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1. Resumen

Helicobacter pylories un bacilo Gram negativo que provoca gastrittsah cronica
activa (L6pez, 1992), estéa relacionado con lasragcpépticas y el desarrollo de cancer
gastrico, segundo lugar de mortalidad por cangé&taskinet al, 1999). El tratamiento
de la gastritis causada pbk. pylori consiste en una terapia triple, combinando dos
antibioticos, compuestos de bismuto o un inhibakta bomba de protones (PPI), para
disminuir la secrecion de &cido gastrico, durants demanas para eliminar a la
bacteria, reduciendo asi los sintomas y previnidad@currencia en un 90% de los
pacientes. (Aguilaet al, 2001; Rodriguezt al., 2003). Si la triple terapia falla, se
utiliza la terapia cuadruple, utilizando tanto camegtos de bismuto, un PPl y dos
antibioticos diferentes a los ya usados (Miquel ngil&, 2000). El uso de estos
medicamentos provoca diferentes efectos secundasqgsor ello importante encontrar
tratamientos alternativos que produzcan pocos afescundarios. La propuesta aqui
estudiada son los extractos arthenium hysterophoruglanta usada en la medicina
tradicional en el tratamiento de la gastritis.

Se elabor6é un mapa de distribucion geogréfica exiddédeP. hysterophorusbasado
en registros de herbarios nacionales y la base ales dde la Red Mundial de
Informacion sobre Biodiversidad-Comisién Nacionatgel Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (REMIB-CONABIO). Con base en dicho paase eligi6 Cazones de
Herrera, Veracruz, como sitio de colecta del mateegetal, el cual una vez colectado
se dej6 secar durante 15 dias. Posteriormentersgarolas raices y se dividieron de la
parte aérea. Las raices se pesaron en gruposdeateeconocer la dosis utilizada segun
la informacién etnobotanica obtenida. Los polvososede raiz y de parte aérea se
sometieron a un proceso de extraccion sucesivaorhleéd con solventes de diferentes
polaridades: hexano, diclorometano, metanol. Adeseasealizé una infusion en agua
con polvo seco no utilizado previamente, tantoade como de parte aérea.

Los extractos obtenidos se probaron mediante desbps: ensayo en cultivo liquido y
método de dilucibn en agar, éste solo para losaexs acuosos. Los extractos
hexanico, diclorometanico y metandlico de raiz duerefectivos al inhibir el
crecimiento de la poblacion di¢ pylori. El extracto acuoso de raiz no tuvo una buena
actividad antiH. pylori, inhibiendo como maximo, 25.78% del crecimientblpoional.

Los cuatro extractos de parte aérea fueron efecevmmhibieron el crecimiento de la
bacteria, sin embargo solo los extractos hexaniicdprometanico y metanol, lo
hicieron en el ensayo de cultivo liquido a bajascentraciones. (31.25 y 15.625
ug/ml). El extracto acuoso sélo presentd actividddbitoria en el método de dilucién
en agar a concentraciones altas (1000 y 500 pg/ml).

La parte aérea de. hysterophorusiene mayor actividach vitro anti-H. pylori que la
raiz, por lo que es importante continuar su estudio



1.1 Abstract

Helicobacter pyloriis a Gram negative bacillus which causes chronitah active
gastritis (Lopez, 1992), it is linked to peptic els and gastric cancer development,
which ranks second in mortality from cancer (Parkinal, 1999). The treatment
consists of a triple therapy, mixing two antibistidismuth compounds or a proton-
pump inhibitor (PPI), that reduces gastric acidretsan, it is used for two weeks in
order to kill the bacteria, reducing symptoms arnelenting the bacteria restocking in
90% of patients (Aguilaet al, 2001; Rodrigueet al, 2003). If triple therapy fails, it is
used quadruple therapy, using bismuth compoun@$laand two antibiotics different
from ones used before (Miquel y Argila, 2000). Hoee it is such an agressive
treatment because it produces side effects. Beaduhes, it is very important to search
for new alternatives. An alternative proposal wstudy the effects of extracts of
Parthenium hysterophoruglant known in traditional medicine as a gagttiteatment.

It was made a Mexico distribution map &% hysterophorusbased on national

herbarium registers and REMIB-CONABIO data basethWhis, we could choose

Cazones de Herrera, Veracruz, to have a colleciibe. plant material collected was
dried for 15 days. After that, it was divided immot and aerial part. The roots were
weight in groups of three in order to know the dedech is utilized according to the

etnobotanical information. The dried powder wasjettied to a successive extraction
process in Soxhlet with several organic solventsxahus, dichloromethane and
methanol. It was made, too, an infusion in watehwio utilized dried powder.

The obtained extracts were tried through two tektquid culture test and Agar
dissolution method. Last one, only for aqueousaets: Hexanus, dichloromethane and
methanol root extracts were effective on inhibitidg pylori population growth. The
aqueous root extract did not have good activity-Eintpylori, inhibiting at the most the
25.78% bacteria population.

The four aerial part extracts was effective inliigitthe bacteria growth, but only
hexanus, dichloromethane and methanol did it in lthguid culture test on low

concentrations (31.25 and 15.625 pg/ml). Wherelas, aqueous extract presented
inhibit activity in the Agar dissolution method dmgh concentrations (1000 and 500

pa/ml).

The P. hysterophoruserial part has higher activity amdi-pylori than root. Because of
that it is important to continue this study.



2. Introduccioén.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 19#8ini6 a la medicina tradicional
como la suma total de conocimientos, habilidadepracticas basados en teorias,
creencias y experiencias oriundos de las difereriiiaras, sean o no explicables, y
usados en el mantenimiento de la salud, asi comda gorevencion, diagnosis o
tratamiento de las enfermedades fisicas o mer{{dledd Health Organization, 1978).

Esta misma organizacion, en 1977, dio a conocetPebgrama de Promocion y
Desarrollo de la Medicina Tradicional”, donde idvita todos los paises
subdesarrollados a valorar y retomar los conocitogede la medicina tradicional de sus
culturas. Asimismo, determiné que el 80% de la acbh mundial depende de las
plantas para la prevencién y la atencién a su galladld Health Organization, 1978).

La informacion sobre las propiedades curativasadeplantas se ha acumulado por
sacerdotes, hechiceros, curanderos y las amassde quaenes lo han transmitido de
generacion en generacion (Dominguez, 1973).

Desde tiempos prehispanicos, en las culturas mes@zanas, las plantas han sido uno
de los recursos mas importantes de la medicin&itoadl. Por ejemplo, en el mercado
de Tlatelolco de la gran ciudad de Tenochtitlamstéx un pasillo especializado, donde
se comercializaban las plantas medicinales (Vie<g20)

En México, el primer escrito que describe la rigquele conocimiento acerca de los
recursos herbolarios es lebellus de Medicinalibus Indorum Herbis Codice de la
Cruz-Badiano, realizado en 1552 por el médico ieiégMartin de la Cruz y traducido
al latin por Juan Badiano (Sancletal, 2007).

En muchas sociedades se ve a la medicina tradicammo una alternativa para
conservar la salud, sin embargo, en nuestro pasa muchos grupos sociales,
indigenas principalmente, es la Unica medicina sblee como consecuencia del
aislamiento que padecen.

México, al ser un pais megadiverso, es poseedonagran riqueza de especies; de las
22000 especies de plantas vasculares, el 50% stEméas. Aproximadamente 3000
especies son utilizadas en la medicina tradicion@Xicana, y un tercio de éstas se
emplean en el tratamiento de enfermedades asoc@dasstema gastrointestinal
(Arguetaet. al, 1994).

Una de las enfermedades gastrointestinales mas nesmen la actualidad a nivel
mundial es la gastritis, es por ello que se cotwien tema de interés para la
investigaciéon médica, asi como para la busquedaatimientos alternativos, como lo
son los fitomedicamentos.



2.1 Gastritis

La palabra “gastritis” fue introducida por Georgalt$, médico y quimico aleméan, hace
mas de 250 afos, refiriéndose al proceso de “ird@tadm del estbmago”

La gastritis se define como cualquier tipo deaimiécion de la mucosa gastrica, tanto
aguda como cronica (Piqué, 1992), sin embargo, leorgeneracion de nuevos

conocimientos han surgido multiples clasificacionesasadas en criterios clinicos o
histol6gicos o patogénicos o endoscoépicos seg@iinadad del autor por uno u otro

campo (Lépez, 1992).

En agosto de 1990, un grupo de gastroenterélogasdie el mundo presentd en el
Congreso Mundial de Gastroenterologia, una nuewsifidacion de las gastritis,
denominada: sistema Sidney. Este sistema mant@mecdnceptos universalmente
aceptados, asi como incluye a los avances cietifiespecto a la enfermedad. Se
divide en dos vertientes: histolégica y endoscofizadro 1).

La vertiente histologica se denomina segun tregpomentes:

1. Las caracteristicas cronoldgico-topograficas, ddadgastritis puede ser
aguda si hay una inflamacién de aparicion bruscdadmucosa gastrica, o
cronica, ademas se determina su localizacion esteinago: antro, cuerpo o

total (Fig. 1).

2. Los factores etiopatogénicos asociados.

3. Los caracteres histomorfolégicos, que comprendersiores
cuantificables o no cuantificables y dentro lasmads, ser especificas 0 no
especificas.

La vertiente endoscépica se denomina basandose en:

1. Topografia: denomina a la gastritis en antral, oo pangastrica.
2. Tipo de alteracion: se describe la alteracion ygreldo de dafio que
presenta.

En el sistema Sidney se establecen cinco varidliéslogicas cuantificadas en cuatro
grados de intensidad, que son:

a) Inflamacion. Grado de infiltracién celular a nivee lamina propia,
encargada de secretar mucosa.

b) Atrofia. Mayor y menor pérdida de glandulas gaasic

C) Actividad. Infiltrado de neutréfilos a nivel de lam propia y/o
intraepitelial.



d) Metaplasia intestinal. Mayor o menor sustitucionegéelio gastrico por
células de tipo intestinal.

e) Helicobacter pylori Presencia de éste organismo en las biopsias £|.6pe

1992).
Vertiente histolégica
Lesiones morfoldgicas Lesiones Factores etiologicos
Cronologia | Topografia cuantificables morfolégicas no| y/o patogénicos
(I, 1, my vy* cuantificables asociados
Especificas
Granulomas
Gastrospirilum
Citomegalovirus
Etc. H. pylori
Inflamacion
G. aguda - o No especificas Autoinmunidad
g Pangastritis Actividad
G. crénica . Contenido Reflujo biliar
Antro Atrofia MUCoSso ,
Formas | | Farmacos
. Cuerpo Metaplasia intestina 2
especiales Dege_ne_ramon T6xICOS
Helicobacter pylori epitelial
) i Idiopatica
Hiperplasia
foveolar
Edema
Fibrosis
Etc.




