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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la actividad antimicrobiana y letalidad de extractos hidroalcohdlicos
obtenidos de plantas contra Helicobacter pylori.

Objetivos Particulares

Obtener extractos hidroalcohdlicos de plantas medicinales.
Determinar el potencial antibacteriano de extractos contra H. pylori.
Determinar la concentracion minima inhibitoria de los extractos activos.

Determinar la letalidad de extractos activos sobre Artemia salina L.



RESUMEN

Helicobacter pylori (H. pylori) es un microrganismo de gran importancia a nivel mundial. Aunque
su prevalencia puede variar ampliamente dentro de los grupos de poblacién, se estima infecta
hasta a un 50% de la poblacibn mundial (Parsonnet, 1998). H. pylori es conocida como la
principal causa de gastritis cronica en humanos. De manera que su erradicacion esti
directamente relacionada con la resolucion de la gastritis (Adeniyi y col., 2009). Alrededor del
10% al 15% pueden desarrollar Glcera péptica gastrica o una gastritis atréfica que podria ser el
primer paso para la evolucion a cancer gastrico, el cual se presenta entre 1% a 3% de la
poblacion infectada, estimandose que un 7% de la poblacion a nivel mundial podria desarrollar
eventualmente cancer gastrointestinal asociado a H. pylori (Torres y col., 2005).

A pesar de que las terapias aplicadas actualmente para la erradicacion de Helicobacter pylori
son efectivas en la mayoria de los casos, cada vez se presenta con mayor frecuencia la
aparicion de cepas resistentes a los antibidticos utilizados. Es por eso que, dadas las
problematicas ocasionadas por la infeccion por H. pylori, se mantiene el interés en la busqueda
de nuevos agentes bactericidas que inhiban el crecimiento de esta bacteria, ya que existen
pocos antibidticos efectivos, de los cuales se requieren altas dosis para lograr el control de la
infeccion, lo que provoca un aumento en la presencia de efectos secundarios en los
consumidores, motivo por el que se incrementa el abandono del tratamiento, aunado al riesgo
de generar resistencia por parte de la bacteria.

En las diversas comunidades indigenas del estado de Sonora se utilizan las infusiones de
plantas para el control de enfermedades gastrointestinales. Por lo que se evalué la actividad
antibacteriana de 34 extractos hidroalcohdlicos contra H. pylori, utilizando el método de disco
de papel en placa utilizado por Heisey (1992). Habiéndose obtenido actividad bactericida o
bacteriostética de los extractos de Allium sativum, Eucalyptus radiata, Rosmarinus officinalis y
Valeriana officinalis. La evaluacion de letalidad de los extractos activos anti-H. pylori demostro
gue los extractos de Allium sativum y Eucalyptus radiata, no presentan toxicidad para los
nauplios a las MIC determinadas en este estudio. Sin embargo, los extractos de valeriana tanto
de hoja como tallo, presentaron porcentajes altos de mortalidad a las concentraciones minimas
inhibitorias, por lo que estos extractos no son recomendados para utilizarse con la composicion
gue evaluada (Fernandez-Calienes y col., 2009). Para tales extractos toxicos es conveniente
llevar a cabo el aislamiento de sus compuestos ya que en estado de pureza podrian producir un

efecto toxico menor en comparacion con el extracto crudo.



INTRODUCCION

Actualmente Helicobacter pylori (H. pylori) es un microrganismo de gran importancia a nivel
mundial. Aunque su prevalencia puede variar ampliamente dentro de los grupos de poblacion,
se estima infecta hasta a un 50% de la poblacion mundial. En algunos paises en vias de
desarrollo, la mayoria de los nifios suelen infectarse alrededor de los 10 afios de edad, de
manera que se presenta una infeccién universal al llegar a la edad adulta. Por otro lado las
estadisticas proyectan que en paises industrializados, la prevalencia es considerablemente
menor. Sin embargo esto no implica que la infeccién por H. pylori sea rara en estos paises. En
Estados Unidos, algunos paises de Europa y Oceania, hasta una tercera parte de la poblacion
se encuentra infectada con esta bacteria (Parsonnet, 1998). Lo anterior confirma que la
infeccion por H. pylories una de las mas comunes en el hombre en todo el mundo,
demostrando que hay una relacion entre la situacion socioecondmica de los paises con la
prevalencia de esta infeccién, siendo el desarrollo un indicador proporcional a la disminucién en
la prevalencia de infeccion por H. pylori (Chey y Wong, 2007; Triana, 2001).

La infeccion por H. pylori es conocida como la principal causa de gastritis cronica en
humanos. Existen varias evidencias que indican que la presencia de H. pylori desempefia un
importante papel etiolégico en el desarrollo de inflamacion gastrica. De manera que su
erradicacion estd directamente relacionada con la resolucién de la gastritis (Adeniyi y col.,
2009), mientras que la reinfeccién o recaida se asocia con el recrudecimiento de la inflamacion.

H. pylori también ha sido asociado con patologias como Linfoma de células B, Linfoma
gastrico tipo MALT (mucosa associated lymphoid tissue) (Wenming y col, 2012) y
adenocarcinoma gastrico (Blaser y col., 1995).

La estrecha asociacién entre la infeccién por H. pylori y el cancer gastroduodenal coloco
a esta bacteria como un agente cancerigeno de clase |, segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) (Nutpho y
Ukarapol, 2006).

Una amplia variedad de antimicrobianos han demostrado actividad in vitro frente a H.
pylori, pero cuando se han aplicado en pautas de tratamiento han demostrado escasa actividad
(Alarcén y Domingo, 2004). Las terapias actuales de erradicacién han comenzado a disminuir
su tasa de erradicacion a causa de nuevas resistencias adquiridas por la bacteria, influenciada
por distintos factores que varian tanto dependiendo de la cepa como del hospedero. Lo anterior

conlleva a nuevas investigaciones de alternativas para el tratamiento de la infeccién por H.

pylori.



Esta documentado que alrededor del 60% de la poblacién, utiliza plantas y sus derivados
en la medicacion, lo cual tiene sentido ya que hasta un 80% de los nuevos antimicrobianos y
anticancerigenos provienen de productos naturales o sus derivados (Araujo y Salas, 2008). Por
lo tanto al encontrar, que varias especies de plantas han mostrado tener potencial para proveer
drogas efectivas contra diversas enfermedades, muchos grupos de investigacién han decidido
evaluar extractos vegetales como estrategia para hallar nuevas alternativas terapéuticas.

Sin embargo, muchas plantas pueden ocasionar reacciones toxicas (Uyub y col., 2009),
es por ello que ademas de su acciéon farmacoldgica debe ser evaluada su toxicidad. Usualmente
la evaluacién toxicolégica preclinica es realizada en ratones, pero el elevado costo de estos
ensayos, aunado al sufrimiento de los animales, ha motivado el remplazo de estos
experimentos, o la reduccion en el nimero de animales usados en cada prueba y perfeccionar
las metodologias existentes con el propdsito de reducir el dolor y el estrés a los animales. Un
método utilizado para la evaluacién de toxicidad es el ensayo de letalidad usando Artemia
salina, que se basa en la posibilidad de causar la muerte de larvas de este crustaceo cultivadas
en el laboratorio. Siendo ésta una herramienta util y sencilla para la medicién de toxicidad, en la
cual se determina el valor de la concentracion letal media (CLsy) de compuestos y extractos en
medio salino. Esta técnica ha resultado Gtil para la deteccion de toxinas de hongos y
cianobacterias, toxicidad de extractos de plantas, metales pesados y para predecir citotoxicidad
de compuestos puros.

Conociendo la importancia de la infeccion por H. pylori y de encontrar alternativas de
control, en este trabajo investigamos el efecto antibacteriano de extractos de plantas como
alternativa de apoyo para el tratamiento de la infeccién por H. pylori asi como la toxicidad de los

extractos que presentaron dicha actividad.



ANTECEDENTES

Helicobacter pylori

Helicobacter pylori fue aislado por primera vez por Marshall y Warren (1983), después de una
incubacién prolongada de cultivo puro a partir de una biopsia de la mucosa gastrica humana
(Hernandez-Hernandez y col., 2009), demostrando su rol etiopatogénico en la Ulcera péptica
gastroduodenal, generando una revolucién ante la comprension y el tratamiento de mdaltiples e

importantes patologias gastricas (Ortega y col., 2010).

Morfologia

Helicobacter pylori es un bacilo flagelado, Gram negativo, curvado y microaerofilico (Wenming y
col., 2012) que se encuentra en la mucosa géstrica del estbmago humano asociado a diferentes
enfermedades digestivas (Vallejos y col., 2003). Tiene una morfologia espiral en forma de
sacacorchos cuando se encuentra en la mucosa gastrica y menos espiral cuando crece en
medios artificiales. Presenta unas dimensiones de 0,5 a 1,0 um de ancho y de 3 um de largo y
las caracteristicas estructurales tipicas de los bacilos gramnegativos, con una membrana
externa. Tiene de 4 a 8 flagelos polares, fundamentales para su movilidad, y que estan
recubiertos por una vaina de estructura lipidica, igual que la membrana externa, que parece
tener la misién de proteger a los flagelos de su degradacion por el medio acido (Alarcon y

Domingo, 2004). Su morfologia puede observarse en las figuras 1y 2.

Figura 1. Helicobacter pylori. Tomada de Forya, 2013.
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Figura 2. En la tincién Gram, H. pylori se observa como un bacilo Gram negativo.

Caracteristicas Bioquimicas

Su caracteristica bioquimica mas importante es la produccién de ureasa, considerablemente
mas potente que la de otras bacterias, puesto que es un neutréfilo acido tolerante, que expresa
un pH neutro 6ptimo mediante su vasta produccion de ureasa, con lo cual logra mantener la
fuerza motriz de protones (PMF) (Weeks y col., 2000). Esta enzima cataliza la hidrélisis de urea
para proporcionar amonio y carbamato, el cual al descomponerse, produce otra molécula de
amonio y una de acido carbénico, con lo cual se crea un microambiente neutro en las glandulas
gastricas colonizadas (Rivas-Traverso y Hernandez., 2000). La gran capacidad de sintesis de
esta enzima es a su vez un indicador utilizado en la deteccion de la infeccién por H. pylori.
También posee dos enzimas muy Utiles para su identificacion cuando crece en medios de

cultivo que son la oxidasa y la catalasa (Alarcén y Domingo, 2004).

