pdf; Consultado
Junio 2014). El cancer gastrico es el cuarto tipo de cancer mas comin en
el mundo, y la segunda causa relacionada a cancer en el mundo. Aunque
la incidencia de este en paises desarrollados ha ido disminuyendo, en
paises como México y Chile, las cifras han aumentado ligeramente. La
organizacién mundial de la salud OMS, ha clasificado a H. pyfori en clase
1 como carcinogénico humano. Son numerosos estudios que han
demostrado que las probabilidades de desarrollar cancer gastrico son
mas elevadas en aquellas personas que presentan infeccién por esta
bacteria, aumentando hasta seis veces Mmas las posibilidades de

presentar esta patologia (Camorlinga-Ponce y cols., 2008).
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Resistencia a antibioticos

Lograr la erradicacién de cualquier agente patogeno implica
siempre la combinacion de varios factores. En el caso de H. pylori el fallo
en erradicar la bacteria se ha vuelto comun, esto debido en algunos
casos a la falta dei seguimiento correcto del tratamiento indicado, y en
muchos otros casos al régimen de farmacos utilizados. Las mutaciones
de H pylori se ha vuelto un aspecto importante al momento de tratar a
los pacientes infectados, ya que las Mmutaciones van generando
resistencia a los diferentes farmacos empleados en los diversos
tratamientos. La deteccion de resistencia a antibiéticos es crucial en el
manejo de la infeccion por H. pylori (Garza y cols., 2007; Vallejos y cols.,
2007).

La administracién del antibidtico claritromicina durante un periodo
de 7 a 14 dias es el tratamiento actual de primera linea en paises
europeos y en los Estados Unidos de América. La terapia triple basada
en levofloxicina, ha sido informada y demostrada en algunos paises, la
cual parece ser mas eficaz como tratamiento de primera linea aunque se
han mostrado algunas controversias en este. En afios recientes se ha
demostrado que la resistencia a los dos anteriores farmacos de algunas
cepas de H. pyfori es debida a fas mutaciones de los genes 23S rRNA y
A (gyrA) para claritromicina y levofloxicina respectivamente. Las
mutaciones A2143G, A2142G, y A2142C se identificaron en 69,8%,
11,7% y 2,6% de las cepas resistentes de H. pylori a la claritromicina
{Jyh-Ming y cols,, 2010).

A pesar de que las terapias de combinacion de farmacos han sido
aplicadas exitosamente a las cepas resistentes, se estd observando un
incremento de la resistencia contra estos farmacos, por Io cual se buscan

nuevas estrategias de intervencion (Léwer y cols., 2011). Es necesario
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investigar la resistencia local de Helicobacter pylori a antibioticos para asi
poder elegir una terapia efectiva en enfermedades asociadas con la
bacteria. Las evidencias sugieren que la prueba de sensibilidad a
antibi6ticos resulta en incremento de las tasas de erradicacién (Sun y
cols., 2009; Wenzhen y cols, 2010). En algunos tratamientos
comlnmente se utiliza un supresor de acido (inhibidor de la bomba de
protones) o un antagonista del receptor H2 (ejemplo: ranitidina), aunados
a dos antibidticos usualmente se elige entre amoxicilina, metronidazol o
claritromicina. La combinacién de dos antibiéticos puede mantener el
éxito de la terapia de erradicacion y disminuir la posibilidad de resistencia
antibiética secundaria (Farshad y cols., 2010; Sun y cols., 2009)

La creciente resistencia a menudo es paralela al patrén de
consumo de antibidticos y puede variar dentro de grupos de pacientes de
acuerdo con su region geografica, edad, sexo, tipo de enfermedad,
condiciones socioecondémicas otras infecciones y otros factores.
Recientemente levofloxacino, tetraciclina y furazolidona han sido
recomendadas en terapias primarias o de rescate en algunas areas. La
tabla |, muestra las tasas de resistencia de H pylori a diversos
antibioticos en los 5 continentes (Farshad y cols,, 2009; Sun y cols.,
2009). El mapa geografico y el proceso de la resistencia primaria de H.
pylori son clinicamente importantes y deben ser considerados al
momento de elegir los regimenes de erradicaciéon como es el monitoreo
constante a nivel nacional y global en un intento de alcanzar la meta
recomendada de erradicar mas del 95% de casos de resistencia. La
prevalencia de la resistencia a claritromicina, metronidazol y amoxilina
varia entre paises y es mas alta para metronidazol. La resistencia a

tetraciclina y ciprofloxacino €s poco comln (Farshad y cols., 2009).