Vertiente endoscoépica

Topografia Términos descriptivos ** | Tipos endoscomios de gastritis
Edema
Eritema
Friabilidad Erimatosa-exudativa
Exudados Erosiva plana
Pangastritis Erosion plana Erosiva elevada

Gastritis de antro

Gastritis de cuerpo

Erosion elevada
Nodularidad
Pliegues engrosados

Atrofia de pliegues

Atrofica
Hemorragica
Por reflujo biliar

Hipertréfica

Patrén vascular visible

Manchas de sangre

*Grados: |: sin lesiones; II: leve; Ill: moderadd/: severo. **Grados: |: no existentes; Il: levei: |
moderado; IV: severo.

Cuadro 1. Clasificacion de las gastritis. Sistendaé&y. Tomado de Lopez, 1992.

Eszdfago

T ——
—  Fundus

.
ot

Membrana "-n
mucosa -

\“’\
Duodeno ;
Capas
musculares

Fig. 1. Anatomia del estémago humano. Imagen décined

* http://2.bp.blogspot.com/_bcGtghfMWIE/SktvIPOOndl8/estomago5.jpg




Este padecimiento causa molestias epigastricasleess, en la regiéon superior del

estbmago, se puede tener una sensacion de plgasidrandial (después de ingerir
alimentos), nauseas con o sin vomitos, meteorignrosis (acidez); sintomas que

disminuyen la calidad de vida de quien padece estarmedad. Frecuentemente se
pueden presentar también mareos, sudoracion yctadia (Lopez, 1992).

2.1.2 Gastritis yHelicobacter pylori.

En 1983 en Perth, Australia, Robin Warren y Barrgr8hall describieron un bacilo
microaerofilo, Gram negativo, de forma helicoidai, la mucosa géstrica. Lo llamaron
Campylobacter pylorpor su parecido con otras especie€dmpylobacterhasta 1988

lo nombraronHelicobacter pylori (Piqué, 1992; Prescott, 2004) y en 2005 ganakon e
premio Nobel de Fisiologia o Medicina por el destukento deH. pyloriy su papel en

la gastritis y la Ulcera péptica.

Es por ello que se consideradapylori como un factor etiopatogénico de la gastritis.
De acuerdo al sistema Sidney, la gastritis caupadaésta bacteria es denominada:
gastritis cronica activa asociad&lapylori (Lopez, 1992)

Hay mas de 20 especies del géneaicobacter,las cuales son divididas en dos:
gastricas y enterohepaticas. Estas especies deldan a los mamiferos y parecen ser
altamente especificas en relacion a la especiganorque infectan (Cuadro 2) (Kusters
et al, 2006).



on

Especies del génerq Huésped Patologia Modelo animal estudiado.
Helicobacter mamifero
primario
Gastricas
H. pylori Humano, Ulcera péptica, gastritig Raton, gerbo mongoliano, cuyo, lech
primates | adenocarcinoma gastricp, gnotobiodtico
linfoma.
H. felis Gato, perro, | Gastritis en huéspede; Ratén
ratén naturales; puede causgr
Ulceras pépticas o
adenocarcinoma gastriqo
en raton.
H. mustelae Huron. Gastritis, Ulcera pépticq, Ninguno
adenocarcinoma gastricp,
linfoma.
H. acinonychis |Guepardotigre| Gastritis, Ulcera pépticg Raton.
otros grandeg
felinos
H. heilmannii Humano, perrd Gastritis, sintomas Raton
gato, mono, dispépticos, linfoma.
guepardo, ratT
Enterohepéticas
H. hepaticus Ratén, otros | Tiflocolitis proliferativa, Ninguno.
roedores hepatitis, Carcinoma
hepatocelular.
Cuadro 2. Algunas especies del gérteéeticobacter hospederos y enfermedades

causadas (Modificado de Kustetsal, 2006).



2.1.3 Ubicacion taxonomicgPrescotet al.,, 2004):
Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Epsilonproteobaet
Familia: ktelbacteraceae
ékro:Helicobacter

Especidielicobacter pylori

H. pylori es un bacilo Gram negativo de 0.5-1.0 x 2.5-5.0 gdenforma helicoidal,
curvada o recta con extremos redondeados; flageli@ses multiples con vainas (Fig.
2).

Fig.2.Helicobacter pylorilmagen de D.J.Kelly, 2006)

Esta bacteria ha coevolucionado con los humanestsaasmite de persona a persona,
por contacto directo con heces o mediante alimerdotaminados, también se cree que
es una enfermedad zoondtica, ya que la han endonta animales domésticos
(Aguilar et al, 2001; Blaser y Artheron, 2004).

En paises en vias de desarrollo, del 70 al 90% gmblacion esta infectada con este
organismo, en los paises desarrollados es del 88%)| aunque esta cifra es mucho
mayor a la de los pacientes con gastritis croniti@aasociada &l. pylori, hecho que
se puede explicar con el equilibrio que existeeshir pylori y su hospedero, que,
cuando se rompe, da lugar a las enfermedades emsugad la bacteria (Blaser y
Artheron, 2004).

Del 70 al 90% de los pacientes con gastritis cedaittral no erosiva tiendth pylori en
la mucosa gastrica (Prescettal, 2004).

H. pylori también provoca Ulceras pépticas, adenocarcinagdasricos y linfoma
asociado a la mucosa de tejido linfoide (MALT) (fReet al, 2005).



H. pylori es responsable del 85% de las Ulceras gastri®&8oyde las duodenales, en
1994 se clasific6 como carcinogénico de cancerigasel cual ocupa el segundo lugar
de mortalidad por canceres (IARC, 1994; Pasktial, 1999)

H. pylori se sitda por debajo de la capa de moco gastti®8% reside en alguna de las
multiples capas mucilaginosas, mientras que el 2#aaal epitelio gastrico (Yoshiyama
y Nakazawa, 2000).

Las fimbrias son unas de las adhesinas relacisramtaeste procesH. pylori se une a
los antigenos de Lewis (que forman parte de logy@mbs que determinan el grupo
sanguineo O) y al monosacéarido &cido sialico, cqambién se encuentra en las
glicoproteinas de la superficie de las célulasépies géstricas (Fig. 3).

Fig.3.Helicobacter pyloriadherida a las células gastricas. Fotografia dorostopio
electronico de barrido (X3441). Modificado de Podket al, 2004.

La bacteria puede adherirse también al duoderesddihgo proximal y al distal, al recto
y al diverticulo de Meckel (Aguilaat al, 2001).

H. pylori es una bacteria microaerdfila, es decir, requigreles de oxigeno (&) por
debajo de 2-10% para crecer y es dafada por 2elat®osférico (20%), para
contrarrestar estél. pylori tiene las enzimas catalasa y oxidasa que destrioge
radicales peroxido de hidrogeno y 6xido.



Los principales factores que proporcionan virularsan:

* Enzima Ureasa, ésta enzima crea un ambiente alqadinhidrdlisis de urea para
producir amoniaco, que protege a la bacteria ddbagastrico, aunado a que esta
enzima provoca apoptosis en células gastiicagro (Aguilar et al, 2001; Prescott
et al, 2004).

» Citotoxina vacuolizante VacA, es una proteina quen& poros en las células
epiteliales del estdbmago, permitiendo la salidaade®nes y urea, ésta Ultima
utilizada por la misma bacteria para la proteccidntra el acido estomacal; ademas
induce la disminucion de las uniones estrechaseelas células epiteliales,
provocando la salida de nutrientes; también cawsaiolizacion, endosomas y
lisosomas, que terminan por matar a la célula @lgsArtheron, 2004; Riedeat
al., 2005).

» Productos de genes de la isla de patogenicidadAdcatgPcual tiene 31 genes
que activan las proteinas cinasas activadoras tEsimiMAPK, que regulan la
proliferacion celular, diferenciacion, respuestatamatorias y la apoptosis. No se
conocen proteinas homologas a esta en otras esjpletielicobacter lo cual indica
una alta especificidad de infeccion a los humaAgsii(ar et al, 2001).

También posee antigenos Lewis X y Y como composenie antigeno O del
lipopolisacéarido en su membrana externa, con lesiapta a las células del hospedero
y engafia al sistema inmune para evitar su elinona€¥ oshiyama y Nakazawa, 2000)

Sin embargo, no todas las cepasHiepylori son patégenas, se ha observado que
algunas evitan la aparicion de enfermedades gastsigperiores, como reflujo, cancer
de esofago y sindrome de Barret; pero el uso dedmdd antibioticos ha provocado la
seleccion de cepas patogenas. (Blaser y Arthefifid)2

H. pylori se puede cultivar en medios selectivos como SkjrButzler o Campy-BAP,
se debe incubar a 37°C. Es resistente a la cefaalgdlos medios de cultivo podrian
tener agentes reductores, como el caldo tiogliopf@ra mantener la microaerofilia.

Los principales medios de cultivo utilizados se ponen de lo siguiente:

Skirrow: Agar sangre base o agar Brucella. 5-7%gsamle caballo lisada, 10 mg
vancomicina, 2.50 Ul polimixina B, 5 mg trimetropin

Butzler: Agar tioglicolato, 15% sangre de ovejafibemada. 25.0 Ul baritricina, 10.0
Ul polimixina B, 5 mg novobiocina, 50 mg actidiona.

Campy-BAP: Agar sangre base o agar Brucella, 5-@8gre de caballo lisada, 10 mg
vancomicina, 2.50 Ul polimixina B, 5 mg trimetropin2 mg anfotericina B, 15 mg
cefalotina

La identificacién se realiza mediante pruebas iiwvaasy no invasivas (Miquel y Argila,
2000)



Invasivas.
Para llevar a cabo estos métodos de diagnosisesare realizar una endoscopia.
. Histologia

. Cultivo de las muestras de biopsia gastrica (Bleekal, 1993;
Granberget al, 1993).

