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RESUMEN

En nuestra region, la infeccion por Helicobacter pylori ha cobrado gran relevancia debido a su
alta prevalencia, el costo del tratamiento, la dificultad de su erradicacion y su asociacion con
el desarrollo de céncer géstrico y, considerando que la actividad antibacteriana presentada
por varias plantas medicinales ha sido utilizada tradicionalmente por varias generaciones,
este estudio evalud in vitro la actividad anti-H. pylori de extractos de plantas regionales
promisorias con el fin de encontrar tratamientos complementarios alternativos para la
infeccidn. Para cbtener los aceites esenciales y acuosos se utilizd el método de hidrodestilacion
asistida por radiacion con microondas, y para la obtencion de extractos puros se realizé una
maceracion directa con agua destilada estéril; la antibiosis se evalud por el método de difusién
en placa en agar columbia suplementado con sangre de cordero al 8%, utitizando sensidiscos
impregnados con 1.5 ul de cada extracto. Los extractos gue resultaron promisorios son en su
orden de efectividad: aceite esencial y extracto acuoso de Allium sativim, aceite Ssencial de
Rosmarinus. officinalis y aceite esencial de Ruta graveolens, puesto que presentaron halos
de inhibicién estadisticamente significativos con promedio de 92.5 mm, 56.1mm, 10.55mm y
10.3mm respectivamente, en relacién con el testige (P<0,00001). Es necesario realizar pruebas
de citotoxicidad, genotoxicidad e inocuidad en modelos murinos, antes de recomendar el uso
de extractos como complemento en el tratamiento de erradicacion de H. pylori de mucosa
gastrica de humanos.
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ABSTRACT

In our region, the infection for Helicobacter pylori has gained great relevance due to
its high prevalence, the cost of the treatment, the difficulty of eradicating it, and its
association to the development of gastric cancer, and, considering that the anti-bacterial
activity presented by various medicinal plants has been traditionally used and profited
by several generations, this study evaluated in vitro the anti-H. pylori activity of
the extract of promissory native plants with the purpose of finding complementary
alternative treatments for the infection, In order to obtain the essential and aqueous
oils, the hydro distillation method assisted with microwave radiation was used. To
obtain the pure extracts a direct maceration with sterile distilled water was carried
out. The antibiosis was evaluated using the diffusion in agar columbia plate method
complemented with lamb blood at 8%, using sense discs impregnated with 1.5 ul of the
extract. The extracts that resulted promissory are the following in order of effectiveness:
essential oil and aqueous extract of Allium sativum, essential oil of Rosmarinus officinalis
and essential oil of Ruta graveclens, for they presented inhibition halos averaged
92.5 mm, 56.1 mm, 10.55 mm and 10.3 respectively and that these present significant
statistical differences in relation to the witness(P<0,00001). However, it is necessary to
carry out some citotoxicity, genotoxicity and inocuity before recommending them for
human consumption.

Key words: Vegetable extracts, essential oils, Helicobacter pylori, anti-bacterial
effect.

INTRODUCCION

En Narifio la prevalencia de la infeccion por
Helicobacter pilory en nifios de 6 afios es de 82% y
generalmente se mantiene durante toda la vida.
Esta bacteria es reconocida por la OMS como un
agente cancerigeno, que se elimina a través de
un tratamiento constituido por antibidticos y
un iwhibidor de protones; dicho tratamiento
ademas de ser costoso no previene la aparicion
de lareinfeccion . El objetivo del tratamiento
es [a erradicacion de la bacteria, sin producir
efectos secundarios y sin inducir resistencia
bacteriana; sin embargo este propdsito no
siempre se logra, debido a la resistencia a los
antibidticos y a los efectos secundarios que
puede causar.
La falta de adherencia al tratamiento anti-
microbiano es la causa mds comun del fra-
caso de la erradicacion. Los efectos adversos
son frecuentes en [a terapia triple anfimicro-

biana (bismuto, tetraciclina y metronidazol), en
comparacion con otras en las que se utiliza el
omeprazol; estos efectos, ampliamente conoci-
dos, consisten habitualmente en cefaleas, nau-
seas, vomitos, sensacion de mareo enfre otros,
enfatizando la encefalopatia por bismuto y los
problemas en el crecimiento de los huesos y del
esmalte de los dientes producidos por el uso de
tetraciclinas.,