Diversos estudios han demostrado que la resistencia primaria

a claritromicina es el principal factor predictivo de la falla terapéutica
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(Mansour y cols., 2009). En muchos casos este medicamento es la clave
de la tripie terapia, sin embargo la resistencia a claritromicina se ha
convertido en una de las razones principales del fracaso del tratamiento.
La prevalencia de la resistencia a claritromicina varia entre diferentes
paises, de 10.6-25% en Estados Unidos, 16% en Japén y 1.7-23.4 en
paises Europeos (Agudo y cols., 2010):

La resistencia a Metronidazol fue la primeramente descrita, y en
reportes recientes los rangos de resistencia van de 10-50% en Europa,
mientras que en Estados Unidos se presenta un 37%, aunque estos
valores varian dependiendo del grupo étnico estudiado (Wenzhen y col,,
2010). Anualmente en miles de personas falla la terapia de erradicacion
de Helicobacter pylori, en gran medida porque es administrada
empiricamente. Alrededor del mundo la triple terapia aplicada
empiricamente tiene tasas de éxito muy por debajo del 80% de
efectividad (Graham 2009) y la resistencia secundaria se ha
incrementado notablemente hasta a un 70%. Para resolver este
problema se necesitan pruebas de susceptibilidad antes de aplicar una
terapia de erradicacion, en especial con pacientes tratados previamente
para Helicobacter, o aquellos que se han expuesto a los mismos
antibidticos comiunmente usados para tratar la infeccion por Helicobacter
pylori (Wenzhen y cols, 2009). Debido a la creciente resistencia
presentada a claritromicina, amoxicilina y metronidazol (Agudo y cols.,
2010; Mansour y cols., 2010; Siavoshi y cols., 2010; Zhang y cols., 2010),
se han elegido antibidticos como levofloxacino, tetraciclina y furazolidona
en terapias primarias 0 de rescate en contra de Helicobacter pyiori (Sun
y cols., 2009).
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Mecanismos de resistencia

Una serie de factores han sido implicados como causa de la falla
del tratamiento, incluyendo la penetracién inefectiva de los antibiéticos
dentro de la mucosa gastrica, la inactivacion de antibiéticos por el bajo
pH del estémago, falta del cumplimiento completo de la terapia por parte
del paciente, y la resistencia emergente que presenta Helicobacter pylori
a los diversos antibiéticos frecuentemente usados (Agudo y col,, 2010).
Un factor importante para la evolucion de la resistencia, es que muchos
de los antibiéticos usados para erradicar Helicobacter pylori, son tambiéen
usados en otro tipo de enfermedades; el farmaco metronidazol es
utilizado en parasitosis, tetraciclina es usado en enfermedades
respiratorias, infecciones intestinales, diarrea y cdlera, claritromicina es
usado también en enfermedades respiratorias, mientras que amoxilina es
prescrito en faringitis estreptococcica e infecciones del tracto urinario.
Furazolidona es recomendada en casos de giardiasis (Siavoshi y col,,
2010).

la resistencia bacteriana a farmacos puede ser una propiedad
intrinseca, relacionada con genes cromosomales, sin embargo esta
tambien puede ser adquirida por genes foraneos acarreados en
elementos genéticos moviles (transferencia horizontal de genes) o la
combinacion de ambos (Siavoshi y col, 2010). Se ha demostrado que la
resistencia a diferentes antibiéticos se desarrolla en Helicobacter pylori
por medio de la adquisicién de mutaciones cromosomicas en el sitio de

accion del farmaco (Farshad y col., 2010).
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Medicina Tradicional

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se define como
medicina tradicional al el conjuntc de conocimientos, aptitudes y
practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las
diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento
de la salud, asi como para la prevencion, el diagndstico, la mejora o el
tratamiento de enfermedades fisicas o mentales (http://www.who.int
Consultado: Junio 2014) En el contexto del uso tradicional de las plantas
con propiedades medicinales se usan partes como hojas, tailo, corteza o
raiz, lo que se piensa cura se la afeccion, lo cual es sometida a ebullicion
en agua. Esta decoccién se toma como té o agua de uso, dependiendo
de la enfermedad a tratar y de los usos y costumbres de la poblacién en
donde la infusion es utilizada (Bist-Johnson y cols,, 2011; Reyes-Garcia
2010).