. Prueba rapida de la ureasa.

. Tincion de Gram

. PCR

. Giemsa, plata o naranja de acridina

. Tincion de eosina-hematoxilina.

. Prueba de la enzima ureasa, que hidroliza uregppadalcir iones

amonio, aumentando el pH de la solucion y provatacambio en el
color del indicador (Cervantes, 2006).

No invasivas.
. Prueba de aliento con urea marcada con(K2orris, 1986).

. Deteccion de Inmunoglobulina G e Inmunoglobulin@msuero
(Granberget al,, 1993).

. Pyloriset EIA-G (Granbergt al, 1993).

. Malakit Helycobacter pylori en sangre, que es ursdyn de
Inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) (Bleckeal., 1993).

2.2 Tratamiento de la gastritis.

Existen diversos tratamientos para ésta enfermddsduales involucran tres tipos de
medicamentos (Miquel y Argila, 2000):

. Inhibidores de la bomba de protones (PPI): omejhrdaosoprazol y
pantoprazol.

. Compuestos de bismuto: subsalicilato de bismutanjtidina-citrato de
bismuto.

. Antibidticos. : penicilinas, tetraciclinas, macdis y nitroimidazoles.



El lansoprazol suprime la secrecion de acido enckdslas parietales gastricas; y
presenta actividauh vitro contraH. pylori (Vademécum de Genéricos Intercambiables
Thomson, 2008; Vademécum, Instituto Quimico Biatdgi2010)

Las sales de bismuto tienen como propdsito elimiaaacidez, la indigestion y las
nauseas, sin embargo esta contraindicado si sediergia a los salicilatos, también si
se es diabético, lo cual es muy comun si tomamosuenta que habra mas de 285
millones de diabéticos a nivel mundial en el afid®Q@WVorld Diabetes Foundation,
2009); lo que disminuye la posibilidad de utilipagpara muchas personas. Actlan
despegando al organismo de la mucosa gastrica sacda su lisis. (Campet al.,
2007)

La ranitidina inhibe competitivamente la union dehistamina a los receptores de las
células de la pared gastrica2jHreduce la secrecién de acido; es cicatrizantéade
mucosa gastrointestinal (Vademécum, Instituto Qeoniiologico, 2010)

Antibidticos (cuadro 3):
-Penicilinas.

La amoxicilina es la penicilina mas utilizada, g#emna tasa de erradicacion del 20%,
pero si se utiliza en combinaciéon con un PPl aummbasta un 50-60%. La amoxicilina
actla en contra de bacterias Gram positivas y ivegatinhibe la sintesis del
mucopéptido de la pared celular bacteriana (Gegtital, 2006; Campeet al, 2007;
Vademécum de Genéricos Intercambiables Thomsoi)200

-Tetraciclinas.

Las tetraciclinas inhiben la sintesis de proteiti@anen un efecto bacteriostatico en
Gram positivas y negativas; accesan por difusiGivpaa través de los poros de la
membrana celular; se ligan a la subunidad 30S slellosomas e inhiben la recepcién
del aminoacil RNAt al sitio aceptor del complejo RN-ribosoma, impidiendo asi, la
sintesis de aminoacidos (Rodrigueizal 1998; Gerritset al, 2006). Tienen como
desventaja que es necesario emplear altas dosigmerosas tabletas, incomodando al
paciente (Campetal., 2007).

-Macrolidos.

La claritromicina es el macrélido mas poderoso oht. pylori. Interfiere con la
sintesis de proteinas, ya que se une a la sububfadlel ribosoma e impide que el
péptido en crecimiento se desplace del sitio acegitdonador. (Gundiaat al, 1998;
Campoet al, 2007; Vademécum de Genéricos Intercambiables$bn, 2008). Se usa
en terapias triples y cuadruples durante 7-14 dias.

Azitromicina. Se utiliza en combinacion con la amedixa y un PPI en terapia triple.
En terapia cuadruple se usa con un PPI, un congpdediismuto y amoxicilina.



Eritromicina. Presentana concetracion minima inhibitoria (CMImuy baja, aunqu
es inesthle en valores de pH bajola catidad de tabletas es alta (8), motivo
desagradentre los paciente

-Nitroimidazoles.

Se utilizan para infecciones con organismos anaesoBlteran elpotencial redox. Lo
mas utilizados son el metronidazol y el tinidazoterapia triple o cuadrup

El metronidazolse activa cuando es reducido el grupo nitro, ded#loorganismc
susceptible; se forman radicales r-aniones e intermediarios imida que causa dafio
letal formando aductos con las proteinas y losa&cidicléicos (Bendesky y Menénde
2001; Gerriteet al., 2006).

Antibidticos Estructura
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Cuadro 3. Antibioticos utilizados en tratamientoatcaH. pylori.

En algunas ocasionét pylori se muestrausceptible a algun antibiético en ensain
vitro y resistenten vivo, posiblemente porque el antibiotico se enfrentifiaultades
para llegar al sitio de la infeccion en la concarittn adecuada y presentar un eft
antibacteriano (Campet al., 2007; Pajarest al., 2007).

2.2.1Tratamientos de primera y segundéinea.

Anteriormente se utilizaban los tratamientos duyalesmbinandoun PPI con
amoxicilina o claritromicina, sin embal, en la actualidad ya no se conside
efectivos

Se emplean como tratamientos de primera linea ritantientos triples, éstos
componen de un compuesto de bismuto, tetraciclinanoxgilina y metronidaz:
tomadas dos o tres veces al dia. Esta combinas efectiva en mas del 90% de
pacientes, sin embargo es incobmodo por la cantitadabletas y por los multipl
efectos secundarios.

Se recomienda que en los tratamientos de prinega o se combine claritromicine
metronidazol, ya quéstos son los antibidticos clapara la erradicacion H. pyloriy
se deben utilizar por separado en tratamientoideepa y segunda lila con el fin de ni
generar doble resistencia (Lopez, 19

Algunos ejemplos deerapias triples so

- Subsalicilato de bismuto (Pe-Bismol®) combinado con metronidazol y tetracicl
0 amoxicilina.

-Claritromicina, amoxicilina y lansopraz

En caso dgue el tratamiento de primera linea falle, seaati&l tratamiento de segun
linea, empleando terapia cuéadru

La combinacion se forma de un PFn compuesto debismuto, tetraciclina -
metronidazol durante siete diiBoer y Tytgat, 2000; Campet al, 2007)



No obstante, los tratamientos tienen como conse@ieliversos efectos secundarios,
como pueden ser. nauseas, vomito, diarrea, sequddadboca, gusto metdlico,
sobreinfeccion porCandida sp. cefalea, mareos, sensacion de quemazoén uoetral
vaginal.

Cuando el tratamiento es prolongado se pueden v@rsezacciones graves como:
convulsiones, adormecimiento, incoordinacion motoen algunos casos pancreatitis.
Las reacciones graves se observan en enfermosqiben altas dosis o tratamientos
prolongados. Se recomienda no usarlo en el prim@estre de embarazo y debe
valorarse su uso en etapas mas avanzadas, daddrguesa la barrera placentaria y
penetra en la circulacion fetal. También se dessgjanen la lactancia. (Falagas y
Gorbach, 1995)

2.3 Fitomedicamentos contra la gastritis.

Como se ha comentado anteriormente, las plantasdésempeiado un papel muy
importante en la conservacion de la salud a loolakg la historia, es por eso que se
aprovechan sus compuestos activos, alguna partsudestructura o preparaciones
obtenidas de ellas para elaborar medicamentosadlagfitomedicamentos.

El grupo del Dr. Jorge Alvarez de la Universidad@uadalajara en colaboracion con la
Clinica Integral de Medicina Tradicional del Mirgb de Salud Publica de Cuba han
desarrollado un fitomedicamento para combatir ktrges elaborado co€ymbopogon
citratus conocida como hierba de limoén, en México, o cadidga, en Cuba (Fig. 4).

El fitomedicamento se llama Erilim Extracto® (Fh). Posee efecto desinflamatorio,
analgésico, bactericida y fungicida, y por su atcidiurética es hipotensor,
broncodilatador y expectorante. No es nocivo perindica que se debe suspender la
toma de cualquier otro antiacido.

Se toma una gota diluida en medio vaso de aguaifltos antes de cada alimento
durante 14 dias, pero no deben tomarse mas dea8 gbtlia. Cada unidad de 3 ml
contiene principalmente terpenos como: mircen@sargol, citral a y b.

No debe administrarse a hipotensos, mujeres endmaazo lactando ni menores de
edad (Erilim México, 2010)



Fig. 4.Cymbopogon citratus Fig. 5. Erilim Extracto.

Existe en el mercado otro fitomedicamento paraaghmiento de la gastritis y Ulceras
gastricas, llamado Ulsin® (Figura 6). Esta elaboradn diversas plantas: cancerina
(Hemiangium excelsum cuachalalate Amphypterygium adstringenspalo de Brasil
(Haematoxylum brasiletjp toronjil (Melissa officinaliy y zarzaparrilla $milax
spinosa.

Se administra por via oral, se diluyen 15 gotasnedio vaso con agua, antes de cada

comida. No se recomienda durante el embarazoaztaricia.

Fig. 6. Ulsin® (Naturamar, 2010)
2.4 Plantas utilizadas en el tratamiento contreHelicobacter pylori.

Hasta 2007, se enlistaron 3@lantas a nivel mundial, con potencial adtipylori, pero
a la mayoria solo se le ha demostrado efeictagtro. Castillo y Romero clasificaron
sus posibles efectos en:

1.- PreventivoPrevienen la colonizacion en el epitelio gastriomo ejemplos, brécoli,
ajo, chile, algunos citricos.