Factores de Virulencia

Uno de los factores de virulencia de esta bacteria es la misma sobreproduccién de ureasa,
puesto que el hidréxido de amonio que es producido mediante la hidrolisis de la urea provoca
un dafo histologico, y aunque el amonio en si no es toxico, una vez generado un equilibrio
entre el amonio y el agua, se producen iones hidroxido, los cuales debilitan el moco gastrico,
efecto que permite a la bacteria desplazarse con mayor facilidad, ocupando mas espacios

intercelulares (Rivas-Traverso y Hernandez, 2000).



Esta bacteria es productora de ciertas proteinas, que atraen neutréfilos y macrofagos,
los cuales son responsables de la inflamacion de la zona afectada. Estas células también
segregan citotoxinas responsables del dafio a la mucosa, provocando la secreciones por parte
del hospedero, tales como interleucina (IL)-1-12, interferon gamma (IFN-y), especies reactivas
de oxigeno (ROS), factor de activacion plaquetaria (PAF) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

a), asimismo la bacteria produce lipopolisacéaridos y fosfolipasas (Triana, 2001).

Infeccion por Helicobacter pylori

La infeccion por H. pylori se ha convertido en un serio problema de salud publica (Lagunes-
Yanelli y col., 2010). Su prevalencia es de aproximadamente 30 a 50% en poblaciones de
paises desarrollados mientras que, en paises subdesarrollados puede sobrepasar el 80%. Esto
es atribuido a las condiciones insalubres encontradas en poblaciones de bajos recursos
(Vallejos y col., 2003).

Se ha comprobado que la prevalencia de infeccién por H. pylori es dos veces mayor en
hijos de mujeres con antecedentes de Ulceras pépticas y duodenales que en hijos de mujeres
sanas (Triana, 2001), siendo usual la expresion de una misma cepa entre los distintos
miembros de una familia (Raymond y col., 2004).

La literatura mas reciente refiere su adquisicién por via oro-oral y gastro-oral, dado que
se ha confirmado la presencia del DNA de H. pylori en saliva, placa dental, vomito y jugos
géstricos; asi como por via fecal-oral, habiéndose encontrado H. pylori en heces, de manera
que puede hallarse en aguas contaminadas, sobretodo en poblaciones de bajo nivel
socioeconomico (Hernandez-Hernandez y col., 2009; Rivas-Traverso y Hernandez, 2000). La
adquisicion natural de H. pylori ocurre con frecuencia durante la infancia (Lagunes-Yanelli,
2010; Chey y Wong, 2007) y una vez que se establece, la infeccion puede persistir durante toda

la vida, aunque también se ha descrito su eliminacion natural (Alarcén y Domingo, 2004).

Enfermedades Asociadas a H. pylori

La mayoria de las personas se presentan como asintomaticas, mientras que el 15% de los
infectados con esta bacteria desarrollan una gastritis superficial, donde se presenta un cuadro
clinico que se caracteriza por nauseas, vomito mucoso, dolor abdominal y malestar general
(Triana, 2001), que puede permanecer asi durante toda la vida o al cabo de afios o décadas,

alrededor del 10% al 15% pueden desarrollar Ulcera péptica gastrica o una gastritis atrofica que



podria ser el primer paso para la evolucién a cancer gastrico, el cual se presenta entre 1% a 3%
de la poblacién infectada, de manera que se estima que un 7% de la poblacion a nivel mundial
podria desarrollar eventualmente céancer gastrointestinal asociado a H. pylori (Torres y col.,
2005), siendo postulado el cancer gastrico como la segunda causa de mortalidad dentro de las
patologia digestiva maligna.

H. pylori ha sido asociado con otras patologias como, dispepsia (Chey y Wong, 2007),
gastritis antral tipo B, Linfoma de células B, Linfoma gastrico tipo MALT (mucosa associated
lymphoid tissue) (Wenming y col., 2012; Parsonnet y col., 1991) y adenocarcinoma gastrico
(Blaser y col.,, 1995). Ademas se ha correlacionado con otras patologias extra
gastrointestinales (Nutpho y Ukarapol, 2006) como enfermedades vasculares (Rivas-Traverso,
2000) y trombaocitopenia purpurica autoinmune (Inaba y col., 2005; Jackson y col., 2005).

También ha sido correlacionada con patologias desencadenadas por la falta de vitamina
B12, como la anemia perniciosa y manifestaciones patologicas del sistema nervioso central y
periférico, donde la sola erradicacién de la bacteria basta para corregir los niveles de vitamina

B12 y por ende las patologias mismas (Ruiz-Alvarez y col., 2005; Triana, 2001).

Terapias de Erradicacién

La primera terapia eficaz utilizada fue la "triple clasica" que asocia un imidazol (metronidazol o
tinidazol) con tetraciclina y amoxicilina durante dos semanas. Esta fue sustituida por una pauta
de tratamiento en la que se combinan dos o tres antimicrobianos junto con un compuesto anti-
ulceroso, es decir un inhibidor de la bomba de protones que permite modificar el pH para que
actue el antibiotico (Chey y Wong, 2007).

La duracion de la terapia habitual ha sido de siete dias, aunque algunos autores han
probado pautas cortas, de tres a cinco dias que incluyen tres antibiéticos. Antes de iniciar una
pauta de tratamiento se debe considerar el porcentaje de resistencia a los antimicrobianos en
esa poblacion o area geografica. También se ha demostrado que la terapia triple presenta una
alta tasa de erradicacion cuando se practican pruebas de susceptibilidad antes de realizar la
prescripcion del tratamiento (Mégraud, 1997). Esto, dado que se ha registrado la frecuencia de
resistencia a los antibidticos utilizados en el tratamiento/erradicacion donde se observa una
amplia variacion entre regiones geograficas.

Entre los antimicrobianos que han mostrado buena utilidad clinica se encuentran:
amoxicilina, tetraciclina, metronidazol y claritromicina. La furazolidona, rifabutina o las

fluoroquinolonas son otras opciones terapéuticas, mientras que entre los compuestos anti-



ulcerosos se han utilizado con preferencia inhibidores de la bomba de protones (IBP)
(omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol, esomeprazol), seguido de compuestos de
bismuto (citrato de bismuto, salicilato de bismuto, RBC: ranitidina citrato de bismuto) y en
mucha menor frecuencia los antagonistas de los receptores H; (ranitidina, cimetidina,
famotidina, etc).

Como primera opcion se recomienda la pauta de terapia triple con un IBP y dos
antimicrobianos. Si este tratamiento falla, se debe evitar repetir dos veces la misma pauta y
recomienda realizar estudios microbiolégicos antes de iniciar una nueva pauta (Alarcon y
Domingo, 2004). La asociacién de un IBP (generalmente omeprazol) con claritromicina y
amoxicilina (conocida como la OCA) es la pauta mas utilizada, logrando tasas de erradicacion
superiores al 90%, aunque también se puede utilizar una terapia triple con un IBP, amoxicilina y
metronidazol. Es preferible reservar la pauta que incluye IBP con metronidazol y claritromicina
como de segunda linea para evitar que se pueda desarrollar resistencia a los dos
antimicrobianos. La combinacion de un IBP y dos antibiéticos con las sales de bismuto se
conoce como "terapia cuadruple”, alcanza altas tasas de erradicacién pero debe reservarse
también para cuando fallen otras terapias (Chey y Wong, 2007). Recientemente se han
propuesto pautas que asocian un IBP con farmacos como rifabutina o levofloxacino, sin
embargo aun se tiene poca experiencia con ellos (Stasi y col., 2009).

Otras nuevas estrategias son enfocadas en el uso de antigenos de H. pylori combinados
con adyuvantes atenuados de cepas de Salmonella, los cuales pudieran generar los niveles
necesarios de anticuerpos para controlar la infeccion (Triana, 2001).

A pesar de las recomendaciones de terapias adecuadas para el tratamiento de la
infeccion tomando en cuenta todos los factores necesarios, nos encontramos con situaciones
limitantes a parte de la resistencia bacteriana, tales como la disponibilidad del antibiético en la
region y el costo del mismo. Factores que indudablemente tendran una influencia sobre el

tratamiento a seleccionar (Chao y col., 2012).
Resistenciay Necesidad de Nuevas Alternativas
Existe una creciente preocupacion a causa del uso indiscriminado de los antibidticos y de la

nueva emergencia de microorganismos patdgenos resistentes a los antibiéticos de presente
disponibilidad (Vallejos y col., 2003).



La resistencia de H. pylori ante los antibi6ticos es un problema a nivel mundial que requiere de
atencion urgente por parte de salud publica. Estos casos de resistencia varian entre distintas
zonas geograficas como se puede observar en la figura 3.

Es importante tomar en cuenta que la resistencia a determinado antibidtico puede
presentarse como resultado del uso previo del antibiético como tratamiento de alguna otra
infeccion gastrointestinal, asi como mal uso de estos agentes ya sea por automedicacién o mala
regularizacion farmacéutica.

La terapia triple no siempre tiene éxito en la erradicacion ya que H. pylori durante los
tltimos afios ha demostrado un aumento continuo en el desarrollo de resistencia a los
antibidticos (Castillo-Juarez y col., 2009), incluyendo imidazol y claritromicina, lo cual representa
un problema reflejado en la reduccion de la eficacia del tratamiento. Aunque la tasa de
erradicacion de esta bacteria presentaba un 80% de eficacia (Chao y col., 2012), en los ultimos
afios ha podido observar un decremento de su efectividad hasta 60%, dado el inadecuado uso
de antibidticos en paises desarrollados, un ejemplo de ello es el uso frecuente de metronidazol
(Mégraud, 1997). Por otro lado se ha encontrado que en el fracaso del tratamiento pueden
intervenir no solo los factores relacionados con el mismo tratamiento y las cepas, las cuales
dependen de la regidon geogréfica (Ruiz-Alvarez y col., 2006) sino también factores del paciente,
como la alta acidez gastrica y el incumplimiento de tratamiento, lo cual resulta en una
resistencia de la cepa en cuestion, carga bacteriana (Chao y col., 2012) y polimorfismo del
CYP2C19 (Furuta y col., 2000).