Con la implementacién y produccion de nuevos farmacos, el uso
de plantas para tratar enfermedades y dolores recurrentes quedo
relegado por algunas décadas, sin embargo, hoy en dia existe un
creciente interés en el uso de esta terapia, no sélo por parte de las
poblaciones rurales que basan la mayor parte de sus tratamientos en la
medicina tradicional, sino también en el ambito cientifico que se
encuentra intrigado por la posible capacidad que pueden tener estos
productos naturales de atenuar o eliminar enfermedades producidas por
microrganismos (Reyes-Garcia 2010; Bisi-Johnson y cols., 2011). Las
estructuras delucitadas a partir de extractos obtenidos de plantas de uso
medicinal, aisladas y caracterizadas comunmente son conocidas como
compuestos bioactivos, Ios cuales son metabolitos secundarios de las
plantas, los cuales no intervienen en &l metabolismo primario de la planta,

si no que son compuestos provenientes del metabolismo secundario, y le
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ayudan a la planta para protegerse en contra de agresiones por
patégenos, o predadores. Son precisamente éstos compuestos
bioactivos a los cuales se les atribuye la capacidad de combatir las
infecciones producidas por microorganismos en el organismo humano,
ya sea inhibiendo el crecimiento o destruyendo a los microorganismos
(Lars y cols., 2007, Pitchai y cols., 2010, Hadacek y cols., 2011).

Medicina tradicional en México

La integracién medica de México, en los campos de investigacion clinica,
Yy terapéutica, ha sido lenta, lo que ha mantenido a la medicina tradicional
eén un rezago nacional e internacional. Es importanie rescatar las
riquezas heredadas de! conocimiento tradicional y poderle dar un uso
actual que sea beneficioso parta la salud de la poblacién. La validacién
clinica, preventiva, terapéutica, y profilactica que pueda convertir a la
Medicina Tradicional Mexicana, como una alternativa viable cientifica de
vida y salud; es un reto actual para las ciencias de la salud (Rojas 2009
http://www.tlahui.com/libros; consultado junio 2009). EI empleo de
plantas medicinales es una actividad comun en todo México y estd muy
unida a las condiciones econémicas, la falta de cuidados médicos y
condiciones insalubres, mal nutricion y salarios bajos, esto conjunto al
alto costo de algunos medicamentos, han contribuido a que las personas
necesiten usar tanto la medicina tradicional como la convencional para
mantener la salud (Estrada y col., 2007).

Existe abundante informacion acerca del uso de plantas en el sur de
México, en la cual se muestra la importancia y el gran legado del
conocimiento acerca de los diferentes usos y aplicaciones de las plantas,

ahora también usadas ampliamente en el norte del pais. (Estrada y cols,,
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2007, Garibay y cols., 2007). La mayoria de infusiones son preparadas
hirviendo los componentes de la planta como hojas, flores, y partes del
tallo. En muchos casos sblo es necesaria una especie, sin embargo
puede prepararse un té con dos o mas especies, dependiendo de la
enfermedad a tratar (Estrada y col, 2008; Rodriguez-Fragosa, 2009;
Ruan y col, 2006). El concepto de diferentes componentes como
principio activo actuando de forma sinérgica en infusiones herbales
puede ser inusual, sin embargo como ocurre en los tratamientos herbales
mexicanos, el efecto puede provenir de la suma de los diferentes
constituyentes activos de la o las plantas usadas en la infusién, y
producto de una monoterapia usando un agente especifico, aunque esto

tambien es posible (Rodriguez-Fragosa, 2009).

Diversos estudios llevados a cabo en el sur de México revelan la rica
diversidad de plantas de la nacién y el extenso conocimiento del uso de
plantas. En el estado de Hidalgo 101 plantas son utilizadas con diferentes
propositos, de estas 101 plantas el 47% se usan con fines medicinales
mientras que en estados como puebla, el 80% de un total de 49 especies
utilizadas es ingerido como infusién herbal, en Oaxaca 80 especies son
usadas con fines terapéuticos y en Quintana Roo son 83 las especies de
plantas que sirven para estos propositos medicinales (Estrada y cols.,
2009).

Plantas Medicinales en Sonocra

El estado de Sonora posee una flora muy diversa. En esta region se
pueden encontrar matorrales, pastizales y bosques templados. En la
region del sur de sonora podemos encontrar tanto pastizales como
boques tropicales (Johnson y col,, 1996). Algunas de éstas plantas que

forman parte de la MT en el sur de Sonora son gobernadora (Larrea
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tridentata), chamizo (Ambrosia dumosa), zacate galleta (Pleuraphis
rigida) y ocotillo (Fouquieria splendens) las cualeshan sido empleadas

para tratar algunas enfermedades (Johnson Gordon y col., 2008).