2.- Atenuante Disminuye o retrasa el crecimiento de la bactdtig. arroz, hojas de
Arctostaphylos uva-ursi Vaccinium vitis-idaea

3.- Protector. Disminuyen inflamacion y dafio a la mucosa., Ejamellia sinensjs
Prunus mumgPanax ginsegCroton sublyratuy Evodia rutaecarpa



4.- Eliminador. Se han encontrado diversos agentes derivados déaplaon esta
actividadin vitro, mas nan vivo. (Castillo y Romero, 2007)

Se realizé un estudio del efecto de los extracwdadcorteza déAmphipterygium
adstringens llamado comunmente cuachalalate; donde se aisldos acidos
anacardicos los cuales presentaron actividadHanpylori; fueron comparados con
amoxicilina y metronidazol, dando como resultade @ungque no son tan efectivos
como los antibidticos, si hay efectos bacteriostéti se cree que actian en la membrana
plasmatica y se observdé que las bacterias se haén pequefias tras aplicar el
tratamiento (Castillet al, 2007)

Existe otro estudio, donde se analiz6 la actividados extractos metandlico y acuoso
de 53 plantas usadas en la medicina tradicional icawex para problemas

gastrointestinales, determinando su CMI mediariteidin en agar y dilucion en cultivo

liquido. Las actividades resultantes se clasificage la siguiente forma: Extractos
acuosos.- valores de CMI en pg/ml > 1000, nula;010@&ja; 500, moderada; 250,
buena; y < 250 a < 125, alta. Extractos metandlic@dores de CMI en pg/ml > 500,

nula; 500-250, baja; 125-62.5, moderada; <62.5.253buena; y 15.6 a < 7.8, alta.

El 77% de éstas plantas fueron activas en al memosle los ensayos, presentado una
actividad de moderada a alta corttrgpylori (Castilloet al, 2009).

2.5Parthenium hysterophorus.

Es una planta herbacea, erecta y ramosa de 50-80hasta 1.5 m de altura (Fig. 7),
tiene hojas alternas, pecioladas, bipinnadas r#esta0-30 cm de largo. El tallo es
ramificado y estriado. Las flores se encuentranatrezuelas en inflorescencias cimosas
y pequeias de color blanco que sobresalen dejefollzenen el involucro anchamente
campanulado, de 2 a 3 mm de largo, receptaculoghénco, paleas de hasta 1.5 mm de
largo, ensanchadas y pubescentes en el apices fliet radio con laminas de menos de
1 mm de largo, truncadas a emarginadas en el &fnoes del disco aproximadamente
60, corolas de casi 1.5 mm de largo, angostamefutedibuliforme, sin pelos (Fig. 8).

Frutos y semillas: aquenios de las flores ligulaal@lanceolados a obovados, de casi 2
mm de largo, negruzco, con o sin pelos, vilano dscamas petaloides de 5 a 7 mm de
largo.

Caracteristicas especiales: 2n = 34.

Florece de junio a noviembre (Malezas de Méxicd,020



2.5.1 Ubicacion taxonomicdAPG I, 2003):
Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraeea

Fig.7.Parthenium hysterophorugPedro Tenorio Lezama, 2066)

? http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/asteraceae/parthenium-
hysterophorus/imagenes/habito.jpg



Fig. 8. Inflorescencia dearthenium hysterophorugPedro Tenorio Lezama, 2086)

Se distribuye en los estados de Aguascalientes,p€ame, Chiapas, Chihuahua,
Coahuila, Colima, Guanajuato, Guerrero, Hidalgolisda, Estado de México,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxacalfa; Querétaro, Quintana Roo,
San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tanaaulidaxcala, Yucatan y Zacatecas
(Villasefior y Espinosa, 1998).

2.5.2 Nombres Comunes.

Esta planta tiene mas de 20 nombres comunes, gaadiEn de la region en la que se
encuentra. Entre ellos estéan:

Altamisa cimarrona, altamisa del campo, altimisianargosa, arrocillo, artemis-uits,
chaile, chachayatl, chochoyate, chuchuiate, claytbla de ardilla, confitillo, escobilla,
estafiate, falsa altamisa, hierba de la oveja,bhiedel burro, hierba del gusano,
hormiguillo, huachochole, jihuite amargo, manzanilel campo, romerillo, zacate
amargo (Martinez, 1969; Villarreal, 1983; Ejemptadel herbario etnobotanico del
IMSS, 2009).

En maya se le conoce como hauay y en lengua haasselamado tzaile y tzail-cuet
(Martinez, 1969).

2.5.3 Informacién etnobotéanica.

El contacto con la planta causa dermatitis y adergitis en animales (Toweet al,
1977 en Das, 2007)

Usando toda la planta. Se utiliza como analgésicceematismo articular subagudo y
reuma muscular, cefaleas, gastralgias (Martine&9)19

3 http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/asteraceae/parthenium-
incanum/imagenes/inflorescencia-acercamiento.jpg



Se dice que las raices en decoccion se utilizash gatamiento de la malaria (Caraballo
et al, 2004).

Junto con la manzanilla se usa para “barrer”, esr,desalizar “limpias”; su olor
ahuyenta las pulgas; es utilizada contra el hegresios en la cabeza y contra la rabia
(Ejemplares del herbario etnobotanico del IMSS).

Con la infusion, se lavan los piquetes de mosquie secan. El té se toma como agua
de tiempo para la infeccion en el estomago (Conagioo personal de la Sra. Mireya
Zamora en el estudio etnoboténico de Leonardo ZaewiT antalamos, Veracruz).

Se utiliza para la gastritis, tomandose la infusléria raiz de tres “matas” en un litro de
agua dos veces al dia (Comunicaciéon personal délb&ibn Espindola Mérida).

2.5.4 Informacion fitoquimica y farmacoldgica.

La familia Asteraceae es conocida popularmenteddelai que presenta el mayor
namero de especies de angiospermas con propiedstbsinales. Es por esto que se
han estudiado los diversos componentes responsabléss actividades biologicas o
farmacoldgicas.

El génerdPartheniumes rico en flavonoides, del tipo flavonoles.

Las especiesP. hysterophorus P. bippinatifidum y P. glomeratum comparten
flavonoles glicosidos, (Shest al, 1976) como el camferoF{g. 9)y la quercetingFig.
10), a los cuales se le han atribuido propiedadesoxadéintes, antibacteriales,
antivirales y antiinflamatorias, ademas de disnminai actividad de los trombocitos
(Osmaret al, 1998; Ravanedt al, 1982; Tapast al, 2008).

P. hysterophorugiene terpenos del tipo sesquiterpenos, como:nogibna (Fig. 11)
2-B hidroxicoronopilina, quercetagenina-3, 7 dimegifet3ffi acetoxineoambrosina,
dentro del grupo de los sesquiterpenos se encuelosapseudoguainadlidos como la
partenina, hidropartenina, [#acetoxi-11B-13-dihidropartenina, histerina A-D,
tetraneurina A (Besch y Mabry, 1969; Dast al, 2007; Daset al, 2008; Shah y
Ahmad, 2009) vy, charminerona, éste Ultimo el prinseco-pseudoguaiandlido
reportado para la planta (Venkata&thtal, 2003).

La parteninaKig. 12)es el mayor constituyente de los metabolitos sexiosl de la
planta (Daset al, 2007). Tiene propiedades alelopéticas (Baétshal, 2002). Es
sintetizada en los tricomas durante todo el cielwida de la planta, en especial durante
los estados generativos, ya que es citotOxica pawahas especies de plantas y
animales, este hecho ayuda a la planta a propagjarperturbaciones (Kupcha al,
1971 en Da=t al, 2007; Reinhard et al., 2006 en Belz, 2008). Estalemuestra con
otros estudios al respecto:

-El riego de plantulas d8inapis arvensigbrassicaceae), con partenina, causa necrosis
en la superficie de las hojas (Belz, 2008).



-La partenina extraida dP. hysterophoruses téxica en cultivos d&ntamoeba
histolyticay el resultado es tan bueno como el tratamientoneetronidazol (Sharma y
Bhutani, 1988 en Shah y Ahmad, 2009).

También se han aislado d® hysterophoruditosteroles: campesterol (Fig. 13);
sitosterol (Fig. 14) y estigmasterol; con la prdai@ de reducir el nivel de colesterol y
prevenir su aumento en higado y plasma en hum&aoguhaet al, 1956; Battat al.,
2006; Shah y Ahmad, 2009).

El syringaresinolFig. 15)es un lignano presente en esta especie, su u@scepsitado
en el tratamiento de heridas, irritaciones, fieeremia, malaria, problemas del corazon
(Daset al, 1999).

También contiene acido ursoli¢big. 16) que induce apoptosis en células cancerosas
(Shanet al, 2009) y acido clorogénicg-ig. 17) con propiedades antioxidantes (Lan,
2007).
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2.5.4.1 Evaluacioén de los extractos de hysterophorus.

En cuanto a los efectos de los extracto® dbeysterophorusse han realizado diversos
estudios, enfocados en la valoracion del conocitmigadicional.

El extracto etandlico de la planta fue evaluadwitro e in vivo contraTrypanosoma
evansj resultando en la eliminacion del parasito ensldsi 100 y 300 mg/kg de peso,
aungue resulté toxico en una dosis de 1000 mg/kgede (Talakal, 1995 en Shah y
Ahmad, 2009).

El extracto etandlico d@. hysterophorugiene efecto inhibitorio sobrBlasmodium
falciparum el organismo responsable de la malaria, con uimama concentracion
inhibitoria (CMI) de 12.5 pg/ml (Rodriguez al, 2006).

El extracto etandlico de toda la planta fue probadaemillas de las malez&idens
pilosa (Asteraceae) YAvena fatugPoaceae). Dafa la membrana celular e inactiea a |
enzima deshidrogenasa en raices, ademas de caugérdida de la clorofila en las
hojas, lo que detiene su germinacion y crecimid®andey, 1996 en Batistt al.,
2002).

El extracto metandlico de las flores presenté unportante actividad antitumoral
(Mukherjee and Chatterjee, 1993 en [Baal, 2007).

Se utilizaron los extractos metanodlicos para raalima prueba de dosis letal 50 en
ratas, mediante administracion oral e intravendaado como resultado que la dosis
letal es de 42 mg/kg. (Narasinhatal, 1984)

Se probd el extracto acuoso de las partes aéreRshysterophorugn tres especies de
hongos,Drechlera tetrAmeraAspergillus nigery Phoma glomeratapatdégenos para

muchas plantas utilizadas en la agricultura. Baascentraciones (10, 20 y 30%
extracto) mostraron actividad antifingica, mientise altas concentraciones no
mostraron actividad alguna (Bajwaal, 2003).