La resistencia microbiana puede involucrar diferentes mecanismos. Por ejemplo la falta
de penetracién de la droga: esto suele suceder con la mayoria de los antibiéticos. Algunas
bacterias tienen la capacidad de producir ciertas enzimas extracelulares capaces de hidrolizar el
anillo B-Lactamico de los antibiéticos beta-lactamicos antes de que la molécula penetre la
bacteria. La inactivacion del antibiético ocurre mayormente sobre [(-Lactamicos vy

aminoglucésidos (Mégraud, 1997).



B Amoxicilina @ Tetraciclina
O Claritromicina B Levofloxacina
B Metronidazol B Multiresistente

Figura 3. Prevalencia de la resistencia de Helicobacter pylori frente a antibidticos en diferentes
continentes (Wenming y col., 2012).

Plantas Medicinales

Uso de Plantas Medicinales como Tratamiento Alternativo contra Infecciones

Microbianas

A lo largo de la historia las plantas han tenido un papel decisivo como fuente de alimentos y
medicamentos. La actividad terapéutica de las plantas se puede conseguir no solo mediante
procesos de extraccion y purificacion de los activos, sino directamente de la misma planta o de
extractos simples de obtener tales como sus infusiones acuosas.

En los ultimos afios se ha observado un incremento en el uso de plantas medicinales y
de sus derivados. Esto debido a los recientes conocimientos de la composicion quimica asi
como varios ensayos farmacoldgicos tanto in vivo como in vitro de los mismos. De manera que
actualmente el uso empirico de plantas medicinales esta cientificamente sustentado (Araujo y
Salas, 2008). Existen plantas de uso medicinal a las cuales se les atribuyen propiedades
terapéuticas para tratamiento de alteraciones gastrointestinales y casos de dispepsia, tales

como: Asadirachda indica, Rosmarinus officinalis, Melissa officinalis, Mentha piperita,



Mamordica charanta, Angelica arcgangelica, Carum carvi, Chelidonium majus, Iberis amara,
Matricaria recutita, Anthemis nobilis, Brassica oleareacea, Maythemus aquifolium, entre otras
(Repetto y Llesuy, 2002; Krapp y Longe, 2003).

Sustancias Producidas por las Plantas y su Mecanismo Terapéutico

Los compuestos fitoquimicos con probable actividad antibacteriana pueden ser agrupados en

las siguientes categorias.

Fenoles y polifenoles. Se presume que su actividad se debe a la inhibicion enzimatica,
posiblemente por accion sobre los grupos sulfihidrilos de sus aminoacidos de cisteina o

mediante reacciones mas inespecificas con proteinas bacterianas.

Quinonas. Su rango de la actividad antimicrobiana es amplio actuando posiblemente
sobre las adhesinas expuestas en la superficie de las bacterias, sobre los polipéptidos de la

pared celular y sobre las enzimas unidas a membranas.

Flavonas, flavonoides, flavonoles. Estos compuestos son sintetizados por la planta
como respuesta de defensa frente a una infecciébn microbiana. Su actividad antibacteriana se
debe probablemente a su capacidad de generar complejos con proteinas extracelulares y
proteinas solubles.

Particularmente los flavonoides poseen amplios efectos bioldgicos, entre los cuales se
incluye la actividad antiulcerogénica. Son varios mecanismos propuestos para explicar el efecto
gastroprotector de los flavonoides, tales como un aumento del contenido mucosal de
prostaglandinas, disminucion de la secrecion de histamina, eliminacion de radicales libres,
incremento de la perfusién vascular y reduccion de la adherencia leucocitaria (Bucciarelli y
Skliar., 2007).

Algunas sustancias actian como inhibidores de la peristalsis gastrointestinal, la cual esta
intimamente relacionada con la capacidad de que los extractos permanezcan mayor o menor
tiempo en contacto con las paredes del estbmago, prolongando el efecto citoprotector. De esta
manera es que previenen lesiones en la mucosa gastrica producidas por diferentes métodos y
la protegen contra distintos agentes necroticos. Esto sugiere que los flavonoides, presentes en

extractos alcohdlicos de plantas, podrian ser principios activos responsables, al menos en parte,
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de la actividad antiulcerosa exhibida por las plantas estudiadas, aunque no puede descartarse
la accion de otros compuestos presentes ellas (Bucciarelli y Skliar., 2007).

Taninos. Provocan una estimulacion de la actividad fagocitaria, actividad antitumoral
mediada por el hospedero y un amplio rango de actividad antiinfecciosa. Se cree que la
actividad antimicrobiana de estos compuestos se debe a su interaccion sobre las adhesinas,

proteinas de la pared celular, y a su capacidad de unirse a polisacarido (Araujo y Salas, 2008).

Cumarinas. Se ha observado que presentan actividad antiviral, asimismo han

presentado actividad antimicrobiana contra Candida albicans en ensayos in vivo en conejos.

Terpenoides y aceites esenciales. Los terpenos o terpenoides presentan actividad
contra bacterias, virus, hongos y protozoarios. Se cree que esta actividad antimicrobiana se
debe a una perturbacion de la estructura de la membrana celular por su naturaleza lipofilica. Se
ha reportado que los terpenoides actlan contra Listeria monocytogenes. El acido betulinico
(triterpenoide) muestra actividad inhibitoria del virus VIH. El petalostemumol presenta una
actividad excelente contra Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, aunque muestra una

actividad inferior sobre bacterias Gram negativas y Candida albicans.

Alcaloides. Se han probado glicoalcaloides de especies Solanum que podrian utiles
contra infecciones por VIH asi como contra infecciones intestinales relacionadas con el SIDA. Al
igual, existen alcaloides que tienen actividad antiparasitaria contra Giaridia y Entamoeba. Se
cree que su accién antidiarreica se puede deber a sus efectos sobre el tiempo de transito en el

bolo alimenticio del intestino delgado.

Lectinas y polipéptidos. Su actividad se infiere gracias a la formacion de canales
ionicos en la membrana del microorganismo o la inhibicibn competitiva de la adhesién de
proteinas a los receptores polisacaridos del hospedero. Las tioninas son péptidos toxicos para
levaduras y bacterias Gram positivas y Gram negativas, como por ejemplo las Fabatinas que
inhiben el crecimiento de Pseudomonas, E. coli, Enterococcus, etc. Los péptidos ciclicos son
pequefios en tamafio y nimero de aminoacidos (por lo general menos de 15 aminoacidos) y

son sintetizados por bacterias y plantas (Araujo y Salas, 2008).
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Plantas Medicinales de Uso Tradicional en el Estado de Sonora
En la Tablas 1 y 2, se muestra una relacion de plantas empleadas por la etnofarmacopea
sonorense, asi como las aplicaciones que tradicionalmente se les han asignado por diversos

grupos étnicos del estado.

Tabla. 1 Uso medicinal de plantas en Sonora 1.

.Nombre cientifico/

, Uso tradicional
Nombre comun

Fue empleado contra el célera, tifus y disenteria. Actualmente es
utilizada en enfermedades coronarias, agregacion plaquetaria,
diabetes, trastornos infecciosos, erradicacibn de gusanos
intestinales y multiples alteraciones de la salud.

Allium sativum / Ajo

Ambrosia ambrosiodes /
Chicura Auxiliar en el parto y recuperacién post parto.

Desinfectar y curar llagas, reumatismo. Se utiliza solo la hoja o la

Anemopsis californica /
planta completa.

Hierba del manso

Dolor de rifiones, hemorragia después del parto, problemas
urinarios, carnosidad e infeccion en ojos, jiote. Se utiliza la savia,
hoja y planta completa dependiendo del padecimiento.

Argemone mexicana blanca
/ Cardo

Tratamiento de la fiebre, enfermedad gastrointestinal, trastornos
dermatoldgicos, disfuncién inmunitaria, enfermedad respiratoria,
trastornos inflamatorios, infecciones por pardsitos, bacterias,
hongos y virus. Como antisépticos, astringentes vy
antiinflamatorios.

Asadirachda indica / Neem

Aviccenia germinas / Dolor de rifiones, muelas, corazon y llagas
Mangle blanco ' ' '
Baccharis glutinosa / Dolor de estbmago, dolor de cabeza, dolor muscular, fiebre.
Batamote
Herida por mantarraya, dolor de cabeza, secar base de corddn
Bursera microphylla / Torote umbilical, erradicar piojos, llagas de cabeza, cortadas o rasgufios
de la cara, infecciones de cabeza.
Chenopodium ambrosiodes Para expulsar lombrices o amibas. Posee propiedades
| Epazote rojo antihelminticas.
Utilizado en el tratamiento de tos, gripe, asma, sinusitis, faringitis,
dolor de oido, inhibicién de infecciones, caspa, acné, periodonitis

Eucalyptus/ Eucalipto y gengivitis.
Al ser aplicado en heridas se previene la infeccion por bacterias y
virus.

Euphorbia prostrata / Llagas, heridas y sarampion.

Golondrina

(Adaptacién de Krapp y Longe, 2003)
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Tabla. 2 Uso medicinal de plantas en Sonora 2.

Nombre cientifico/
Nombre comun

Uso tradicional

Larrea tridentata /
Gobernadora

Mascagnia macroptera /
Gallinita

Jatropha cinérea /
Sangrengado

Proboscidea parviflora /
Ufa de gato

Riccinus communis /
Higuerilla

Rizophora sp / Mangle rojo
Rosmarinus officinalis /

Romero

Turnera difusa / Damiana

Valeriana officinalis /
Valeriana

Se utilizan hojas, ramas con hojas o raiz, para curar el mal de
orin, reumas, calentura con frio, dolor muscular, dolor de cabezay
pies, mareo, herida por mantarraya, escoraciones, calculos
biliares y renales, y erradicacion de parasitos intestinales.