Hyptis emoryi Torr (Salvia)

El nombre comin de esta planta es “Salvia”. Es un arbusto
perteneciente a la familia Labiata, nativo de 0.5-3 m de altura, con, ramas
cinéreas con pelos finos, amontonados dendriticamente ramificados
formando una capa mas o menos aspera de lana blanca o gris. Sus hojas
son lanceolando-ovaladas a anchamente ovadas y ocacionalmente
suborbiculares, agudas o redondeadas en el apice, cuneadas a
trunqueadas de 8-25 mm de ancho por 1.5-4.5 cm de largo con margenes
aserrado-dentados. Se localiza en arrollos, cafiones y pendientes
rocosas en la parte norte, central y sur del estado de Sonora. Se emplea
en enfermedades como bilis, tos, resfriado, pasmo de parto, asma y dolor

de muelas. Se utilizan las hojas, flor y punta de las ramas (Figura 4).

Baccharis glutinosa (Batamote)

Arbusto nativo ramificado con altura de 2-5 m, conocido en la region
como “‘Batamote”, sus ramas son estriadas, glabras y esparcidamente
granular-glutinosas; posee hojas lineares a  lanceoladas con un ancho
de 4-18 mm por 5-12 mm de largo, acuminadas en el apice,
angostamente y atenuadamente cuneadas en la base. Las flores poseen
lobulos ligeramnte estaminados extendiéndose hasta arriba de las cerdas

del papo; corolas pistiladas mucho mas cortas gque el papo, las ramas del
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Figura 4.- Ejemplar de Hyptis emoryi

35




estilo excertas 1-1.5 mm, cerca de 1 mm de largo con cinco costillas bajas
glabros. Se utilizan las ramas, raiz y hojas. Se emplea en afecciones del

estomago (dolor), para Ios rifiones, y dolor de muelas (Figura 5).

Rhizophora mangle L (Mangle rojo)

Arbusto a arbol nativo de hasta 25 m de alto; perteneciente a la familia
rizhophraceae, su nombre comdn es “Mangle rojo” (Figura 6), tiene una
corteza delgada, grisacea, someramente surcada o Casi lisa sobre los
tallos jévenes; hojas elipticas y color verde obscuro, agudas en el apice,
base mas o menos decurrentes sobre el peciolo. Se puede localizar en
playas lagunas lodosas de bahias 0 esteros de la costa del golfo de
california. Florece de marzo a noviembre. Se usa la raiz seca y el fruto
para elaborar un t& que ayuda a eliminar 10s sintomas de la disenteria
(Johnson Gordon y col., 2006).
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Figura 5.- Ejemplar de Baccharis glutinosa.
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Figura 6.- Ejemplar de Rhizophora mangle L
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Farmacos Aislados de Plantas

El uso de plantas como medicamentos ha involucrado el
aislamiento de compuestos activos. El aislamiento y caracterizacion de
compuestos farmacologicamente activos de plantas medicinales
continla hasta nuestros dias sometiendo a diversas plantas a
exploracion en busqueda de compuestos bioactivos (metabolitos
secundarios). La investigacion sobre la composicion quimica de plantas
medicinales, y especialmente los metabolitos secundarios es un campo
de investigacion dinamica en el mundo y es la base para el
descubrimiento de nuevos farmacos (Pitchai y cols, 2010). Los
metabolitos secundarios no son desperdicios quimicos de las plantas,
sino una defensa quimica contra herbivoros, ayudan también a la planta
a tolerar el esfrés y a sobrevivir al ecosistema, ademas les brindan
ventajas evolutivas en la competencia del espacio de sobrevivencia y en
la busqueda de nutrientes (Lars y cols, 2007). Los metabolitos
secundarios (MS) de las plantas pueden presentar propiedades
biolégicas, pudiendo desempefiar funciones ecoldgicas, a estos pueden
darse diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas,
herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros. (Avalos y Pérez-Urria
2009)
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la Muestra Vegetal

Especimenes vegetales con las caracteristicas descritas por
Johnson y col.,, 1996 para las especies Hyplis emoryi (Salvia), Baccharis
glutinosa (Batamote), y Rizophora mangle L (Mangle rojo) fueron
colectados en los municipios de Cajeme y Hutabampo. Las
caracteristicas taxonémicas de las muestras colectadas fueron validadas
en el Herbario de la Universidad de Sonora por €l Ing. Jesus Sanchez.
Todas las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Bioguimica y
Toxicologia, diseccionadas y secadas en la sombra a temperatura
ambiente de 25 °C. Posteriormente fueron trituradas en un molino
eléctrico marca Thomas Scientific modelo 3383-L10. Las muestras
pulverizadas fueron depositadas en bolsas de polietileno y almacenadas
hasta su utilizacién (Musyimi y cols., 2008; Flores y cols., 2008).