El extracto acuoso de. hysterophorusnhibié la germinacién d&®aphanus sativus
Brassica campestrig B. oleraceaBrassicaceae) cuando se aplicd a baja concedmraci
Tuvo efecto inhibitorio en la elongacion de la rai®Oryza sativaZea maysTriticum
aestivumArtemisia dubiay enAgeratina aderophoréMaharjanet al, 2007).

El extracto acuoso de las flores tiene efecto Hipmgniante en ratas diabéticas (Patel
al., 2008).

El extracto acuoso a baseehysterophoruposee efecto insecticida y antialimentario
sobre las larvas depodoptera frugiperd@Villate et al, 2006)

Con el extracto acuoso se realizaron un champuaylarién y se aplicaron a perros
infectados con escabiasis, observandose una mélaiga et al, 2000).



Se realizé un estudio donde se dafd con etanol el estomago de ratones, el cual es un
modelo representativo de la enfermedad de la Ulcera gastrica en humanos (Silen, 1988
en Bucciarelli y Skliar, 2007), encontrandose que el extracto acuoso tiene efecto
gastroprotector (Bucciarelli y Skliar, 2007).



3. Objetivos.
v' Objetivo general:

 Evaluar el efecto de los extractos dRarthenium hysterophorus sobre
Helicobacter pylori.

v' Obijetivos particulares:

+ Conocer la distribucion geografica en México Rethenium hysterophorus y
recolectar especimenes para su deposito en urriocerba

+ Obtener extractos dBarthenium hysterophorus con diferentes polaridades y
evaluar el efecto antibacteriano sobleticobacter pylori.

« Comparar el extracto dearthenium hysterophorus con mayor actividad con
antibidticos de referencia.

4. Justificacion.

La medicina tradicional es una parte fundamentallage culturas del mundo, sin
embargo usualmente es devaluada y mal comparadk coadicina cientifica, es por
esto que es necesario validar los conocimientosapada.

La gastritis se ha convertido en una de las enfdéad®s mas importantes y los

tratamientos alopaticos, aunque son efectivos, rganefectos secundarios a corto y
largo plazo que provocan que el paciente los abengiano recupere su salud, ademas
de provocar resistencias de las bacterias a lds@itos usados. Por ello es importante
encontrar tratamientos alternativos efectivos paraontrol de la enfermedad y que

produzcan minimos o nulos efectos secundarios.

5. Hipétesis.

Si la infusion de la raiz dParthenium hysterophorus tiene efectos antibacterianos,
entonces el extracto acuoso de dichas raices mavda disminucion de la poblacién
de Helicobacter pylori en igual o mayor proporcién que el antibidtico dratamiento
habitual.



6. Métodos.
6.1 Distribucion geografica.

Para crear un mapa de la distribucion geogréafecBadthenium hysterophorus, asi como
conocer su uso etnobotanico, se reviso:

& Base de datos de la Red Mundial de Informaciomes8iondiversidad —Comision
Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiidad (REMIB-CONABIO) y se
consideraron los resultados de 1950 a 2009.

% Herbario Etnobotanico del Instituto Mexicano deg&e Social (IMSSM).

# Herbario de la Escuela de Ciencias Bioldgicas dstituto Politécnico Nacional
(IPN).

Posteriormente se realizé una base de datos querdecesada en el software Arc View
GIS version 3.1.

6.2 Recoleccion.

El material vegetal se colecto el 24 de octubr@@s8, en el municipio de Cazones de
Herrera, que se localiza en la zona norte del eswdel Veracruz (20°41'42"N,
97°19'15"W).

Se recolectaron 1.5 kg de plantas completas, daukes un ejemplar fue depositado en el
Herbario de la Facultad de Ciencias, UNAM. Y eltoese dejo secar en un lugar
sombreado y seco para su utilizacion en la elabrate las extracciones.

6.3 Extracciones.

El material vegetal se dejo secar durante 15 Biasteriormente las raices fueron separadas
de la parte vegetativa y se pesaron. Estas seavaiepor tamafios y se tomaron tres raices
de tres individuos combinando los tamafios y serpes@uya media se utilizaria para
conocer la dosis utilizada en la medicina tradialon

Tanto las raices, como la parte aérea de la plaatgpulverizaron en un molino
convencional para realizar extracciones sucesivas.

Para llevar a cabo las extracciones, se tomarogr@®os del polvo seco de raiz y parte
aérea por separado y se realizaron tres extraccEmequipo Soxhlet de ocho horas cada
una en tres solventes con diferente polaridad;i@xdiclorometano y metanol.



Se obtuvieron los extractos hexanico, diclorometani metandlico, a los cuales se les
eliminé el disolvente utilizando un evaporador tot@, posteriormente se les dejo secar a
temperatura ambiente.

En el caso de los extractos acuosos, se utilizéom de polvo de parte aérea y solamente
10 g de polvo de raiz, debido a la falta de mdtgrise expusieron a agua destilada en
ebullicién durante 10 minutos. Las infusiones oidla® se dejaron reposar durante 24
horas, fueron filtradas y colocadas en el congelpdm ser liofilizadas posteriormente.

Una vez que todos los extractos llegaron a unacdegm absoluta, se calcularon los
rendimientos (Fig. 18).

Se calcul¢ la cantidad de cada extracto de raR tigsterophorus en la dosis utilizada en
la medicina tradicional, mediante la siguiente fdlam

C = (X peso de 3 raices) (peso seco extracto)

Peso polvo utilizado en cada solvente

Conociendo esta cantidad, se calculo la concentrale| extracto acuoso de raiz cuando el
extracto se decocciona en un litro de agua.



Planta completa

Secar 15 dias (sombrado y seco)
Total

Pesar Raiz Parte aérea

Grupos de 3 Moler

| Extraccion |
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’—‘ B\

Hexano Exposicién a

agua hirviendo

’7 Residuo 10 minutos

Diclorometano —‘ > 3 x 8 horas Reposo de
24 horas
Residuo
Metanol
_/
Eliminacion del disclvente el s
. Rendimientos Liofilizacion
en evaporador rotatorio

Fig.18. Método para la obtencion de los extraatidigados.

Una vez que se obtuvieron los extractos se probecBuidad sobreHelicobacter pylori,
mediante dos pruebas vitro: en cultivo liquido y en el caso de los extra@o80s0s se
realiz6 una prueba adicional, método de dilucioagser.

Ambas pruebas se realizaron en el laboratorio dBréa Irma Romero Alvarez, en el
Departamento de Bioquimica de la Facultad de MeajdJNAM.



6.4 Ensayo en cultivo liquido.

Se utilizo la cepa deelicobacter pylori ATCC 43504, la cual tiene la citotoxina
vacuolizante VacA y la proteina Cag A.

Las bacterias utilizadas se encontraban en viglesestaban congelados a -70°C en un
refrigerador REVCO, con medio de cosecha, que nta®8g/| de medio Brucella Broth
(DIFCO), glicerol 10%, suero fetal bovino 10% (GMBRL) y vancomicina 10 mg/l
(SIGMA) .

Para realizar el ensayo en cultivo liquido, logastbs hexanico, diclorometanico y
metandlico se disolvieron en dimetilsulféxido (DMBJos extractos acuosos se
disolvieron en agua destilada. Se prepararon ehmidia del ensayo. Las concentraciones
finales fueron: 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7581 3.9625 pg/ml.

Se tomo un vial conteniendth pylori, la cual estaba congelada a -70°C (REVCO) y se
disolvié en caldo Muller-Hinton (DIFCO) con ciclodena (2%) , vancomicina (10
mg/ml), trimetropina (5 mg/l), amfotericina B (2 ff)g/ polimixina B (2.5 mg/l) (SIGMA),
hasta obtener una suspension homogénea con undatkaptica (DO) a 600 nm de 0.2
(Espectrofotometro Pharmacia Biotech Ultrospec 2000@mento en el cual las bacterias
se encuentran en fase de adaptacion al medioléigse

El cultivo conH. pylori se incubo en una estufa de CO2 (Nuaire Ts Aujfldwante 5 o

6 horas a 37°C°, 10% CO2 y 150 rpm, hasta obtemeD@®600= 0.3, cuando las bacterias
se encuentran en el inicio de la fase exponerfeisé (og) y hay10® Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) (Castétal., 2009).

Al llegar a este punto se tomaron 1.5 ml del calinse colocaron en tubos de ensaye
estériles, se aplicaron los diferentes extracias aoncentraciones de 250, 125, 62.5,
31.25, 15.625, 7.8125 y 3.9625 pg/ml. Cada undrfmicado.

Se utilizaron como controles negativos DMSO y adestilada para el caso de los
extractos acuosos. Como control positivo se utbzalos antibioticos: amoxicilina, con
concentraciones de 0.1, 0.05, 0.01 y 0.005 pg/iméyronidazol a concentraciones de 400,
300, 200 y 100 pg/ml.

Después de aplicar el tratamiento a cada tubgigg@n un Voértex (Genie 2 cat No.
3030A). De cada tubo se tom6 una alicuota de 0¥salleyeron a DO600 para obtener
una medicion inicial.

Todos los tubos con cada condicion experimentahsabaron bajo las condiciones
Optimas para la bacteria, antes descritas, dudnkeras. El cultivo de cada tubo se volvid
a leer a DO600, para obtener una medicion final.



Para calcular el porcentaje de inhibicién de ceatamiento, se obtuvo la media de las
diferencias de DO final menos DO inicial del cohtregativo (DMSO o agua destilada), la
cual corresponde al 100% de crecimiento, y pootait0% de inhibicion; y se compararon
con las medias de las diferencias de lectura de ttathmiento. Con los resultados
obtenidos se determind la Concentracion Minimablitdriia (CMI) para cada extracto
(Castilloet al., 2009) (Fig. 19).

La férmula para determinar el porcentaje de inidioicleH. pylori para cada tratamiento
es la siguiente:

= 100-C
donde:
I= % de inhibicion
C= % de crecimiento

Para calcular el porcentaje de crecimientéidpylori ante cada tratamiento se utiliza la
siguiente férmula:

C= [ X (DOf— DOi)] (100)

X (DOf — DOi) control negativo



6.5 Método de dilucién en agar.

Se realiz6 de acuerdo a las recomendaciones det&land Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2005)

Los extractos acuosos, tanto de raiz como de péréa se disolvieron en 10 ml de agua
destilada para obtener concentraciones finale$@#, 500, 250 y 125 pg/ml, cada uno se
disolvié en una placa con agar Muller Hinton (paenente esterilizado), sangre de carnero
(5%) y 4 antibioticos:

* Amfotericina 2 mg/l. Previene el crecimiento de gas

* Polimixina 2.5 mg/l. Evita el crecimiento éseudomona sp.