Casos de refriados, diarrea y debilidad.

Dolor de muela, cataratas, diabetes, disenteria y llagas en la boca
de nifios. Dentro del género Jatropha existen especies cuyo latex
es colectado del peciolo de las hojas el cual es utilizado sobre
heridas infectadas.

Alivia acné, alergias, artritis, asma, candidiasis, inflamacion
cronica, diabetes mellitus, depresién, infeccién por virus Epstein-
Barr, fibromialgia, hemorroides, herpes, hipoglucemia, lupus
eritematoso  sistémico, parasitos, infecciones respiratorias,
infecciones virales y heridas.

Llagas en la cabeza. Como poderoso laxante.

Se utiliza el fruto con raiz seca en casos de disenteria.

Estimulante circulatorio, curacion de heridas, dolor de cabeza,
célico, diarrea y trastornos dispépticos. Como estimulante
digestivo, ténico hepdtico y astringente.

Se utilizan en conjunto las ramas y hojas para la gripa y dolor de
cuerpo.

Actlla como calmante de dolor, antiespasmaddico, sedante y
carminativo, reduce la ansiedad, el insomnio y el dolor de cabeza,
reduce espasmos del estdmago, intestino irritable y malestar
gastrico causado por nerviosismo.

(Adaptaciéon de Krapp y Longe, 2003)

Plantas Medicinales Anti - Helicobacter pylori

Recientemente los estudios relacionados con plantas medicinales con actividad anti-H. pylori

han ido en aumento. Los fitoquimicos podrian efectivamente ser una fuente alternativa para la

erradicacion de esta bacteria, ya que constituyen una fuente rica en compuestos quimicos.

Aungue se sabe que la actividad de un compuesto activo puede ser directa sobre el epitelio de

la mucosa géstrica, también existe una segunda opcion, en la cual el principio activo puede ser

absorbido desde la base hasta la parte apical del epitelio gastrico. Por lo cual, es necesario que
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éste siga siendo activo incluso después del pasaje trans-intestinal. En cualquiera de los
procesos, la velocidad de absorcion, la biodisponibilidad y la vida media del compuesto activo
son factores de suma importancia (Tan y col., 2010).

Enantia chlorantha, es un arbol que en la selva sur de la zona de Camerun, se utiliza
para el tratamiento tradicional de problemas de estébmago. Le ha sido identificado un tipo de
alcaloide el cual posee un efecto citoprotector gastrico. Es por esta razén que Tan y col. (2010)
estudiaron la actividad antibacteriana in vitro e in vivo del extracto acuoso del tallo de Enantia
chlorantha contra Helicobacter y Campylobacter jejuni, determinando que en su actividad in vitro
se encuentra con una MIC de 0.39 mg/mL tanto para H. pylori como para C. jejuni y
Campylobacter coli. Los autores concluyen que la efectividad del extracto puede no resultar
Unicamente de la accidn tdpica, sino también tener lugar mediante un componente sistémico.

Nostro y col. (2005), probaron la actividad anti-H. pylori de 17 plantas medicinales,
evaluando sus extractos acuosos e hidroalcohélicos. Los extractos se aplicaron contra una cepa
de referencia ATCC 43629 y 11 cepas provenientes de aislados clinicos. Como resultado se
obtuvieron 8 extractos acuosos y 13 extractos hidroalcohdlicos con actividad anti-H. pylori. Las
cepas de aislados clinicos etiquetadas como H. pylori 4 y H. pylori 5, presentaron resistencia a
rifabutina, tinidazol y claritromicina, asi como H. pylori 21 ante los ultimos dos farmacos
mencionados. Sin embargo, H. pylori 4, H. pylori 5 y H. pylori 21 se vieron inhibidos ante la
presencia de los extractos hidroalcohélicos de Cuminum cyminum y Propdleos. A través de
estudios fitoquimicos fueron aislados e identificados varios constituyentes de tales plantas,
como flavonoides, terpenos, aldehidos aromaticos y alcoholes (Nostro y col., 2005).

Atapour y col. (2009) realizaron un ensayo antimicrobiano, evaluando extractos
metandlicos de 12 plantas Iranies, utilizadas en la medicina tradicional. Los extractos se
aplicaron sobre dos cepas, una resistente y una sensible a metronidazol. Se encontré que diez
de los doce extractos preparados presentaron actividad anti-H. pylori. Los extractos no
mostraron una diferencia significativa entre la inhibicion sobre la cepa resistente y la cepa
sensible a metronidazol, lo que significa que el mecanismo por el que inhibe el crecimiento de la
bacteria, es diferente al utilizado por metronidazol. De los extractos de las 12 plantas evaluadas,
el extracto de hojas de Salvia mirzayanii demostré poseer un mayor potencial antibacteriano
contra esta bacteria sobre el resto de los extractos evaluados.

En base a la informacion etnobotanica obtenida a través de profesionales de la medicina
tradicional de Malasia, Uyub y col. (2010) seleccionaron treinta y dos plantas utilizadas para el
tratamiento de malestares estomacales y la cura de las heridas o lesiones del tejido externo.

Elaboraron cuatro tipos de extractos de cada planta; acuosos, metandlicos, a partir de éter de
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petréleo y cloroformo; utilizando distintas fracciones de las plantas: hoja, raiz, tallo, rizomas o
toda la planta. Los extractos fueron evaluados contra cepas de H. pylori resistentes a
metronidazol, encontrando que todas las plantas evaluadas presentaban actividad in vitro anti-
H. pylori. Los extractos presentaron distintos niveles de actividad antibacteriana, dependiendo
de la fase de extraccion utilizada. El 98% de los extractos de solventes organicos presentd
actividad frente a H. pylori, mientras que el 10% de los extractos acuosos tuvo dicha actividad.
Por su alto nivel de actividad antibacteriana, se seleccionaron los extractos de solventes
organicos de Derris trifoliata para una evaluacion de toxicidad sobre nauplios de Artemia salina,
presentando niveles de toxicidad sumamente altos en las concentraciones alrededor de la MIC
previamente determinada. Sin embargo, la toxicidad de una muestra ha demostrado ser
dependiente de la concentracion de ciertos compuestos especifico, de manera que el nivel de
toxicidad observado en dicho estudio puede haber resultado de la presencia de mdltiples
compuestos en los extractos crudos, actuando en sinergia o de forma independiente. Por lo
tanto, un aislamiento y prueba del componente puro anti-H. pylori podria resultar en la
disminucion de la toxicidad.

En la busqueda de evidencias in vitro de la actividad anti-H. pylori de extractos
diclorometanicos, hidroalcohdlicos y acuosos, Claros y col. (2007) utilizaron plantas medicinales
nativas de Bolivia evaluandolos contra cuatro cepas de H. pylori. Todos los extractos de las
plantas evaluadas presentaron actividad contra H. pylori, presentando mejor actividad los
extractos de diclorometano e hidroalcohdlicos de Cinopadium bolivianum (Khoa), Calendula
officinalis (Calendula) y Piper angustifolium (Matico), asi como el extracto hidroalcohdlico de
Plantago major (Llantén).

En otro estudio, Adeniyi y col. (2009) estudiaron la actividad antimicrobiana in vitro de los
extractos crudos de Eucalyptus camadulensis y Eucalyptus torelliana contra H. pylori. Utilizando
extractos obtenidos con n-hexano, metanol y cloroformo, se obtuvieron resultados de actividad
anti-H. pylori en todos los extractos crudos a 100, 200 y 400 pg/mL. La excepcion fueron los
extractos metandlicos de tallo y hoja de E. camadulensis y hoja de E. torelliana. Un posterior
estudio fitoquimico de estos extractos, indicé la presencia de taninos y saponinas los cuales han
demostrado poseer potencial antimicrobiano y actividad protectora contra Ulceras géstricas,
concluyendo que estos extractos pueden representar una nueva alternativa de tratamiento
contra las enfermedades gastrointestinales asociadas a H. pylori, tales como Ulceras gastricas y
duodenales.

Adeyini y col. (2009) evaluaron el extracto metandlico de Eucalyptus grandis sobre la

produccién de ureasa y la hidrofobicidad superficial de una cepa ATCC de H. pylori (43504) y
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diez aislados clinicos. Este extracto presentd actividad anti-H. pylori contra la cepa ATCC y 8 de
los aislados clinicos, observandose una inhibicion directamente proporcional a la concentracion.
Un estudio fitoquimico posterior indico el contenido de taninos, aceites esenciales y saponinas,
al igual que la ausencia de alcaloides. Se observé una disminucion en los niveles de produccion
de ureasa asi como una disminucién en la hidrofobicidad de la superficie celular de siete cepas.

Se ha sugerido que la actividad antioxidante directa sobre H. pylori puede disminuir el
riesgo de desarrollar un cuadro de gastritis y Ulceras duodenales, encontrandose la actividad
bactericida en extractos elaborados a partir de mezclas de metanol:agua, donde fueron
separados y evaluados los compuestos de alta polaridad, los cuales se presume podrian ser
polifenoles y flavonoides polares (Ghannadi y col., 2004).

En el estudio de varios aceites esenciales de distintas plantas se ha demostrado que
éstos pueden tener tanto actividad bactericida como bacteriostatica. Mientras que a su vez se
observa como aceites esenciales de plantas que contienen fenoles (orégano, clavo, tomillo y
hoja de canela) y aldehidos (hierba de limén y canela) tienen una actividad inhibitoria
considerable sobre bacterias Gram negativas y Gram positivas (Mayaud y col., 2008).

Al igual que la busqueda de nuevas alternativas de antimicrobianos procedentes de
plantas, es de suma importancia identificar los compuestos activos responsables de tales
efectos, asi como realizar las pruebas correspondientes para determinar las formas de accion
mediante las cuales, estas sustancias proveen de proteccion antimicrobiana. En un estudio
realizado por Funatogawa y col. (2004), se describe la actividad de taninos derivados de plantas
medicinales con actividad antibacteriana contra H. pylori. Estos autores pudieron determinar las
MIC de mdltiples compuestos derivados de plantas, al igual que el dafio morfolégico provocado
por efecto de dichos compuestos.