Obtencion del Extracto Metanélico

Los extractos fueron obtenidos mediante un proceso de extraccion
por particién solido-liquido utilizando metanol grado reactivo. Pare ello,
las muestras pulverizadas fueron mezcladas con metanol en un relacion
1:10 (p/v) y luego puestas en agitacién constante por 96 horas a 25 °C.
Finalizada la extraccion, la solucién fue fitrada por gravedad con papel
Whatman No. 4 y luego filtrada al vacio con papel Whatman No.1. La
solucion filtrada se concentré en un evaporador rotatorio marca Yamato

RE 300 a una temperatura entre los 40-45 °C. El concentrado obtenido



fue dominado extracto metandlico, fue colectado y almacenado se
almacené a 4°C hasta su utilizaciéon (Mothana y cols., 2009).

Analisis Fitoquimico

El analisis de los principales grupos de compuestos quimicos
presentes en las muestras se realizé en base a las técnicas expuestas
por Jones y Kinghorn 2006; Egwaikhide y Gimba 2007; y Baso 2009, con
algunas modificaciones. Para ello, en cada caso se utilizé 1 mg de
extracto. Para la determinacion de alcaloide se utilizdé el reactivo de
Meyer y el de Dragendorff. Los polifenoles fueron detectados por ef
ensayo del cloruro férrico. La presencia de terpenos se determind
mediante el ensayo de Salkowski. La presencia de sesquiterpeniactonas
se realizd en utilizando el reactivo de Baljet. La reaccion de gelatina fue
usada para determinar la presencia de taninos. La presencia de
flavonoides se determind mediante H2SO4 y €l ensayo de Shinoda.
Finolmente, se realizd6 fa prueba para determinar la presencia de
saponinas, al igual que el ensayo de Liebermann-Burchard para

determinar la presencia de compuestos esteroidales.

Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana

Preparacion del Inéculo

El cultivo primario de Helicobacter pylori fue realizado en caldo Mieller-
Hinton adicionado con suero de cabalio al 10% a partir de un cultivo
criopreservado. Los medios fueron incubados a 37°C por 3 dias en una
atmdsfera microaerofilica. A partir del cultivo primario se prepard un

subcultivo con caldo Mieller-hinton enriquecido con 10% de suero de
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caballo, incubando por 24 horas bajo las mismas condiciones Después
el cultivo fue ajustado a 0.5 en la escala de MacFarland para obtener una
concentracién de 108 UFC/mL (Pérez y cols., 2007).

Microdilucion en Caldo

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos estériles de fondo
plano. Se prepararon diluciones seriadas a la mitad de los exiractos en
dimetilsuféxido (DMSQ) y caldo Mueller-Hinton a concentraciones finales
de 3200, 1600, 800 y 400 ug/mL. Para la evaluacién de la actividad
antimicrobiana se utilizaron 100 pL del indculo ajustado, y 100 pL de la
dilucién de cada extracto a cada concentracion. Como control de prueba
se utilizaron 100 pL de caldo Mueller-Hinton y 100 pL de cada dilucién
del extracto. Como control positivo de crecimiento se utilizaron 100 pL
del inoculo y 100 pL de caldo Mueller-Hinton con DMSO a la
concentracion mas alta utilizada. Todas las placas se incubaron a 37 °C
por 24 horas en una atmosfera microaerofilica (5% de Oz, 10% COz, 85%
N2). Se realizaron lecturas espectrofotométricas a 630 nm cada
veinticuatro horas por noventa y seis horas. Todos los ensayos fueron
realizados por triplicado (Gurinder y Daljit 2009).

Difusién en Disco

Para determinar la actividad antibacteriana de manera cualitativa, se
realizo el método de difusion en disco (Haider y col 2009). Para ello, 10
pL del indculo de trabajo fueron sembrados en forma masiva agar
Mueller-hinton enrriquecide con 10% de suero de caballo. Discos
estériles de papel fitro Whatman No. 1 de 068 om de diametro
impregnados con 13 pL de la dilucion de 1,600 pg/mL de cada uno de los

extractos metandlico, y fueron colocados en el centro de las placas Petri,
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Todas las placas fueron incubadas bajo condiciones microaerofilicas a
37 °C y revisadas a 24, 72 y 120 horas. Se utilizaron controles de
esterilidad de los discos de papel filtro, y un discos impregnados con una
solucion de DMSO a 6.25 % en caldo Mueller-Hinton para el control
positivo de crecimiento. Todos los ensayos fueron realizados por
triplicado.
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RESULTDOS
Obtencion del Extracto Metandlico y Analisis Fitoquimico