* Trimetropina 5 mg/l. Impide el crecimiento de sttmcterias Gram negativas.
* Vancomicina 19 mg/l. Evita el crecimiento de Gramosifivas.

Con estas disoluciones se prepararon tres placaspiivo por cada concentracion, las
cuales se dejaron secar en una estufa a 37°C d@émioras para quitar el exceso de
humedad. Como control negativo se prepararon teeap sin extracto. En cada una de las
placas se sembré 0.1 mt10® UFC) deH. pylori ATCC 43504 con DO600= 0.1
determinada en una dilucién 1:10 en medio Mullettét, ciclodextrina 2% y

vancomicina. Se dejo incubar bajo condiciones Gidurante 6 dias.

La CMI se determin6 como la concentracion a ld sadabia crecimiento de. pylori en
la placa (Fig. 20).



Heficobacter pylori ATCC 43504 (Vac A, Cag A)

-70°C en REVCO

Tomar un vial

Agregar a medip de cultiva esterll

Mueller-Hinton 21g/1 + 2% P ciclodextrina +
vancomicina 10mg/l + 4 antibidticos

Suspension homogénea

hasta phtener

D.0.600=0.2

Incubar con agitacidn a 150 rpm, 37°C y CO2 10%

Extractos: hexanico, diclorometanico,
metandlico y acuoso disueltos en DMSO o
agua destilada

Concentraciones finales: 250, 125, 62.5,
31.5, 15.6, 7.8 v 3.9 pg/mi

56 6 horas o D.0.600=0.3

Cada concentracién por
triplicado

Control negativo: 6 tubos con
DMSO, 4 tubos de agua destilada

por experimento

Control positivo: amoxicilina y
metronidazol

Colocar 1.5 ml

Tubos de ensaye

Agitacion en vdrtex

Tomar alicuota de 0.6 mly leer
D.0.600 inicial

Incubar con agitacién a 150 rpm, 37°C
y CO2 10% durante 21 horas

D.0.600 final

Fig. 19. Método de ensayo en cultivo liquido.



Extracto acuoso de raiz

Extracto acuoso de parte aérea

Disolver en agua destilada

Concentraciones finales: 1000, 500,

250 y125 pg/ml

Helicobacter pylori ATCC 43504
(Vac A, Cag A)

D.0.600 = 0.1

En dilucidn 1:10

| Sembrar

Tres cajas de quitivo por cada

concemtracian

Secar en dstufa a 37°C
durantg 24 horas

0.1 ml

Dilucidn en agar

6 dias después

Mueller-Hinton

+
5% sangre de carnero
+
vancomicina (10 mg/ml)
+
trimetropina (5 mg/mil)
+
amfotericina B (2 mg/ml)
+

polimixina B (2.5 mg/l}

CMI= concentracion a la cual no hubo

crecimiento de H. pylori

Fig. 20. Método de dilucién en agar.




6.6 Analisis estadisticos
6.6.1 Controles negativos

Se calculé la incertidumbre de los controles negatipara analizar la variabilidad
respecto a sus medias y se compararon mediantealisis de varianza de un factor
para numero desigual de observaciones.

6.6.2 Grupos experimentales
Se numeraron diez grupos experimentales por analiza

1. extracto hexénico de raiz
2. extracto diclorometanico de raiz
3. extracto metandlico de raiz
4. extracto acuoso de raiz
5. extracto hexanico de parte aérea
6. extracto diclorometanico de parte aérea
7. extracto metandlico de parte aérea

8. extracto acuoso de parte aérea

©

control positivo amoxicilina
10.control positivo metronidazol

A los diez grupos se les calculé la incertidumbagapencontrar la variabilidad respecto
a sus medias de inhibicion.

Se realizé un analisis de varianza de dos factpega analizar si hay diferencia
significativa entre los grupos experimentales, @®ino entre las concentraciones
utilizadas en el presente estudio.

Finalmente se comparé mediante una pruat&student para muestras independientes
a los diferentes grupos entre si y conocer si lif@yethcia significativa entre ellos, asi
como entre las concentraciones utilizadas.



7. Resultados y discusion.
7.1 Distribucion geografica.

Al revisar el Herbario etnobotanico del Institutoekitano del Seguro Social, se

encontraron 18 ejemplares registrados de los B8 a 1992, mientras que en el herbario
de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas detituto Politécnico Nacional, se

encontraron 134 ejemplares registrados del afio B83B97. Los estados donde mas
ejemplares colectados se reportan son Veracruf (), San Luis Potosi (11.9 %),

Tamaulipas (8.4 %) y Yucatan (8.4 %) (Fig. 21).

La base de datos de la Red Mundial de Informacidires Biodiversidad —Comision
Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodsidad (REMIB-CONABIO) arrojo 372
datos de localizacién en México dre hysterophorus.

Se tomaron en cuenta solo los datos que fuerapmmss a 1950, para evitar un resultado
falso debido a la constante perturbacion de losistmmas donde se desarrolla la especie.

El mapa de distribucion geogréfica (Fig. 22) mwesgtneP. hysterophorus se distribuye en
22 estados de la Republica Mexicana, habitandinttisttipos de ecosistemas. En afios
anteriores, se consideraba dqénysterophorus habitaba 27 estados de México (Villasefior
y Espinosa, 1998), lo que sefala que esta espsaidaccon una amplia distribucion y que
se encuentra también en los estados que no eptEmacos.

De acuerdo al numero de repeticiones de locakaalh base de datos generada, asi como
la cercania, se eligié6 Cazones de Herrera, es@adt@dhcruz como sitio de colecta.
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Fig.22. Mapa de distribucion geograficarbethenium hysterophorus en México. REMIB-
CONABIO y Herbarios IMSSM e IPN, 2010.



7.2 Recoleccion.

La colecta del material vegetal se realiz6 en ehinipio de Cazones de Herrera en el
estado de Veracruz. En las coordenadas (20°41'427M19'15"W) el dia 24 de octubre
de 2008. Se depositd un ejemplar botanico en ebdtier de la Facultad de Ciencias,
UNAM. (Fig. 23).

La informacidon etnobotéanica arrojo que la gentdizatila raiz de tres individuos de la
planta, hervida en un litro de agua, tomado do®ewvet dia, como tratamiento para la
gastritis.

Nombre cientifico: Parthenium hysterophorus

Familia: Asteraceae Nombre vulgar: Chuchuiate
Localidad: Cazones de Herrera.
Estado: Veracruz. Fecha: 24 de octubre de 2008
Héabito: Herbacea

Altitud: 7 m
Colector: Jazmin Patricia Espinosa Rivero No. 1
Observaciones: Se usa en el tratamiento de la gastritis.

Determin6: M. en C. Armando Gomez Campos.

Fig.23. Ficha del ejemplar botanico larthenium hysterophorus depositada en el
herbario.

7.3 Extracciones

El material colectado se dej6é secar durante 15atias lugar sombreado y seco, donde no
sufri6 contaminacion alguna. Las raices se separdeola parte aérea y pesaron en su
totalidad 53.36 g

Se pudo observar que las raices variaban de tacomSaerablemente (Fig. 24), por lo que
se ordenaron por tamafo y se pesaron en grupasgeligiendo tamafios distintos. (Fig.
25)

Para tratar de determinar la dosis utilizada pgelate, en el tratamiento contra gastritis. El
valor encontrado fue 0.52 g.



Fig. 24. Comparacion de diferentes tamafios degaice

Fig. 25. Ordenamiento por tamafio de las raicesfparar grupos de tres y determinar
dosis de acuerdo al uso tradicional.



7.3.1 Extractos de raiz.

Se obtuvieron 0.1186 g de extracto hexéanico, lol @mresponde al 0.296% de
rendimiento; 0.3436 g de extracto diclorometanmae es 0.859%; con metanol como
solvente se obtuvieron 4.0901 g, lo que es 10.22%4958 g de extracto acuoso, que
corresponde al 4.958%. (Cuadro 4)

Mediante estas extracciones selectivas por polardka los componentes se obtuvieron
bajos rendimientos, ya que se obtuvieron valorasones al 10%, excepto para el metanol,
gue super6 este valor. Sin embargo, las cantidddesxtracto fueron suficientes para
realizar las pruebas de actividad atipylori.

Referente a la concentracion utilizada por la gestde 25.767 pug/ml de extracto acuoso.
También se calculd la cantidad de extracto en ksdatilizada por la gente, para cada
solvente (Cuadro 4)

El metanol tuvo el mayor rendimiento (10.22 %),useg del agua, el diclorometano y por
altimo el hexano.

Raiz
Solvente Peso Peso seco % Cantidad en dosis de
polvo (g) | extracto (Q) 0.52 g (mQ)
Hexano 40 0.1186 0.296 1.542
Diclorometano 40 0.3436 0.859 4.467
Metanol 40 4.0901 10.22 53.171
Agua 10 0.4958 4.958 25.767

Cuadro 4. Rendimientos calculados para extractoside



7.3.2 Extractos de parte aérea.

En el cuadro 5 se resume la cantidad de extradeniolo, asi como el porcentaje de
rendimiento para cada uno de los solventes utizah la extraccion de la parte aérea de
P. hysterophorus.

Al igual que en la raiz, el metanol fue el solveqte extrajo mayor concentracion de
extracto, después el agua, el diclorometano y>are

Parte aérea
Solvente Peso polvo secp Peso sc(agc)o extractg %
Hexano 40 0.2362 0.590
Diclorometano 40 1.1738 2.934
Metanol 40 3.8944 9.736
Agua 40 2.767 6.91y7

Cuadro 5. Rendimientos calculados para extract@gade aérea.



7.4 Evaluacion del potencial antHelicobacter pylori

7.4.1 Determinacion de la CMI mediante ensayameultivo liquido.

Los cultivos experimentales se realizaron en seasiones diferentes, usando en cada una
de ellas un numero de tubos con agua destilada 8@kbmMo control negativo

También se calculd la incertidumbre (I) (Elorza02p) para encontrar la variabilidad
respecto a las medias muestreadas (Cuadro 6).