A la btisqueda de propiedades medicinales,
nutricionales, industriales, farmacologicas v
biotecnolidgicas en la materia viva se {c llama
bioprospeccién y es una actividad tan antigua
como el hombre mismo,, es la pesquisa de
compuestos de valor comercial a través de
la investigacién y andlisis de la diversidad
biol6gicayel conocimiento tradicionalindigena.
La cantidad de organismos en donde s< pueden
encontrar distintas moléculas con cualidades
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medicinales (llamadas activos biclégicos) es
tan grande, como el ndmero de especies gue
existen en nuestro planeta. Teniendo en cuenta
sus caracteristicas metabdlicas esta biisqueda
serealiza principalmente en plantas vasculares,
microorganismos, hongos e in_sectosm. El
tratamiente anti- Helicobacter pylori no se
escapa de estos avances; por esta razén en
diferentes lugares del mundo se han evaluado
diferentes exiractos de plantas, algunos de
los cuales estan siendo utilizados en terapias
complementarias con el fin de disminuir los
efectos del tratamiento convencional,, . de
igual manera, en el grupo de prevencioén de
cancer en la Universidad de Narifio se han
realizado estudios de Bioprospeccion previos,
obteniendo buenos resultados para el control
in vitro de H. pylori con el aceite esencial de
pulpa de Carica candamarcensis (chilacudn) , .
En este estudic se buscé evaluar el efecto in
vitro de extractos acuosos y aceites esenciales
de plantas medicinales regionales promisorias
sobre aislamientos de H. pylori, teniendo en
cuenta que en la cultura popular se les ha
reportado muchas propiedades terapéuticas.
Para el estudio se utilizd el método de
sensidiscos mediante difusion en placa en Agar
Columbia suplementado con sangre de cordero
al 8%; utilizando in6culos vigorosos de H pylori
con una densidad aproximada de 1 x 10°® UFC
segtn la escala de Mac Farland. Finalmente,
se obtuvo muy buenos resultados con cuatro
extractos, destacdndose en su orden de
extension en relacion con la formacion de halo
de inhibicién: Aceite esencial y extracto acuoso
de bulbos Allium sativum (ajo), aceite esencial de
follaje de Rosmarinus officinalis (romero) y aceite
esencial de follaje de Rufa graveolens (ruda).
De igual manera se observaron diferencias
significativas que sustentan gque los aceites
esenciales tienen mayor poder de inhibiciéon

que el de los extractos puros o acuosos.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de los extractos vegetales

Para la recoleccion del material se consideraron
condiciones de crecimiento de la planta {altu-
ra, m.s.nm, temperatura y humedad relativa),
época de recoleccion (crecimiento vegetativo,
prefloracion, floracién, madurez) v tejidos re-
colectados (hojas v/o frutos}. Cada material
fue etiquetado adecuadamente con una ficha de
registro donde se sefialo lugar de procedencia,
peso en fresco v fecha de recoleccién. Todas las
muestras fueron llevadas a identificacién en el
herbario PSO de la Universidad de Narifio.

En el caso de la Ruda (Ruta graveolens), romero
(Rosmarinus officinalis), Llantén (Plantage major),
Paico (Chenopodium paico) y Hierba buena (Menta
officinalis), se colectd la parte aérea (follaje) de
plantas de diferentes cultivos y aparentemente
sanas; en el caso de la Caléndula {Calendula
officinalis) se utilizaron las flores y para el Ajo
Allium sativum la recoleccién de bulbos se hizo
teniendo en cuenta la apariencia dei foliaje y las
caracteristicas del bulbo. Dicho material se lavé
con agua con hipoclorito al 1% para eliminar
residuos y/o patégenos y se secé durante 48h
con aire circulante a 50°C, se molié vy se guardé
en recipientes herméticos y estériles de plastico
a 4°C hasta el momento de su utilizacién.