A partir de 50 g de la muestra vegetal se obtuvieron para R
mangle L. 20 g de extracto metandlico, 6 g de extracto para B. glutinosa,
y 6.38 g de extracto para H emoryi. Estos valores corresponden a
porcentajes de rendimiento del: 40 %, 12 % y 12.76 % respectivamente.
El analisis cualitativo de los constituyentes quimicos de los extractos
mostro que existen diferencias entre sus perfiles fitoquimicos (Tabla ).
El extracto de R mangle L. fue el Unico que dio prueba positiva para
flavonoides, y a diferencia de los otros extractos no dio resultados
positivos para la presencia de compuestos esteroidales. Por otro lado, en
extracto de B glutinosa fue el Unico que dio prueba positiva en la
determinacion de alcaloides, y al igual que H emoryi dio prueba positiva
para la presencia de compuestos esteroidales. Finalmente, se encontré
que los extractos poseen diferentes solubilidades en calde Mueller-
Hinton utilizando DMSO como vehiculo. De los tres extractos el de R
mangle L. fue disuelto con facilidad, mientras para los otros se necesito

mas tiempo y fuera de agitacion.

Evaluacién de la Actividad Antibacteriana Mediante

Microdilucion en Caldo

La figura 7 presenta los resultados de la actividad antibacteriana
del extracto metandlico de Baccharis glutinosa en contra del crecimiento
de H. pylori. La medicion de la D.O. muestra que no se presenté inhibicién
a ninguna concentracién (200, 400, 800 y 1600 pg/mL) durante las 96
horas de evaluacion. Los datos muestran que entre las diferentes

concentraciones evaluadas, existen diferencias y similitudes en los
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Tabla Il.- Analisis Fitoquimico de los Extractos Metandlicos

Ensayo Muestra
R. mangle L H emoryi B. glutinosa
Alcaloides - ++
Polifencles + + +
Terpenos + + +
SesquiterpenLactonas + 5 =
Taninos + + +
Flavonoides +,+ - -
Esteroles - + +
Saponinas + i &

ke

{+):Positivo;(-}: Negativo;(+,+): Positivo para dos pruebas; (-,-); Negativo para dos pruebas.
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Figura 7.- Actividad antibacteriana del extracto metanclico de B. glutinosa sobre
el crecimiento de H. pylori (ATCC 43504).



patrones cinéticos de crecimiento de H. pylori. En la figura 7 se observa
que a una concentracion de 1600 y 800 pg/mL las cinéticas de
crecimiento describen el mismo patrén, mientas que a una concentracién
de 400 y 200 pg/mL las cinéticas posee la misma tendencia. Al igual que
B. giutinosa, el extracto metandlico de Hyptis emoryi no presentd un
efecto inhibitorio importante. De todas las concentraciones evaluadas,
solo a 400 pg/mL inhibié el 7.9 % del crecimiento de H. pylori durante las
primeras 24 horas de evaluacion (Figura 8). De manera andloga a lo
observado en B. giutinosa, las cinéticas de crecimiento presentaron
patrones de comportamiento similares entre si. En primer lugar, parece
existir una refacion positiva entre la concentracion del extracto y el
aumento en la densidad éptica (D.O.). En segundo, las cinéticas de
crecimiento obtenidas a concentraciones de 200 y 400 ug/mL describen
el mismo patron, mientras que a una concentracion de 800 y 1600 pg/mL
se observan cinéticas con la misma tendencia.

La evaluacién de la actividad antibacteriana del extracto
metandlico de la corteza de R mangle L. arojo resultados diferentes a
los obtenidos con los extractos anteriores. A una concentracion de 1600
Mg/mL inhibio el 22.9 % del crecimiento de H. pyfori durante las primeras
24 horas de evaluacién, pero no se mostrd inhibicion bajo el efecto de las
concentraciones restantes (Figura 9). Bajo el efecto de este extracto, se
obtuvieron patrones de crecimiento cinético completamente diferentes a
los originados por el efecto de los ofros extractos. Contrario a H. emoryi,
parece existir una relacion negativa entre la concentracion del extracto y
el aumento en |a densidad éptica (D.O.), pues a mayor concentracion
encontramos menor D.O. Asi mismo, se observé que las cinéticas
obtenidas bajo ef efecto de las diferentes concentraciones, poseen una

tendencia similar.
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Figura 8. Actividad antibacteriana del extracto metandlico de H. emoryi sobre el
crecimiento de H. pylori (ATCC 43504).
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el crecimiento de H. pylori (ATCC 43504).
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Evaluacion de la Actividad Antibacteriana Mediante

Difusion en Disco

La tecnica de difusion en disco se realizd para esclarecer los
resultados obtenidos mediante el método de microdilucién en caldo. La
figura 10 muestra los resultados de la evaluacion de la actividad
antibacteriana del extracto metandlico de B glutinosa, el control de
esterilidad y el control de crecimiento normal. Los resultados cualitativos
muestran que este extracto no posee actividad antimicrobiana a esta
concentraciéon evaluada que fue de 20.8 pg (Figura 10b). Los mismos
resultados se obtuvieron con el extracto metandlico de H emoryi, pues
durante la evaluacion se observé ausencia total de inhibicion (Figura
11b). A diferencia de los resultados anteriores, el extracto de R mangle
L. si mostro inhibicién cualitativa del crecimiento de H pylori, pues se
presentd un halo de inhibicién de 10 mm de diametro (Figura 12b).