I = ¢
n
CONTROL Ndmero de Meplig de Desvjacién Incertidumbre
tubos crecimiento estandar
Control 1 10 0.852 0.080 0.0254
Control 2 10 0.745 0.084 0.0266
Control 3 10 0.662 0.060 0.0190
Control 4 6 0.724 0.029 0.0118
Control 5 6 0.830 0.195 0.0795
Control 6 6 0.865 0.140 0.0570

Cuadro 6. Numero de tubos empleados, media, dé&viastandar e incertidumbre de los
controles negativos utilizados.
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Fig. 26. Comparacion de las medias de los contsoesincertidumbre.

En la figura 26 se observa que los controles nosaoy diferentes, a excepcion del control
3, que tiene una media mas baja que los demasdmles 2 y 4 presentan una media de
crecimiento muy similar. Los controles 1, 5 y 6gen@tan las medias mas altas, sin embargo
los controles 5 y 6 presentan mayor incertidumesedecir, existe mayor variabilidad en
los valores de las medias muestreadas.

7.4.1.2 Andlisis de varianza de un factor.

Con el propdsito de unir todas las mediciones declantroles en un control Unico se
compararon mediante un analisis de varianza deagtorf para nimero desigual de
observaciones (Cuadro 7).

Se contrastaron dos hipotesis:

Hipotesis nula (Ho): No se encuentran diferendigsificativas entre las medias resultantes
de los controles, por tanto se considera que sgldg.

Hipdtesis alterna (Ha): Se considera que hay difgas significativas entre las medias
resultantes de los controles, por tanto son difesen



Variacion Gfados de Media de Cuadrados F
Libertad
. F = Vb/a-1
Entre tratamientos wina
(a-1) Vb/a-1
Vb= % n (X —X)? F=5.250
' 5 0.056
Vb= 0.278 con 5, 42 grados
de libertad
Dentro de tratamientos (n-a) Vw/n-a
Vw= V- Vb= 0.445 42 0.011
Total
_ (n-1)
V=2 (xjk—X)*
J k
‘ 47
Vb+ Vw =0.724

Cuadro 7. Andlisis de varianza de un factor pasaclintroles negativos usados (Spiegel,
1976).

Ya que el valor de la F calculada (5.25) para lopgs es mayor a la F critica (2.45) para
una p < 0.05, se rechaza la Ho y se consideraagumédias de los controles son diferentes.

Esto puede deberse a situaciones particulares d¢ancalibracion de los instrumentos,
cambios por los materiales utilizados o variacioeedas maniobras realizadas. Por esto
cada cultivo experimental se comparé con el comtegjativo correspondiente y se calculd
el porcentaje de inhibicién sobik pylori. De esta manera se normalizan las mediciones y
son susceptibles de compararse entre si.

7.4.1.3 Extractos de raiz.

De los cuatro extractos a probar, solo el extrasttandlico se pudo disolver con facilidad
y se probd a partir de una concentracién de 25Mlighientras que el hexanico, el
diclorometanico y el acuoso se tuvieron que pr@bpartir de una concentracion mas baja
(125 pg/ml)

Al realizar los experimentos, se utilizé la primeliaolucibn como stock y se prepararon
diluciones 1:2 para probar concentraciones masstbagata encontrar la concentracion
minima inhibitoria (CMI).

Las CMI encontradas fueron de 15.625 pug/ml, 31 @y 125 pg/ml para los extractos
hexanico, diclorometanico y metandlico, respectieata. El extracto acuoso no presento
actividad inhibitoria (Cuadros 8-11 y Figuras 27%-30



Concentracion pg/ml % inhibicign
125 104.34%
62.5 109.51%
31.25 114.31%
15.625* 112.09%
7.8125 79.87%
3.90625 59.46%

Cuadro 8. Porcentaje de inhibicion para cada cdraman de extracto
hexanico de raiz.*CMI.

Efecto del extracto hexanico de raiz sobre
Helicobacter pylori
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Fig. 27. Efecto del extracto hexanico de raiz sétalecobacter pylori.



Concentracion pg/ml% inhibicion
125 106.57%
62.5 111.38%
31.25* 113.32%
15.625 92.13%
7.8125 68.19%
3.90625 66.71%

Cuadro 9. Porcentaje de inhibicién para cada cdraman de extracto
diclorometanico de raiz.*CMI.

Efecto del extracto diclorometanico de raiz sobre
Helicobacter pylori
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Concentraciénpug/ml

Fig. 28. Efecto del extracto diclorometanico de saibreHelicobacter pylori.



Concentracion pg/ml% inhibicion
250 114.42%
125* 113.97%
62.5 77.13%
31.25 29.04%

Cuadro 10. Porcentaje de inhibiciéon para cada cdraeon de extracto
metandlico de raiz.*CMI.

Efecto del extracto metandlico de raiz sobre
Helicobacter pylori
140%
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Concentracién ug/ml

Fig. 29. Efecto del extracto metandlico de raizsételicobacter pylori.



Concentracion pg/m| - % inhibicign
125 -0.59%
62.5 3.40%
31.25 1.50%
15.625 0.50%
7.8125 25.78%

Cuadro 11. Porcentaje de inhibicién para cada cdraeon de extracto

acuoso de raiz.

% Inhibicién
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20%

0%
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Efecto del extracto acuoso de raiz sobre

Helicobacter pylori
. * -
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Concentracion pg/ml

140

Fig. 30. Efecto del extracto acuoso de raiz sblaecobacter pylori.




El hecho de tener porcentajes de inhibicion may@aeBs00 % se interpreta como la
capacidad del extracto de no solo inhibir el créanmo de la poblacién dd. pylori, si no
también destruir un porcentaje de células que s#rsgon inicialmente, ya que éstas al
sufrir lisis, se precipitan, disminuyendo el vadierla densidad Optica.

La mayor actividadn vitro se present6 en los extractos hexanico y diclorémed, que
tienen compuestos no polares, sin embargo se @bsenaumento en el porcentaje de
inhibicion en medida que la concentracion del extrdaja, hasta llegar al CIM (Cuadro 8
y 9). Es posible que el extracto se haya precipitatbs compuestos activos no se hayan
distribuido uniformemente en la mezcla, provocagde se tomara mas disolvente y menos
extracto en el momento de aplicar el tratamientulivo.

La CMI del extracto metandlico fue mayor a la des lextractos hexanico y
diclorometanico. El porcentaje de inhibicion desesttracto se ve claramente influido por
la concentracion a la que fue aplicado; entre mayarla concentracion, mayor era el
porcentaje de inhibicion (Cuadro 10).

El extracto acuoso de raiz no presentd una buetiadad antiH. pylori, esto puede
deberse a:

- El calor constante al que estuvo sometido el ettrdarante su obtencion
descompuso los compuestos que pudieran tener adgtinelad.

- Los componentes de este extracto no tienen aatiadaH. pylori.

Este ultimo punto abre la posibilidad de probaefetto de este extracto sobre algin otro
microorganismo, ya que ademas se ha visto su efestaticida en lepidopteros y acaros
(Aguila et al., 2000; Villateet al., 2006).

7.4.1.4 Extractos de parte aérea.

A diferencia de los extractos de raiz, los cuaktoaetos de parte aérea se disolvieron con
facilidad, y se probaron a partir de una conceitrade 250 pug/ml

Al realizar los experimentos, se utilizé la primeligolucion como stock y se prepararon
diluciones 1:2 para probar concentraciones mas lbasta encontrar la CMI.

Las CMI encontradas fueron de 31.25 pg/ml, 15.68mbhy 31.25 pg/ml para los
extractos hexanico, diclorometanico y metandliaspectivamente. El extracto acuoso
presentd un porcentaje de inhibicidn de 72.21% cor@ximo, a una concentracion de 250
po/ml (Cuadros 12-15 y Figuras 31-34).



Concentracién pg/ml - % inhibicign
250 117.82%
125 119.79%
62.5 120.09%
31.25* 113.41%
15.625 95.63%
7.8125 66.58%
3.90625 1.93%

Cuadro 12. Porcentaje de inhibiciéon para cada cdraeon de extracto
hexanico de parte aérea.*CMI.

Efecto del extracto hexanico de parte aérea sobre
Helicobacter pylori
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Fig. 31. Efecto del extracto hexanico de parteaasobreHelicobacter pylori.



Concentracion pg/ml% inhibicion
250 95.17%
125 106.34%
62.5 115.56%
31.25 115.96%
15.625* 103.90%
7.8125 82.81%
3.90625 44.48%

Cuadro 13. Porcentaje de inhibicidon para cada cdrammon de extracto diclorometanico
de parte aérea.*CMl.

Efecto del extracto diclorometanico de parte aérea
sobre Helicobacter pylori
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Fig. 32. Efecto del extracto con diclorometano deaegaérea sobieelicobacter pylori.



Concentracion pg/m| % inhibicion
250 113.90%
125 112.84%
62.5 119.34%
31.25* 116.13%
15.625 88.31%
7.8125 41.85%
3.90625 52.35%

Cuadro 14. Porcentaje de inhibicion para cada cdra@on de extracto
metandlico de parte aérea.*CMI

o - Efecto del extracto metandlico de parte aérea sobre
Helicobacter pylori
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Fig. 33. Efecto del extracto metandlico de parteaéobrdielicobacter pylori.



Concentracion pg/ml % inhibicion
250 72.21%
125 34.33%
62.5 24.16%
31.25 13.52%
15.625 24.72%

Cuadro 15. Porcentaje de inhibiciéon para cada cdraeon de extracto
acuoso de parte aérea.

Efecto del extracto acuoso de parte aérea sobre
Helicobacter pylori
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Fig. 34. Efecto del extracto acuoso de parte asbeeHelicobacter pylori.

Se presentd actividad ami- pylori en los cuatro extractos: hexanico, diclorometgnico
metandlico y acuoso, los tres primeros, con CMI parecidas y el ultimo no tan efectivo
como los extractos con los demas solventes organico

Al igual que en los extractos de raiz, se observaumento en el porcentaje de inhibicion
en medida que la concentracion del extracto bastahllegar al CIM (Cuadros 12, 13 y
14), a pesar de que los extractos de parte aéisabeieron con facilidad.

Es posible que los extractos mas concentrados rpezsenayor cantidad de colorante,
aumentando los valores de la densidad Optica, @usegiimperceptible a la vista.