Una alternativa en los mecanismos de erradicacion de la infeccién por H. pylori, consiste
en el logro del desprendimiento de la bacteria en la mucosa gastrica, lo cual es debido a un
efecto anti-adhesivo. O’Mahony y col. (2005) demuestran la capacidad de inhibir adhesion de H.
pylori en el estbmago por parte de extractos acuosos de curcuma, borraja, y perejil fresco a una
concentracion de 50 mg/mL.

Muchos agentes anti-H. pylori que presentan un importante efecto inhibitorio, se han
identificado a partir de materiales vegetales. De hecho, es bien conocido que una gran variedad
de materiales de plantas tienen una aplicacion contra trastornos dispépticos gastrointestinales
(Bucciarelli y Skliar., 2007).
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De tal manera que vale la pena explorar una posible aplicacion de estos hallazgos en la
industria farmacéutica para la produccion de compuestos de apoyo a los antibiéticos para el
tratamiento de la infeccion por H. pylori.

Estd demostrado que dependiendo de la hierba utilizada, la actividad de agregacion de
células puede ser mejorada o inhibida (Alarcon y Domingo, 2004). Los extractos de plantas
medicinales participan en la modulacién de la primera fase de contacto con la mucosa. Lo
anterior demuestra que es posible afectar las propiedades del tejido adhesivo de algunos
patdgenos bacterianos con dosis subletales de antibidticos. Sin embargo, la terapia con
antibidticos puede causar problemas en el desarrollo de cepas de H. pylori resistentes a los
antibidticos, por lo que la terapia combinada con extractos de plantas medicinales pueden
ayudar a contrarrestar tales efectos, lo cual ha sido probado con extractos de plantas de

guayaba, arandano rojo, manzanilla silvestre y hierba mala de pifia.

Evaluacién de Toxicidad de Extractos de Plantas

Multiples sustancias naturales y plantas han presentado actividad anti-H. pylori, sin embargo
sus altas MIC y niveles de toxicidad han representado una gran limitante frente a la explotacion
de estos hallazgos (Uyub y col., 2010).

El ensayo de letalidad evaluado en larvas de Artemia salina ha sido utilizado con
eficiencia para detectar componentes con accién toxica y ha demostrado buena correlacion al
evaluar extractos de plantas con la toxicidad aguda oral en ratones. Estos hallazgos refuerzan
la importancia de la utilizacién de este ensayo como prueba alternativa de toxicidad. Con vistas
a correlacionar la acciéon téxica mostrada por extractos de plantas con otras actividades
biol6gicas o con la presencia de determinados componentes quimicos, varios autores reportan
una clasificacion de la toxicidad segun el valor de la concentracién letal 50 (CLsg) del extracto.
Aunque estas clasificaciones poseen variaciones entre si, todas coinciden en agrupar los
extractos con ClLs, inferiores a 100 yg/mL en las categorias de mayor toxicidad, mientras, los
que muestran valores superiores a 1000 pug/mL se clasifican como no téxicos (Borroto y col.,
2011).
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Los extractos hidroalcohodlicos fueron proporcionados por el Laboratorio de Ecologia Quimica
del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C., con excepcién de los extractos
de Eucalipto, Romero, Batamote y Valeriana los cuales fueron preparados durante el presente

estudio.

Recoleccién e ldentificacion de Plantas

Las plantas fueron recolectadas en diversas localidades, todas dentro del Estado de Sonora.
Una muestra de cada especie vegetal fue autentificada y clasificada por el Herbario de la

Universidad de Sonora, campus Hermosillo.

Extraccidon Hidroalcohdlica de Especies Vegetales

Las plantas se dejaron sobre papel secante a temperatura ambiente (25°C) hasta que
estuvieron secas. La extraccion se hizo mediante un proceso de maceracion. Se obtuvieron los
extractos de 500 g de las plantas secas que se colocaron en frascos color &mbar, se adicion6 1
L de una soluciéon de etanol-agua destilada al 70%, para la extraccién hidroalcohdlica. El
macerado se dejé en reposo por un tiempo de 7 dias en oscuridad a temperatura ambiente
(25°C) (Claros y col., 2007).

Posteriormente, el macerado se filtré con una gasa para eliminar las particulas grandes,
después se realiz6 una segunda filtracion usando papel Whatman #43. Una vez filtrado el
extracto, se evapor6 a presion reducida a una temperatura no mayor de 40°C en bafio Maria,
utilizando para ello un evaporador rotatorio (Labconco) hasta la eliminacion total del etanol,

guedando la fraccién acuosa.

Obtencidon de Extractos Liofilizados

Las fracciones acuosas provenientes de la eliminacion del etanol, se sometieron a congelacion
(-20°C) durante la noche. Los extractos congelados se sometieron a liofilizacion durante un

periodo aproximado de 4 dias. Los extractos liofilizados fueron almacenados en viales
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herméticos color &mbar a 4°C hasta su utilizacion. Los extractos evaluados se presentan en la

Tabla 3.

Tabla 3. Extractos hidroalcohdlicos evaluados.

Nombre cientifico

Nombre comun

Nombre cientifico

Nombre comun

Allium sativum Ajo Encelia farinosa (flor) Rama blanca
Ambrosia ambrosoides Chichura Eucalyptus radiata Eucalipto
Anemopsis caiifanica Hierba del manso  Euphorbia (aerea) Golondrina
ngzjr:acrgone mexicana Cardo Euphorbia postrata Golondrina
Artemisia ludovisiana Estafiate Hibiscus cannabinus Kenaf
Asadirachda indica Neem Jatropha cinerea Sangrengado
Atiplex elegans Saladito Larrea tridentata Gobernadora
Aviccenia germinas Mangle blanco Mascagnia macroptera Gallinita
Baccharis glutinosa Batamote Mellia azedarach Lila, piocha
Bursera mycophilla | Torote rojo Proboscidea parviflora Ufa de gato
Bursera mycophilla Il Torote rojo Riccinus communis Higuerilla
Carya illinoensis Nogal WE 4cm Rizophora sp Mangle rojo
Carya illinoensis Nogal Wichita Rosmarinus officinalis Romero
Cataranthus roseus Teresita Turnera difusa Damiana

Chenopodium
ambrosiodes

Datura stramonium
Encelia farinosa (hoja)

Epasote rojo

Toloache
Rama blanca

Valeriana officinalis

Valeriana officinalis
Valeriana officinalis

Valeriana (hoja)

Valeriana (flor)
Valeriana (tallo)

Cepade H. pylori y Métodos de Cultivo

La cepa utilizada para la realizacién de este experimental fue Helicobacter pylori ATCC 43504.
Su mantenimiento fue a -20°C en caldo Brucella con 20% de glicerol, hasta su utilizacién.

La activacion de la cepa se llevé a cabo en caldo Brucella adicionado con 10% suero de
caballo (Jiang y Doyle, 2000; Majalca-Martinez y col., 2001) por un periodo de incubacién de 48
horas y temperatura de 37°C, bajo condiciones microaerofilicas producidas por un sistema
comercial (Anaerogen Oxoid). Una vez realizado el pre-enriquecimiento se sembré en agar
Brucella, con 10% suero de caballo, 5% sangre humana y se incubé por 48 horas a 37°C en
condiciones microaerofilicas. Una vez reactivadas y proliferadas las cepas, se conservaron

cultivos en congelacion a -20°C en caldo Brucella enriquecido con 10% de suero de caballo.
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Pruebas Confirmatorias y de Viabilidad

Para las pruebas confirmatorias y de viabilidad se tomé una colonia aislada de H. pylori a la cual
se le realizé prueba de catalasa, oxidasa, ureasay tincion Gram (Tan y col, 2010).

Catalasa. Se tomo una colonia aislada con el asa y se coloca en un portaobjetos. Se
coloca una gota de peroxido de hidrégeno. Al ser positiva se observa la formacion de burbujas
generadas por la liberacion del oxigeno (Aquiahuatl y col. 2012).

Oxidasa. Se tomoé una colonia aislada con el asa y se coloca en un portaobjetos, donde
se le agregd una gota de reactivo de Kovacs, observandose una reaccidén positiva donde se
presenta una tonalidad azul, de 10 a 15 segundos después.

Ureasa. Se inoculé un medio liquido de urea, poniéndose a incubar durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo la produccién de la enzima ureasa, se evidencia a través de un cambio
de color en el medio, que va de color amarillo - naranja a rosa intenso.

Tincion Gram. Se tomd una colonia, exponiéndola a las distintas fases de la tincién

Gram, observandose posteriormente los cambios bajo microscopio (Aquiahuatl y col. 2012).

Evaluacién de Actividad Antimicrobiana de Extractos Hidroalcohélicos contra H. pylori

La actividad antibacteriana de los 34 extractos hidroalcohdlicos que se prepararon de las
plantas contra H. pylori, se evaluaron con el método del disco de papel en placa utilizado por
Heisey (1992). Este método consiste en medir el halo de inhibicién inducido por el extracto
después de 24 horas de incubacion.

Método de Heisey (1992). Se prepararon discos estériles de papel con capacidad de
absorcion de 70 pL y un didmetro de 3.9 mm. Primeramente se utilizé6 el mismo método de
difusién en disco para probar la sensibilidad de la cepa frente a distintos antibiéticos como
Levofloxacin, Claritromicina, Metronidazol y Tetraciclina (Alarcén y Domingo, 2004). Se
selecciond Levofloxacin como control positivo de inhibicion para H. pylori en el presente
experimental. Como control negativo se seleccion6 agua destilada ya que fue el solvente
utilizado para disolver los extractos a evaluar. Una vez determinados los controles positivo y
negativo, se procedid con la evaluaciobn de extractos hidroalcohdlicos. Cada uno de los
extractos fue disuelto en agua destilada, obteniendo una concentracion de 100 mg/mL. Para
estas pruebas se prepararon placas con agar Brucella enriquecido con 10% suero de caballo y
5% sangre humana (Uyub y col., 2010). Las placas fueron inoculadas de forma masiva con un

hisopo previamente sumergido en una solucién con indculo de H. pylori a 0.5 MacFarland. Una
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vez absorbido el inéculo se colocaron los discos estériles con 70 L de extracto a 100 mg/mL
Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas en camara de microaerobiosis.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se midieron los diametros (mm) de los halos de
inhibicion que presentaban las placas por efecto de los extractos hidroalcohdlicos. El ensayo se
realiz6 por triplicado.