Figura 10.- Efecto inhibitorio del extracto metanédlico de B. glutinosa. sobre el
crecimiento de H. pylori. (b); Control de esterilidad (+) y de crecimiento positivo; (a)

51



Figura 11.- Efecto inhibitorio del extracto metandlico de H emoryi sobre el
crecimiento de H. pylori. (b); Control de esterilidad(+) y de crecimiento positivo; (a)
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Figura 12.~ Efecto inhibitorio del extracto metanclico de R mangle L. sobre el
crecimiento de H. pylfori. (b); Control de esterilidad (+) y de crecimiento positivo; {a)
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DISCUSION

Los resultados det presente trabajo parecen indicar que los extractos
metandlicos de B. glutinosa y de H. emoryi carecen totalmente de
actividad antibacteriana en contra de H pylori. Asi mismo, la evaluacién
indica que el extracto metandlico de R mangle L. posee una reducida
capacidad antibacteriana. Sin embargo, el analisis de los datos sugiere
que los valores de D.O. obtenidos estan alterados y no reflejan la
verdadera actividad antibacteriana de los extractos. El método de
microdilucion en caldo standarizado por NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards) es un método basado en la medicion
turbidometrica del crecimiento bacteriano (Cos y cols., 2006), y cualquier
factor que altere ei origen de esta turbidez puede conducir a una falsa
interpretacion de los resultados. En el presente estudio, encontramos que
existe una irregularidad en las mediciones debido a una interferencia
entre los constituyentes de los extractos y los constituyentes del medio
de cultivo. Nosotros creemos que durante el ensayo, los valores de D.O.
estan en funcién de dos procesos que afectan a la turbidez de manera
contraria. En primer fugar, pensamos que los extractos poseen
compuestos que inhiben el crecimiento bacteriano, lo cual contribuyen a
fa disminucién de la turbidez. Por ofro lado, parece que los extractos
poseen compuestos capaces de precipitar de manera inespecifica a los
constituyentes dei medio, lo cual aumenta la turbidez. El analisis
fitiqguimico reveio que los extractos dieron positiva la prueba para taninos
y polifenoles, compuestos a los cuales se les ha documentado la
capacidad de precipitar proteinas inespecificamente (Scalbert 1991;
Isaza 2007; Sher 2009). Asi mismo, creemos que ofros factores como: la
poca solubilidad de los extractos, su tendencia a formar mezclas

coloidales, la adicion de albumina sérica, fa evaporacion del medio y Ia



evaporacion del vehiculo, contribuyen a la precipitacion observada

durante los ensayos.

La verdadera actividad antibacteriana de los extractos esta
enmascarada dado que las mediciones no arrojan valores de D.O
originados por €l verdadero crecimiento de H. pyfori Si bien, algunos
componentes de los extractos precipitan y otros inducen precipitacién de
las proteinas del medio, el propio crecimiento bacteriano también
modifica la turbidez porque algunas células se depositan en el fondo del
pozo. Este depdsito heterogéneo de células, componentes del medio y
componentes del extracto contribuyen a la sobre estimacion del
crecimiento bacteriano, pues genera valores ambiguos vy los alterados de
D.O. Algunas investigaciones corroboran nuestras observaciones, y han
descrito que los componentes de los extractos pueden interferir con la
determinacion del efecto antibacteriano Mediante los factores
anteriormente mencionados (Eloff 1998). Algunos autores han realizado
modificaciones al método de Microdilucion en caldo, sugiriendo
determinar el crecimiento bacteriano mediante ensayos colorimétricos.
La medicion espectrofotométrica de cromoforos especificos capaces de
ser reducidos por el metabolismo bacteriano (MTT, TTC, XTT e INT)
ofrece correlaciones mas confiables que la medicién por turbidometria
(Eloff 1998; Gabrielson y cols., 2002; Weseler y cols., 2004; Al-Bakri y
Afifi 2007;). Sin embargo, también se ha reportado que algunos extractos
pueden interferir con estos ensayos, debido a que poseen compuestos
quimicos capaces de reducir los cromoforos (Eloff 1998; Shoemaker y
cols. 2004; Peng y cols. 2005).