Para obtener los extractos de aceite esencial y
acuoso de las plantas medicinales se utilizo
el método de hidrodestilacion asistida por
radiacion con microondas (MWHD) con la
asesoria y colaboracion de miembros del grupo
de “Productos naturales” del Departamento
de Quimica de la Universidad de Narifio. Para
esto, las muestras iniclalmente se lavaron con
solucién de hipoclorito al 2% para eliminar
cuaiquier agente contaminante y luego se
sometieron a secado al ambiente durante
quince dias, a excepcién del estudio con ajo. Se
tomaron 500 grs del material seco y se trituré
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para luego introducirlo en un balén de 4 litros
de capacidad al que se le adicionaron 200 mls
de agua destilada v se lo acopld al sistema de
acuerdo con el montaje de la figura 1, que se
encuentra en el Laboratorio de Investigacién
de Productos Naturales de la Universidad de
Narifio.

Figura 1. Montaje de MWHD

Fuente: Mena ef al. 2005. actividad antibacteriana n zifro de
extractos de Carica candamarcensts sobre aislamientos de
Helicobacter pylori. Universidad y salud. Afio 5 Vol 1 Ne.
6p15.

La extraccion se realiz¢ utilizando un horno
microondas LG, modelo MB- 14VG, con
una potencia de salida 2450 MHz y nivel de
potencia 7 {7% de la potencia méxima) durante
90 minutos. El aceite esencial extraido por su
alta volatilidad se recogié sobre 5 mls de acetato
de etilo de los cuales se tomaron 1.5 mls y se
eliminaron trazas de agua con Na, 50, anhidro.
El extracto acuoso fue exiraido de la fase
inferior del producto obtenido. Posteriormente
se determing el pH de cada uno de los extractos
obtenidos y se realizé inmediatamente la
evaluacion de antibiosis.
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Para el caso del trabajo con bulbos de ajo se
siguié el mismo procedimiento con 1000 grs de
bulbos frescos triturades. Sin embargo, para
las flores de Caléndula officinalis y el follaje de
Plantago major no fue posible obtener aceite
esencial por este método, por lo tanto se evalud
Unicamente su extracto acuoso y un exiracto
puro producto de la maceraciéon con agua
destilada estéril ADE

Obtencion del inéculo de H. pylori

5e obtuvo a partir de fragmentos de biopsias
del antro estomacal de 15 pacientes con antece-
dentes de sindrome ulceroso (con previo cono-
cimiento de la investigacién y con la firma de la
correspondiente autorizacién), mediante endos-
copia superior realizada por un médico especia-
lista, con un equipo gastroduodenocendoscopio
Olympus®, en el Hospital Universitario Depar-
tamental de Narifio E.S.E. Tras la verificacién de
la presencia de la bacteria mediante test de urea,
en el laboratorio No. 4 de Microbiologia de la
Universidad de Narifio se realiz6 el aislamiento
y purificacidn, realizando inicialmente un mace-
rado en mortero estéril de cada muestra en 100
pl de solucién salina 0.9% y posteriormente una
siembra por agotamiento en agar sangre al 8%
con suplemento Dent. Las cajas se incubaron
a 37 °C en cdamara microaerofilica con sobres
Campypack (BBL) hasta observar la formacién
de colonias (48 - 72 horas). Luego se realizé la
verificacién morfolbgica microscépica y micros-
copicamente (tincion de Gram) y las correspon-
dientes pruebas bioquimicas de identificacion
(Test de urea, oxidasa (oxoid) y catalasa).

Evaluacion de Antibiosis
Se utilizé el método de difusién en placa en agar

columbia suplementado con sangre de cordero al
8%, utilizando indculos vigorosos de H pylori con
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una densidad aproximada de 1 x 10° UFC segtin la
cscalade MacFarland. Encadaunidadexperimental
(caja de petri) se utilizaron 3 sensidiscos: dos
impregnados con 1.5 pl de uno de los extractos de
cada planta (Accite esencial é extracto acuoso) y
otro correspondiente al testigo con 1.5 ul de agua
destilada estéril (ADE) cada prueba con 10 ensayos
y por duplicado (fig 2a).

Sin embargo, para el extracto de aceite esencial
de ajo fue necesario ubicar Gnicamente un
sensidisco en cada unidad experimental y
dejar los testigos en otra unidad experimental,
porque el halo de inhibicién fue tan grande que
cubria la caja petri y no permitia una adecuada
evaluacién de los resultados (fig 2b). Las cajas se
incubaron en las mismas condiciones sefialadas
para {a obtencion dol indculo.