Determinacidn de Concentracion Minima Inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (MIC) se determin6 en aquellos extractos que presentaron
un halo de inhibicién mayor a 1.1 mm.

Se utilizé una variacién del método de difusion en disco que consistié en impregnar los
discos con 70 uL de extracto a distintas concentraciones. Se determiné como MIC a la minima

concentracion que mostraba inhibicion de crecimiento sobre la bacteria (Atapour y col., 2009).

Ensayo de Letalidad con Artemia salina L.

Se prepararon 500 mL de solucion de agua de mar (Tabla 4) a la cual se le agregaron 10 mg de
quistes de Artemia salina, los cuales se mantuvieron en incubacién en oscuridad y con fuente
de aire durante 24 horas a 25°C. Una vez eclosionados los huevecillos, se seleccionaron diez
nauplios y se colocaron en vasos con agua de mar artificial limpia, donde se agregé el extracto
obteniendo un volumen final de 10 mL y una concentracién correspondiente a la MIC de cada
uno de los extractos. A su vez se evaluaron una concentracion menor y una mayor a la MIC.
Cada evaluacion se realizé por triplicado. Una vez que los diez nauplios sanos estuvieron en
contacto con el extracto se mantuvieron a 25°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, se
determiné el porcentaje de nauplios vivos a las 24 horas de contacto con el extracto, se contd el
namero de organismos muertos y se calculdé el porcentaje de mortalidad. Las larvas se
consideraron muertas si no exhibian movimiento durante varios segundos de observaciéon al
microscopio estereoscopico. El experimento se consideré valido si el porcentaje de mortalidad
en los controles negativos (vasos preparados e incubados en las mismas condiciones pero en
ausencia de extracto) no excedid de 10%. Como control positivo se utilizé dicromato de potasio
a 10mg/mL. Cada concentracion se evalu6 por triplicado y cada extracto se ensay0 2 veces.

Se realizé una regresion lineal Probit, dando a conocer la relacion que existe entre la
concentracion del téxico (en este caso cada uno de los extractos hidroalcohdlicos con actividad

anti-H. pylori) y la mortalidad. Para ello la respuesta acumulada de los organismos (mortalidad

21



acumulada) se transforma a unidades probit (eje Y) y la concentracion de toxico se transforma
logaritmicamente (eje X). El resultado es una recta en la cual podemos interpolar el 50% de la
respuesta y conocer que concentracion de téxico causa esa respuesta (CL50). En este caso la
CL50 (para 24 horas) es la concentracion letal 50, es decir la concentracion de tdxico necesaria
para causar la muerte del 50% de la poblacion de estudio en un tiempo determinado.

Tabla 4. Composicion de agua de mar para nauplios de Artemia salina L.

Sal g/ Lt
NacCl 24
CacCl, 15
KBr 0.1

KCI 0.7

Na,SO, 4.4
NaHCO; 0.2
MgCl, 6H,0 11
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RESULTADOS Y DISCUSION

La activacion de la cepa de H. pylori ATCC 43504 se realizé en caldo Brucella con 10% de
suero de caballo, como es sugerido por Majalca-Martinez y col. (2001). Dando un tiempo de
incubacién de 24 horas en microaerobiosis a 37°C y se procedié a sembrar por estria en placa
Agar Brucella adicionando 5% de sangre O+ (unidades donadas por el banco de sangre). A su
vez se tomd un indculo directo del vial preservado a -20°C. Las tinciones Gram revelaron
diferencias morfolégicas en ambos cultivos, donde las colonias de placas con inéculo directo del
vial presentaba formas cocoides Gram negativo, las cuales suelen presentarse en situaciones
de estrés o en cultivos viejos donde la bacteria se predispone a apoptosis; mientras que las
colonias que recibieron pre-enriqguecimiento en caldo, presentaron formas de bacilos Gram
negativos tipicos de las colonias de Helicobacter pylori. Con esto se comprueba que H. pylori
realiza cambios morfolégicos como medio de adaptacién y supervivencia bajo situaciones de
estrés. Por lo tanto es importante realizar un pre-enriquecimiento antes de poner en contacto la
bacteria de interés con el agente en evaluacion (en este caso los extractos), ya que podrian
obtenerse resultados erroneos a causa de la desventaja que presenta la bacteria al no haber
salido de su fase de estrés celular. En las pruebas realizadas para asegurar la presencia de la
bacteria de interés se mostraron las caracteristicas morfologicas y bioquimicas que caracterizan

a H. pylori tal como se presenta en la Tabla 5 y en las Figura 4.

Tabla 5. Pruebas de viabilidad de cepa Helicobacter pylori.

Prueba Resultado
Ureasa Positivo (+)
Oxidasa Positivo (+)
Catalasa Positivo (+)
Tincién Gram Bacilo Gram negativo
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(a) (b)

() (d)

Figura 4. Pruebas bioquimicas. (a) Prueba de ureasa positiva, (b) Prueba de oxidasa positiva,
(c) Prueba de catalasa positiva, Tincién con bacilos Gram negativo.

Evaluacién de la Actividad Antibacteriana sobre H. pylori

Se ha comprobado que la erradicacion de H. pylori es dificil, dado que no siempre hay drogas
efectivas disponibles y se ha elevado la tasa de resistencia de éste microorganismo ante las
mismas. El tratamiento para la infeccion de H. pylori generalmente implica la combinacion de
dos o mas antibiéticos y un inhibidor de la bomba de protones. Sin embargo, el organismo ha
encontrado la manera de crear resistencia a tales antibiéticos lo que conlleva a recaidas y
desarrollo de complicaciones a causa de la infeccion.

Actualmente la medicina tradicional y popular ha retomado importancia en las
investigaciones cientificas, dada la falta de farmacos y la urgente necesidad de medicamentos
efectivos que no ocasionen efectos secundarios en los pacientes. Rescatando el conocimiento
de nuestras etnias y culturas, las mismas que sugieren terapias alternativas en base al uso de
plantas medicinales.

Para este estudio se utilizaron 34 extractos de plantas, de las cuales 26 se encontraban
en el laboratorio y 8 se colectaron y prepararon sus extractos en este trabajo: A. sativum (Ajo),

24



E. radiata (eucalipto), R. officinalis (Romero), V. officinalis, D. stramonium (Toloache), C.
illinoensis (Nogal WE), C. illinoensis (Nogal Wichita) y B. glutinosa (Batamote), para su
extraccion hidroalcohdlica.

Los 34 extractos fueron evaluados por el método en disco de papel en placa donde los
discos se elaboraron de manera que tuvieran una capacidad de absorciéon de 70 pL con la
finalidad de poder manejar las concentraciones por disco deseadas.

Teniendo como objetivo un apoyo en el tratamiento para la erradicacién de la infeccién,
se consideré como actividad inhibitoria cualquier extracto que presentara un halo de inhibicion
igual o mayor a 2 mm como se muestra en la Figura 5.

En el presente estudio se lograron identificar cinco extractos con actividad anti-H. pylori

mediante los ensayos in vitro, los cuales se muestran en la Tabla 6.

Figura 5. Halos de inhibicion por actividad anti-H. pylori del extracto de Allium sativum.

La evaluacion de los extractos hidroalcohdlicos muestra la actividad anti-H. pylori de A. sativum,
E. radiata, R. officinalis y V. officinalis tal como se reporta en la Tabla 7 de resultados.
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Tabla 6. Actividad antimicrobiana de extractos hidroalcohdlicos evaluados.

No. Planta Nombre comun Actividad
1 Allium sativum Ajo Activo
2 Ambrosia ambrosoides Chicura Inactivo
3 Anemopsis caiifanica Hierba del manso Inactivo
4 Argemone mexicana blanca Cardo Inactivo
5 Artemisia ludovisiana Estafiate Inactivo
6 Asadirachda indica Neem Inactivo
7 Atiplex elegans Saladito Inactivo
8 Auviccenia germinas Mangle blanco Inactivo
9 Baccharis glutinosa Batamote Inactivo
10 Bursera mycophilla | Torote rojo Inactivo
11 Bursera mycophilla Il Torote rojo Inactivo
12 Carya illinoensis Nogal WE 4cm Inactivo
13 Carya illinoensis Nogal Wichita Inactivo
14 Cataranthus roseus Teresita Inactivo
15 Chenopodium ambrosiodes Epasote rojo Inactivo
16 Datura stramonium Toloache Inactivo
17 Encelia farinosa ( hoja) Rama blanca Inactivo
18 Encelia farinosa (flor) Rama blanca Inactivo
19 Eucalyptus radiata Eucalipto Activo
20 Euphorbia (aerea) Golondrina Inactivo
21 Euphorbia postrata Golondrina Inactivo
22 Hibiscus cannabinus Kenaf Inactivo
23 Jatropha cinérea Sangrengado Inactivo
24 Larrea tridentata Gobernadora Inactivo
25 Mascagnia macroptera Gallinita Inactivo
26 Mellia azedarach Lila, piocha Inactivo
27 Proboscidea parviflora Ufa de gato Inactivo
28 Riccinus communis Higuerilla Inactivo
29 Rizophora sp Mangle rojo Inactivo
30 Rosmarinus officinalis Romero Activo
31 Turnera difusa Damiana Inactivo
32 Valeriana officinalis Valeriana (hoja) Inactivo
33 Valeriana officinalis Valeriana (flor) Activo
34 Valeriana officinalis Valeriana (tallo) Activo
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El potencial de accion antibacteriana se determind mediante la medicion de los halos de
inhibicion que presentaron cada uno de los extractos efectivos. Donde de acuerdo a la Tabla 7
se muestra como el extracto hidroalcohdlico de Allium sativum muestra una actividad
sobresaliente con respecto al resto presenta un halo de inhibicion de 1.8 cm a una
concentracion de (7 mg/disco), mientras que Eucalyptus radiata presenta un halo de 1.6 cm,
aungue ambas presentan una MIC de 2 mg/disco.