El analisis del comportamiento cinético del crecimiento de H. pylori
bajo el efecto de B. glutinosa (figura 7) sugiere que a 200 pg/mL, los

valores de D.O. son el resultado conjunto del crecimiento bacteriano y de
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la precipitacion de los componentes del medio. A 400 pg/mL de extracto,
la concentracion de los compuestos que inducen precipitacién
inespecifica parece aumentar, y la D.O. es mayor. Sin embargo, al pasar
a los 800 y 1600 pg/mL de extracto, la precipitacion compite con la
inhibicion. En este punto la concentracion de los compuestos
antibacterianos es lo suficientemente alta para reducir la turbidez
originada por crecimiento bacteriano, por lo que la D.O. disminuye. En el
caso de H. emoryi, la relacion positiva entre la concentracion del extracto
y la D.O parece estar en funcion de: la relativa insolubilidad del extracto,
la formacion de particulas coloidales, y una mayor precipitacion de las
proteinas del medio (figura 8). A la menor concentracion evaluada, existe
evidencia de actividad antibacteriana. A concentraciones de 400, 800 y
1600 pg/mL la D.O. probablemente aumenta por que la turbidez originada
por la precipitacion de los componentes del medio, sobrepasa la
inhibicion del crecimiento bacteriano que ejercen los compuestos

presentes en el extracto.

El analisis del comportamiento cinético de crecimiento de H. pylori
bajo el efectos del extracto de R mangle L. refuerza nuestros
argumentos. Los datos indican que existe una relacion negativa entre la
D.O. y la concentracién del extracto (figura 9). A 1600 pg/mL el efecto de
los compuestos antibacterianos es mayor que el de los compuestos
responsables de la precipitacion de proteinas, la actividad antibacteriana
es evidente. A concentraciones menores, la turbidez aumenta por efecto
de la precipitacion debido a que los compuestos antimicrobianos ejercen
menor efecto (probablemente porque estan en menor cantidad), y los
valores de D.O. obtenidos se deben a la turbidez originada por la
precipitacion y por el crecimiento bacteriano. Por otro lado, el analisis de
los resultados de la evaluacion de la actividad antibacteriana mediante el

método de difusion en agar parece corroborar que solo el extracto
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metandlico de R mangle L. posee propiedades inhibitorias. Nosotros
creemos que la poca solubilidad de los extractos de B. glutinosa y H.
empryi, asi como, la baja concentracién utilizada para impregnar el
sensidisco son los factores responsables de que no se observara

inhibicién del crecimiento de H. pylori.

El estudio fitoquimico se realizé con la finalidad de estimar la
naturaleza quimica de los compuestos responsables de la actividad
antibacteriana. Aungue los extractos mostraron poseer un perfil similar,
las diferencias en su constitucién fitoquimica pueden estar en funcién de
la actividad antibacteriana encontrada. Algunas investigaciones han
identificado ciertos compuestos quimicos en el género Baccharis sp. Se
ha reportado la presencia de algunos flavonoides como la guercitina,
luteina, y naringenina, a los cuales se les ha documentado su actividad
antimicrobiana (Proestos y col., 2005; Pereira y col,, 2007). Ademas, se
ha reportado que la actividad antimicrobiana del género esta dada por
compuestos terpenocides. Derno y cols., 2005 ha reportado actividad
antimicrobiana de aceites esenciales de Baccharis flabellata contra S
aureus. Para H. emoryi se ha reportado por Sheth y cols,, 1972 actividad
anticancerigena, se ha detectado la presencia de acido betulinico.
También se ha reportado por Tanowitz y cols., 1984, la presencia de
terpenos antimicrobianos como el alfa-pineno, beta-pineno, y el limoneno
(Dai y col, 2013). En el caso de R mangle L. la investigaciones
realizadas por Sanchez 2000 han reportado que la mayoria de ios
constituyentes quimicos presentes en el extracto de la corteza son
polifenoles. Y que todos los constituyentes quimicos aportan en mayor o
menor grado efecto inhibitorio del crecimiento de S. aureus. Sin embargo,
las investigaciones realizadas por Zamora-Alvarez 2014 demostraron
que la actividad del extracto metandlico de la corteza se debe a muiltiples

compuestos.
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CONCLUSIONES

Los métodos empleados para la evaluacion de la actividad antibacteriana
no permitieron determinar la verdadera capacidad inhibitoria de los
extractos metandlicos sabre el crecimiento de H. pyfori.

De las tres muestras vegetales solo el extracto de Rhizophora mangle L.

presento actividad antibacteriana en contra de H pylori.
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RECOMENDACIONES

Evaluar de manera cuantitativa la actividad antimicrobiana utilizando el

método de dilucion en agar, mediante el conteo de las UFC/mL.
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