Al cabo de 72 horas de incubacion, se midieron
los diametros de las zonas claras alrededor
de los sensidiscos (halos de inhibicidén)
como indicadores del efecto inhibitorio de
crecimiento bacteriano. Para su evaluacién se
aplicé un disefio irrestrictamente al azar de
una sola via y un solo factor, con un total de
260 unidades experimentalcs evaluadas. Los
datos se sometieron a un andlisis de varianza
y posteriormente a Ia prueba de medias de
Tukey.

Figura 2a Disposicidn de sensidiscos en cada
unidad experimental (caja de Petri).
2b Ubicacitn de sensidisco de

2b

RESULTADOS Y DISCUSION

e 15 paciente evaluados, el 73.3% (11) resul-
taron positivos para H. pylori, resultados que
fueron verificados con las pruebas bioquimicas,
macroscopicas y microscopicas pertinentes, a
partir de ellos se establecieron los inéculos vi-
gorosos utilizados para la prueba de antibiosis.

Teniendo en cuenta el didmetro de halos
observados (fig. 3A y 3B), el estudio demuestra
que todos los extractos evaluados tienen algin
efecto inhibitorio sobre H. pylori; sin embargo,
¢l andlisis de varianza indica la presencia de
diferencias significativas entre tratamientos con
un nivel de confianza del 95%.

La prueba de medias de Tukey (fig 4), demuestra
la presencia de diferencias estadisticamente signi-
ficativas (P = 0.00001). Se puede observar que el

“mejor tratamiento es el de aceite esencial de ajo A.
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sativum con halos de inhibicion promedio de 92.5
mm, seguido por los halos de extracto acuoso A.
sativim (ajo), aceite csencial de follaje de R. offi-
cinalis (romero) y aceite esencial de follaje de R.
graveolens (ruda) con halos promedio de 56.1mm,
10.55mm y 10.3mm de didmetro respectivamen-
te. El resto de tratamientos, aunque demuestran
alguna actividac,, ésta es poco significativa y muy
similar al testigo, permitiendo descartarios como
promisorios para el tratamiento de H. pylori.
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Figura. 3 A: La linea punteada indica el halo
de inhibicién observado con extracto acuoso
de ajo. B: La linea punteada indica halo
de inhibicion observado en el tratamiento

con aceite esencial de Ruda

3A

3B

Adicionalmente se realiz6 un analisis de varian-
za para comparar el tipo de extracto evaluado
{Aceite esencial, Extracto puro, Extracto Acuoso)
y su accion sobre H. pylori andlisis que demostro
que efectivamente existian diferencias significa-
tivas entre ellos (P = 0.000001). Posteriormente
se realizéd un andlisis de medias de Tukey que
presentd los resultados relacionados en la figura
5; alli se observa que el promedic de didmetros
obtenidos con los aceites esenciales es significa-
tivamente mayor al obtenido, tanto con extractos
acuoses como extractos pures.

Es importante mencionar que para este tltimo
analisis no se tuvo en cuenta los resultados ob-
tenidos con los tratamientos con ajo, puesto que
generaban una desviacién estindar muy grande.

El ajo (Allium sativum), considerada una planta
medicinal pues varios estudios han demostrado

ampliamente una serie de bondades terapéuticas
entre las cuales se destaca su actividad antimicro-
biana, posee una elevada actividad anti-H. pylorr
naasney ONEA sugiere que el efecto antibacteriano
del aceite esencial de ajo es mayor en comparacién
con las ofras fracciones polares analizadas ;- todo
esto ha permitido el desarrollo de varios estudios
complementarios entre los cuales se ha evaluado
la toxicidad de sus componentes y su efectividad
en tratamientos tanto in wive (en combinacién
con la terapia convencional), como en diferentes
formas de presentacion, con resultados promiso-
108 ., - ESTAS evidencias nos permiten reco-
mendar Ja inclusion de Allium sativum en la dieta
de los Narifiense como un mecanisme adicional
de prevencién para la infeccién por H. pylors;
ademas es conveniente continuar con el estudio
de otras plantas del género Allium para verificar
si es posible encontrar este mismo tipo de activi-
dad.