Entre los extractos de las distintas fracciones de V. officinalis se evidencia un mayor
potencial inhibitorio en la flor donde encontramos halos de 1.4 cm, mientras que para el extracto
de tallo es de 1.2 cm. Esto comprueba las distintas concentraciones de los bioactivos en las
distintas fracciones de una misma planta. Rosmarinus officinalis presenta una actividad
inhibitoria de 1.4 cm al igual que el extracto de flor de Valeriana officinalis.

Una vez seleccionados los extractos con actividad inhibitoria se determino la MIC de
cada uno de ellos, obteniendo los resultados presentados en la Tabla 7. Esto para proceder con

los ensayos de toxicidad con nauplios de Artemia salina.
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Evaluacién antimicrobiana de Allium sativum

El ajo ha mostrado en diversas preparaciones, un amplio espectro de actividad antibacterial
contra bacterias Gram negativas y Gram positivas, incluyendo especies de Escherichia,
Salmonella, Staphylococcus, Streptoccocus, Klebsiella, Proteus, Bacillus y Clostridium. Incluso
se ha probado efectivo contra bacterias acido-resistentes como Mycobacterium tuberculosis y
Helicobacter pylori. Tales efectos antimicrobianos son atribuidos a la alicina, la cual ha sido
estudiada de forma independiente, comprobandose su eficacia sobre varios aislados clinicos.
(Ankri y Mirelman, 1999).

Otro factor relevante es que pesar de que la alicina tiene un efecto bactericida o
bacteriostético, ha sido demostrado que este compuesto ejerce una inhibicion diferencial entre
la microflora intestinal benéfica y enterobacterias potencialmente dafiinas. Pese a que no esta
claro a qué se debe este efecto diferencial, se considera que puede estar relacionado con la
diferencia de composiciébn de membrana bacteriana y su permeabilidad de alicina (Harris y col.,
2001).

Sin embargo, aunque las propiedades antibacterianas del ajo han sido demostradas en
distintas ocasiones, es importante sefialar la relevancia del tipo de extraccion, ya que en
comparacion con el estudio de O’Mahony y col. (2005) se observa que no logaron obtener
actividad antimicrobiana por parte del extracto acuoso de ajo, mientras que en el presente
estudio el extracto hidroalcohdlico de Allium sativum se presenta como el extracto con mayor
actividad de los 34 estudiados. Esto puede atribuirse a que el extracto no fue hervido, lo que
muy probablemente puede haber eliminado los compuestos antibacterianos del extracto acuoso

de Allium sativum utilizado por O’Mahony vy col.

Evaluacién antimicrobiana de Eucalyptus radiata

En Sonora muchas plantas medicinales son usadas como antimicrobianos en el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales, sin embargo el eucalipto no se encuentra dentro de esta
categoria, siendo este utilizado méas frecuentemente en casos de tos, gripe, asma, sinusitis,
faringitis, dolor de oido, inhibicién de infecciones, entre otras afecciones (Jhonson, 1996).

Al observar los resultados de Adeniyi y col. (2009) quienes evaluaron Eucalyptus
camadulensis y E. torreliana mediante la extracciéon con n-hexano, cloroformo y metanol,
notamos claramente como es que las concentraciones minimas inhibitorias de los extractos con

n-hexano y cloroformo son notablemente inferiores a las encontradas en este estudio,
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mostrandose MIC’s entre 12.5 pg/mL y 400 pg/mL, mientras que la MIC del extracto
hidroalcohdlico de Eucalyptus radiata es de 4 mg/disco, es decir 57 mg/mL.

Las propiedades anti-H. pylori de E. radiata puede atribuirse a la presencia de
sustancias tales como triterpenoides, taninos y saponinas, las cuales son conocidas por poseer
potencial antimicrobiano y ofrecer proteccion contra Ulceras pépticas.

Evaluacién antimicrobiana de Rosmarinus officinalis

El romero (Rosmarinus officinalis L.), planta rica en principios activos y con accion sobre casi
todos los érganos de cuerpo humano. Al tener un alto contenido en aceites esenciales, cuyos
ingredientes activos son flavonoides, acidos fendlicos y principios amargos, genera una accion
ténica y estimulante sobre el sistema nervioso, circulatorio y corazén, ademas de ser colerético,
colagogo, antiespasmadico, diurético, emenagogo y antigodanotrépico (Avila-Sosa y col., 2011).

Nostro y col. (2005) obteniendo extractos tanto acuosos como etandlicos encontraron
gue los extractos etandlicos eran mas activos que los extractos acuosos, probablemente dado
gue el alcohol solubiliza concentraciones significantemente mayores de compuestos bioactivos
en comparacion con la extraccion acuosa. Dentro de dicho estudio a su vez se evalud el
extracto etandlico de R. officinalis contra la cepa H. pylori ATCC 43629, donde el disco
impregnado con 8 mg/disco evidencié un halo de inhibicibn de 2 cm, lo cual reafirma los
resultados del presente trabajo donde el extracto hidroalcohdlico mostré un halo de 1.4 cm a

una concentracion de 7 mg/disco.

Evaluaciéon antimicrobiana de Valeriana officinalis

En la evaluacion antibacteriana in vitro de las distintas fracciones de Valeriana se demuestra
gue cada una de ellas posee actividad contra el bacilo Gram negativo H. pylori, no haciendo
referencia a los compuestos responsables de dicha actividad ya que existe limitada informacion
sobre los fitoconstituyentes de esta especie, por lo queda la incognita de saber cuéles son los
componentes que le dan la actividad anti-H. pylori. A su vez la identificacion y aislamiento de
estos compuestos puede representar una opcion en la aplicacion Unica del compuesto activo

con la probabilidad de que se presente una disminucion significativa en los niveles de toxicidad.
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Extractos hidroalcohdélicos con efecto anti-H. pylori, como alternativa de apoyo

terapéutico.

Uyub y col. (2010) evaluando 32 plantas mediante extracciones con distintos solventes como
éter de petroleo, cloroformo, metanol y agua, encontraron una gran diferencia entre la actividad
inhibitoria de los extractos acuosos donde solo el 10% de los mismos present6 tal actividad,
contra un 95% de los extractos obtenidos mediante solventes organicos, quedando en claro que
la extraccion hidroalcohdlica nos permite obtener mas compuestos activos en comparacion con
la extraccién acuosa, siendo la técnica de eleccion popular al preparar infusiones de multiples
plantas medicinales.

En cuanto al mecanismo de acciéon de tales extractos, O’Mahony y col., (2005) quienes
trabajaron con extractos acuosos de varias plantas, proponen que es mediante la posible
presencia de compuestos como taninos, quinonas, flavonas, fenoles, terpenoides y alcaloides,
de los cuales se ha comprobado actividad bactericida. También se demostré como varias
plantas contienen proteinas solubles en agua, como lectinas y carbohidratos que podrian unirse
especificamente a residuos de azucares, glicoproteinas, polisacaridos, o glicolipidos tales como
las adhesinas de superficie celular de H. pylori. De manera que dada la situacién este tipo de
interacciones podrian ocurrir, resultando un bloqueo de disponibilidad de las adhesinas al
receptor, previniendo la adhesién de la bacteria en las secciones estomacales.

La actividad demostrada por los extractos crudos de Eucalyptus radiata, Allium sativum,
Rosmarinus officinalis y Valeriana officinalis, justifica su uso en la medicina folclérica en el
tratamiento de infecciones. Esto indica que las plantas podrian ser utilizadas como tratamiento
en casos de infecciones en forma sintomatica o asintomética.

Con los resultados del presente estudio en conjunto con los anteriores mencionados, se
demuestra como es que las plantas regionales representan una fuente accesible de alternativas
preventivas o de apoyo en tratamientos para la erradicacion de infecciones bacterianas tales
como H. pylori.

Estos descubrimientos aumentan la esperanza de un posible desarrollo de agentes
antibacteriano ya que los datos encontrados son alentadores para nuevos esquemas de
terapias incluyendo la fitoterapia como alternativa para la cura de infecciones por H. pylori, esto
a través de regimenes alimenticios basados en dietas que incluyen plantas con un alto

contenido de quimioprotectores.
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Evaluacion de Letalidad sobre Artemia salina L.

En los dltimos afios se ha dado relevancia al efecto en la salud de los compuestos bioactivos
presentes en las plantas y es posible asegurar que existe mas informacion sobre sus
propiedades funcionales, medicinales y/o toxicologicas (Avila-Sosa y col., 2011).

En este estudio evaluamos la toxicidad de los extractos sobre nauplios de Artemia salina
L. (Galindo y col., 1997). La Tabla 8, muestra los resultados de toxicidad de los extractos
activos contra H. pylori.

Se puede observar que los extractos de Allium sativum y Eucalyptus radiata, no
presentaron toxicidad para los nauplios a las MIC determinadas en este estudio. Sin embargo,
los extractos de valeriana tanto de hoja como tallo, presentaron porcentajes altos de mortalidad
a las concentraciones minimas inhibitorias, por lo que estos extractos no son recomendables de
utilizarse con la composicién que se evalu6 (Fernandez-Calienes y col., 2009).

Inicialmente se propuso obtener una curva de letalidad tomando cinco valores de
concentracion partiendo de la minima concentracion inhibitoria que presentaron en el ensayo in
vitro contra H. pylori. Sin embargo en algunos casos, como con el extracto de ajo y romero, no
se logro obtener una curva donde se alcanzara el 50% de mortalidad.

De manera que se tomaron concentraciones mas adecuadas a ensayar, hasta obtener
como minimo un punto de concentracidbn que presentara el 50% de mortalidad. Esto
basandonos en los resultados anteriores donde se mostraban las concentraciones en que
iniciaban los porcentajes de mortalidad.

El grado de toxicidad del extracto se definié en funcién del rango en que se encontraron

los valores de CLso de acuerdo a las MIC correspondientes a cada extracto.
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Evaluacion de Letalidad de Allium sativum sobre Artemia salina L.

En el caso del ajo (Allium sativum) se realizd una curva a partir de su MIC (2 mg/disco), donde
se presenta un 0% de mortalidad, como se presenta en la Tabla 9.

Una vez obtenidas las conversiones de los valores de porcentaje de mortalidad y
concentraciones para obtener la grafica probit (figura 6), se puede observar como es que no
existe una correlacion perfecta aunque si positiva, entre la concentracion del extracto y la
mortalidad de los nauplios de A. salina, habiendo obtenido una correlacion con una R=0.77.

El punto de concentracién de 2 mg/mL (MIC contra H. pylori) no pudo ser representado
en la grafica ya que no existe un valor probit asignado para un 0% de mortalidad. Sin embargo
con los puntos graficables puede observarse como existe un salto significativo en la letalidad al
incrementar la dosis de 5 mg/mL a 6 mg/mL, encontrandose una LCsy, de 7 mg/mL, donde se
representa la dosis de letalidad media, indicativo de la dosis requerida para matar el 50% de la
poblacion. Concordando con lo reportado por Fernandez-Calienes y col. (2009) donde reportan

su LCso > 1 mg/mL, clasificandolo como no téxico para sus fines.

Tabla 9. Letalidad en nauplios de Artemia salina a distintas concentraciones de extracto

hidroalcohdlico de Allium sativum.

Concentracion Mortalidad Log Probit
(mg/mL) (%) concentracioén

2 0 0.3 --
3 20 0.47 4.15854
4 20 0.6 4.15854
5 23.3 0.69 4.27126
6 46.6 0.77 4.91488
7 50 0.84 5
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Figura 6. Grafica de correlacién entre concentracion de extracto hidroalcohélico de Allium

sativum y porcentaje de letalidad de nauplios de A. salina representado en valores probit.

Se concluye que Allium sativum es un agente con alta actividad antibacteriana in vitro
contra H. pylori, obteniendo una MIC considerablemente baja, en comparacion con el resto de
los extractos activos, ademas de presentar una LCs, aceptable. Sin embargo sigue siendo
necesaria la determinacion del contenido de alicina en cada dosis de 2 mg, ya que aunque la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda una ingesta diaria de 0.4 a 1.2 gramos de
polvo seco de extracto de ajo, u otras formulaciones, es importante que dichas dosis contengan
un maximo de 5 miligramos de alicina (Juérez, 2007).

Dentro de los efectos adversos y contraindicaciones para el uso de esta especie se ha
reportado que el consumo de ajo crudo puede causar quemaduras en la boca, mal aliento, dolor
abdominal o sensacion de llenura, inapetencia, gases, eructos, nausea, vémito, irritacion del
revestimiento estomacal, acidez, diarrea o estrefiimiento. Se recomienda no utilizarlo durante

periodos prolongados, pues puede generar salpullido (Juarez, 2007).
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Evaluacién de Letalidad de Eucalyptus radiata sobre Artemia salina L.

Para el extracto hidroalcohdlico de eucalipto se utilizaron concentraciones de 2 mg/mL a 7

mg/mL como se observa en la Tabla 10, la cual nos arroja Unicamente cuatro valores

graficables en unidades probit, los cuales se ven graficados en la Figura 7, presentando una

correlacion positiva entre concentracion y mortalidad, con una R= 0.9165.

Eucalyptus radiata podria ser considerado como una alternativa de apoyo en el

tratamiento contra H. pylori, ya que la dosis de la minima concentracion inhibitoria (in vitro),

presenta una mortalidad de 0%, con una LCs, de 4.25 mg/mL. De manera que se ha

considerado como un extracto de baja toxicidad

Tabla 10. Letalidad en nauplios de Artemia salina a distintas concentraciones de extracto

hidroalcohélico de Eucaliptus radiata.

Concentracién Mortalidad Log Probit

(mg/mL) (%) concentracion
2 0 0.3 --
3 20 0.47 4.15854
4 40 0.6 4.74707
5 53.3 0.69 5.08261
6 86.6 0.77 6.10773
7 100 0.84 --
7

y=6.0799x + 1.1784

6 R?=0.9165
5

E 4

o

a 3 ¢— Probit
2 —— Lineal (Probit)
1
0 T T T T 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Log de concentracion

Figura 7. Gréfica de correlacion entre concentracion de extracto hidroalcohdlico de Eucaliptus

radiata y porcentaje de letalidad
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Evaluacion de Letalidad de Rosmarinus officinalis sobre Artemia salina L.

Para el extracto hidroalcohdlico de romero, se utilizaron concentraciones de 2 mg/mL a 8
mg/mL como se muestra en la Tabla 11. En la figura 8 se puede observar que a partir de los 4
mg/mL comienza a presentarse una manifestacion de efecto tdxico en relacion al aumento de
concentracion, habiendo obtenido una R= 0.6806. Los resultados reflejan un 20% de mortalidad
para la MIC (4 mg/mL) in vitro con H. pylori y una LCs, de 6.48 mg/mL. Por lo tanto este extracto
podria representar una posibilidad como alternativa, al presentar una toxicidad moderada para

la dosis de concentraciéon minima inhibitoria.

Tabla 11. Letalidad en nauplios de Artemia salina a distintas concentraciones de extracto

hidroalcoholico de tallo de Rosmarinus officinalis

Concentracion  Mortalidad Log Probit
(mg/mL) (%) concentracion

2 0 0.3 --
3 20 0.47 4.15854
4 20 0.6 4.15854
5 23.3 0.69 4.27126
6 30 0.77 4.476
7 46.6 0.84 491488
8 80 0.9 5.84146

7
6 y =3.395x + 2.2207
R?=0.6806
5
54
<)
a 3 =@==Probit
2 —— Lineal (Probit)
1
0 T 1
0 0.5 1
Log de concentracion

Figura 8. Gréfica probit de correlacion entre concentracion de extracto hidroalcohdlico de

Rosmarinus officinalis y porcentaje de letalidad.
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Evaluacién de Letalidad de Valeriana officinalis (tallo) sobre Artemia salina L.

Para el extracto hidroalcohdlico de tallo de valeriana se utilizaron concentraciones de 4 a 8
mg/mL (Tabla 12). Siendo 7 mg/mL la MIC in vitro contra H. pylori de este extracto, la cual
presentdé un porcentaje de mortalidad de 90%, resultando con un nivel de toxicidad alto, de
manera que es poco viable como alternativa de tratamiento. En este caso existe una correlacion
directa entre el aumento de la concentracion y la mortalidad, lo cual se puede observar en la

gréfica de la Figura 9 donde se obtuvo una R=0.999.

Tabla 12. Letalidad en nauplios de Artemia salina a distintas concentraciones de extracto

hidroalcoholico de tallo de Valeriana officinalis.

Concentracion  Mortalidad Log Probit
(mg/mL) (%) concentracion
4 10 0.6 3.71827
5 40 0.69 474707
6 70 0.77 5.524
7 90 0.84 6.28173
8 100 0.9 --
7
6 y=10.593x-2.6124 7
R2=0.999
5
=4 /
8 4
[]
a 3 +— Probit
2 —— Lineal (Probit)
1
0 T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Log de concentracion

Figura 9. Grafica de correlacion entre concentracion de extracto hidroalcohdlico de tallo de

Valeriana officinalis y porcentaje de letalidad de A. salina representado en valores probit.
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Evaluacién de Letalidad de Valeriana officinalis (flor) Artemia salina L.

No se pudo realizar una regresion lineal para el extracto de flor de valeriana dado que la LCs
<0.5 mg/mL, habiendo obtenido un 100% de mortalidad a concentraciones = 0.5 mg/mL, por lo
que se considera como extracto de alta toxicidad, dado que la minima concentracién inhibitoria

(4 mg/mL) presenta nulo porcentaje de supervivencia tal como se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13. Letalidad de nauplios de Artemia salina a distintas concentraciones de extracto

hidroalcoholico de flor de Valeriana officinalis.

Concentracion  Mortalidad Log Probit
(mg/mL) (%) concentracion
0.5 100 -0.3 --
1 100 0 --
2 100 0.3 --
3 100 0.47 --
4 100 0.6 --
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CONCLUSION

En el Estado de Sonora existen plantas con actividad antibacteriana contra Helicobacter pylori.
De los 34 extractos ensayados encontramos 5 presentan actividad anti- H. pylori. Siendo

Allium sativum, Eucalyptus radiata y Rosmarinus officinalis, una alternativa de apoyo en el

tratamiento contra la infeccion por Helicobacter pylori, dado que la toxicidad que presentan es

aceptable para futuras evaluaciones in vivo.
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RECOMENDACIONES.

De estos extractos con posibilidad de incluirse en un tratamiento para el control de H. pylori,
vale la pena realizar un estudio de aislamiento e identificacion de sus compuestos
antibacterianos para una mejor clasificacion de posibles componentes toxicos, asi como la
aplicacion de los tratamientos sobre otras especies para una determinacion mas acertada sobre
las dosis efectivas requeridas en tratamientos in vivo.

Dado que una limitacion de este estudio es que se realizé Unicamente aplicando los
extractos crudos sin aislar los compuestos bioactivos, no hay manera de saber si la actividad
biolégica (toxica o inhibitoria) es debida a uno o varios compuestos.

Aunque el aislamiento de compuestos puros no necesariamente conlleva al incremento o
disminucién de la inhibicion de H. pylori (Uyub y col., 2010), es conveniente llevar a cabo el
aislamiento de tales compuestos ya que altos niveles de toxicidad observados podrian ser
resultado de la presencia de varios compuestos en el extracto crudo, ya sea que actien de
forma sinérgica o independiente. Estos aislamientos y pruebas de compuestos puros podrian
producir un efecto toxico menor en comparacion con el extracto crudo.

Por otro lado corresponderia indagar si estas especies vegetales pueden responder
contra otras bacterias Gram negativo, ya sean cocos o bacilos. Esto para determinar su
espectro antibacteriano. A su vez, se recomienda realizar un estudio de estabilidad de los
extractos a un pH acido como simulacro de su desempefio de proteccién gastrointestinal antes

de realizar cualquier estado pre-clinico in vivo.
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