Los resultados de la actividad anti-H. pylori
observados en el extracto de aceite esencial de
romero, se pueden explicar con el estudio realizado
por Angionief al. quien reporta que el aceite esencial
de Rosmarinus officinalis esta formado en un 80%
por ['-pineno, camphor, verbenona, 1,8 cineole y
bornyl acetato, compuestos con actividad biolégica
antimicrobiana .. Adicionalmente, un estudio
posterior realizado por Santoyo et al, evalud la
actividad antimicrobiana del mismo extracto en
bacterias Gram positivas, Gramnegativasy hongos,
corrobord que todos los compuestos mencionados
tienen actividad microbiana, sin embargo la mayor
actividad antibidtica se obtuvo con camphor v
verbenona . Adicionalmente cxisten diversas
mvestigaciones en Jas que se demuestra que cl
aceite esencial de romero presenta diferentes tipos
de actividad biologica {antioxidante, antibacterial,
anticancerigena, actividad fotoprotectora etc.)
pmmy Por todo esto se puede considerar a K.
officinalis una planta promisoria para coadyuvar
en el tratamiento convencional contra la infeccién
por H. pylort.

Estudios farmacolégicos realizados con Ruda han
demostrado que en su aceite esencial existen por lo
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Figura 4. Categorias segin analisis de Tukey para diametro de halo de inhibicién

TOM -

Hierba Buena Acu( Tukey AB)

Calendula Acu {Tukey AR}

Paico Acu (Tukey AB)

Calendula Puro (Tukey AR}

Hierba Buena AE (Tukey AB)

Llantén Acu (Tukey AB)

Romero Acu {Tukey AB}

Llanten Pur (Tukey AB)

Paico AE {Tukey AB}

Ruda Acu (Tukey AB)

Ruda AE (Tukey 8C)

Romero AE (Tukey BC)

Aje Aca (Tukley D)
Ao AE (Fuikey E)
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Figura 5. Andlisis comparativo de halos de inhibicién obtenidos con diferentes

tipos de extractos

(Seglin Prueba de Tukey)

Diametro promedio de hale s cm.

AguaTukey A}

Extructos, Acuosns (Tukey B

Extractes puros (Tukey B) Aceites exenciales {Toakey €}

Extractos evainacdos

menos 17 compuestos con actividad antimicrobial
lo que evidencia su amplio efecto tanto sobre
Bacterias Gram positivas como Gram negativas
e incluso algunos hongos; aparentemente
los alcaloides conocidos como rutacridona-
epoxido e hidroxirutacridona-hepoxido son las
sustancias activas presentes en los extractos de
Ruda, que resultan mas efectivas para el control
bacteriano actuando especificamente como
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bactericidas, o35 Sin embargo, analisis realizados
con el aceite esencial de Ruta graveolens también
han reportado efectos citotdxicos, por lo cual
se hace necesario hacer estudios adicionales de
este compuesto antes de recomendarlo para el
consuma humano ey

En relacién con la actividad observada con los
extractos de aceite esencial en las diferentes
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plantas, es importante mencionar que estos
extractos contienen muchos metabolitos en
elevada concentracion y posiblemente debido
a ello, se observa que su actividad biclégica es
mayor en comparacién con los extractos acuosos
o puros de las mismas plantas. Lo encontrado
ademas, coincide con varios estudios en los
cuales, independientemente del método de
obtencion, los aceites esenciales evidencian una
mayor actividad antibacterial, antifingica o
antioxidante en comparacién con los extractos
polares @7, %, 9y Estos resultados, sin embargo,
no descartan la evaluacion de la fraccion polar de
extractos para futuros estudios relacionados con
la tematica a pesar de que se recomienda evaluar
principalmente los aceites csenciales.

CONCLUSIONES

Los extractos que resultaron promisorios para ser
utilizados de manera complementaria al trata-
miento convencional de H. pylori son es su orden
de efectividad: aceite esencial de A. sativum (ajo),
extracto acuoso A. sativiim {ajo), aceite esencial de
follaje de R. officinalis {romero) y aceite esencial de
follaje de R. graveolens (ruda}; sin embargo, es nece-
sario realizar pruebas adicionales de citotoxicidad,
genotoxicidad e inocuidad en modelos animaies y
estudios piloto en humanos, antes de recomendar
¢l uso de los extractos como complemento de los
tratamientos estdndar de erradicacién de H. pylori
de mucosa gastrica humana.
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