El extracto acuoso de parte aérea presento adtiadiH. pylori, a diferencia del extracto
acuoso de raiz, debido a que tiene compuesto®actjue ademas han mostrado actividad
antifungica (Bajwaet al. 2003), alelopatica (Maharjagt al., 2007) e insecticida en
lepidopteros y acaros (Aguighal., 2000; Villateet al., 2006).



7.4.1.5 Controles positivos

Se utilizaron las primeras disoluciones como stpcée prepararon diluciones 1:2 para
probar concentraciones mas bajas hasta enconttilla

Amoxicilina
La amoxicilina se probo en concentraciones de@®0b, 0.01 y 0.005 pg/ml.
La CMI de la amoxicilina es de 0.05 pg/ml. (Cuatiéoy Figura 35)
» Metronidazol.
El metronidazol se prob6 a concentraciones de3@® 200 y 100 pg/ml.

La CMI del metronidazol es de 300 pug/ml. (Cuadrgy FHgura 36)



Concentracion pg/ml% inhibicion
0.1 99.59%
0.05* 105.66%
0.01 99.31%
0.005 82.73%

Cuadro 16. Porcentaje de inhibicién para cada cdragon de amoxicilina.*CMI

Efecto de amoxicilina sobre
Helicobacter pylori
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Fig. 35. Efecto de amoxicilina sohitelicobacter pylori.



Concentracion pg/mi% inhibicion
400 106.99%
300* 105.79%
200 98.55%
100 78.08%

Cuadro 17. Porcentaje de inhibicién para cada curaeon de metronidazol.*CMI

Efecto de metronidazol sobre
Helicobacter pylori
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Fig. 36. Efecto de metronidazol solbtelicobacter pylori.



7.4.1.6 Comparacion de grupos experimentales.

Se realizaron diez grupos de cultivos experimestalaatro corresponden a los extractos
obtenidos de la raiz (hexanico, diclorometanicetamolico y acuoso), cuatro obtenidos de
la parte aérea (hexanico, diclorometanico, metandftiacuoso) y dos controles positivos
(amoxicilina y metronidazol) (Fig. 35 y 36). El efe de la amoxicilina no se present6 en
estas gréficas porque las concentraciones que sejanan son muy bajas y su efecto no
seria claramente perceptible.

A cada grupo experimental se le registro el ninderooncentraciones estudiadas y el total
de tubos analizados. Asimismo se calculd la memte de inhibicidbn para cada grupo
experimental, su desviacion estandar e incertidanihr para encontrar la variabilidad
entre ellos (Cuadro 18 y Figura 39).
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NUmero de | Numero de| Media total de| Desviacion .
Grupo . S . Incertidumbre
concentraciones tubos inhibicion estandar
1 Extracto hexanico de raiz 6 24 100.84 20.35 M15
2 | Extracto con diclorometano
de raiz 6 24 95.48 19.762 4.0338
3 | Extracto metandlico de raiz 4 24 83.64 37.63 8146
4 Extracto acuoso de raiz 5 24 4.16 17.51 3.5751
5 | Extracto Hexanico de parte
aérea 7 30 95.77 36.028 6.5778
6 | Extracto con diclorometano
de parte aérea 7 39 100.21 22.362 3.5808
7 | Extracto metandlico de parte
aérea 7 30 96.53 32.194 5.8777
8 Extracto acuoso de parte
aérea 4 24 30.08 27.989 5.7133
9 Control Amoxicilina 4 12 96.81 8.959 2.5861
10 Control Metronidazol 4 12 97.39 13.012 3.7564

Cuadro 18. Valores calculados para cada uno dEJl@gupos experimentales en los
analisis estadisticos.



Comparacion de medias de inhibicion de los grupos

experimentales +/- incertidumbre
120

w o} |
o

Media +/-
incertidumbre

40

20

Grupos experimentales

Fig. 39. Comparacion de las medias de inhibiciotodgrupos experimentales y la
incertidumbre.

Al observar las figuras 37 y 38 se puede sefalar lguactividad de los extractos es
diferente entre si.

En el caso de extractos de raiz, es mayor la iibibien el extracto hexanico, seguido del
extracto diclorometanico y después el metandlistogtres inhiben en mayor porcentaje a
concentraciones mas bajas que el metronidazol.xEhao acuoso resultd ser poco

efectivo, inhibiendo como méaximo el 25.78% del ocreento bacteriano.

Estas aseveraciones se confirman al examinaglaafi39. En dicha grafica el grupo 1
tiene una mayor media que los grupos 2, 3, 10deidiablemente, el grupo 4 (Cuadro 18).

Los extractos de parte aérea no tuvieron un compiehto muy distinto al de los extractos
de raiz. En la figura 38 se muestra que el extnaéte eficaz fue el hexanico; con una linea
de tendencia muy parecida, le sigue el extract@mdiito y el extracto diclorometanico
ocupa el tercer lugar en efectividad. Estos trapag tienen mayor efecto inhibitorio que el
metronidazol.



El extracto acuoso de parte aérea inhibio hasi&.2l1% del crecimiento de. pylori, por
tanto, tuvo un mayor porcentaje que el extract@secule raiz, sin embargo no alcanzo los
niveles de inhibicién que los demas grupos.

En el cuadro 18 se presenta otro orden de efeatiidira los extractos de parte aérea: en
primer lugar el extracto diclorometanico, despuésetandlico, el hexanico, y el extracto
acuoso. Ademas se observa que el metronidazoltdesel mas efectivo que el extracto
metandlico y hexanico.

Cabe mencionar que en la figura 39 no se obseraalii@rencia notable entre los grupos
experimentales que corresponden a la parte aésqarkeso que se realizaron mas pruebas
estadisticas.

7.4.1.6.1 Anélisis de varianza de dos factores.

Para determinar si existen diferencias entre lapag y entre las concentraciones, que no
se deban al azar, se realiz6 un analisis de varidezdos factores con niumeros desiguales
de observaciones (Cuadro 19).

Se contrastaron dos hipétesis para cada factor:
Grupos experimental es:

Ho: No se encuentran diferencias significativagesids porcentajes de inhibicién de los
grupos experimentales, por tanto se considera@uegsales.

Ha: Se considera que hay diferencias significatesatse los porcentajes de inhibicion de
los grupos experimentales, por tanto hay difereewtee ellos.

Concentraciones:

Ho: No se encuentran diferencias significativagesids porcentajes de inhibicion de las
concentraciones utilizadas, por tanto se consigi@eason iguales.

Ha: Se considera que hay diferencias significatesatse los porcentajes de inhibicién de
las concentraciones utilizadas, por tanto hay elifeia entre ellas.



Variacién Grados de Media de =
libertad cuadrados
Entre grupos r/ a-1
(a-1) Vr /a-1
Vrzij@’—Y)z Ve/(a-1) (b-1) | G.L.9, 54
9 28100.80
Vr =25907.24 12.39
Entre concentraciones Ve | b-1
B _ (b-1) Vc/b-1
Ve= aX (Xk—X)? Ve /(a-1) (b-1) | G. L. 6,54
k 6 7192.83
Vc=43158.96 3.17
Aleatoria o residual
(a-1) *(b-1) | Ve/ (a-1)(b-1)
Ve= Vt—Vr —Vc
54 2267.54
Ve= 122447.23

Total

V=X (xjk—X)?
Ik

Vt = 418511.43

Cuadro 19. Andlisis de varianza de dos factoree(®f 1976).

Grupos experimental es:

Ya que el valor de la F calculada (12.39) paragylopos es mayor a la F critica (2.12) para
una p < 0.05, se rechaza la Ho vy se considerahgyediferencia entre los grupos
experimentales.

Concentraciones:

Ya que el valor de la F calculada (3.17) para @scentraciones es mayor a la F critica
(2.34), para una p < 0.05, se rechaza la hipatesigualdad entre concentraciones.



Mediante este analisis de varianza se confirma episte diferencia entre todos los
extractos y con los controles positivos, ademas bay diferencia al aplicar los
tratamientos experimentales a diferentes conceotres.

7.4.1.6.2 Prueba t de student

Con el objetivo de comparar los grupos experimest#l las concentraciones entre si, se
realizé una prueba t de Student para muestrasendemtes (Cuadros 20 y 21).

El modelo matemaético utilizado fue el siguiente:

donde:
t = valor estadistico de la prueba t de Student
X1 = valor promedio del grupo 1

X2 = valor promedio del grupo 2

Op =desviacion estandar ponderada de ambos grupos

N1= tamafo de la muestra del grupo 1

N2 = tamafo de la muestra del grupo 2

Las hipétesis fueron las siguientes:

Ho: No hay diferencia significativa entre las medie inhibicion los grupos comparados.

Ha: Se considera que hay diferencia significatineelas medias de inhibicion de las
concentraciones comparadas.



Grupo| 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0630 1.9282 | 17.2664 0.6051 | 0.1104 | 0.5610 | 9.8056| 0.6369 | 0.5204
2 1.3357 | 16.585§ -0.0338| -0.8387| -0.1371| 9.1540| -0.2158| -0.2950
3 9.1838| -1.1818| -2.1572 -1.3300| 5.4770| -1.1617| -1.1947
4 -11.2095-17.6429 -12.4028 -3.7656 | -16.7468-15.8643
5 -0.6207| -0.0853| 7.1972| -0.0971| -0.1489
6 0.5524 | 10.787§ 0.5046 | 0.4081
7 7.8327| -0.0292| -0.0878
8 -7.8281 -7.6909
9 -0.1218

Cuadro 20. Comparacion de grupos experimentalesamtedprueba de t de student con
p<0.05 Igualdad entre grupos.

Al compararse cada grupo mediante la t de Stugeapeecia igualdad entre casi todos los
grupos a excepcion de los grupos de los extractossas, tanto de raiz, como de parte
aérea (Cuadro 20).

Con esto se supone que el efecto de todos loscwdraexcepto los acuosos, no son
significativamente diferentes del efecto de la aigitima y el metronidazol, por lo que
tienen buena actividad arti-pylori.



Concentracién | 125 pg/ml |62.5 pg/ml 31.25 15.625 7.8125 3.90625
ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml

250 pg/ml 1.8080 2.3403 1.7003 2.7948 5.5848 6.1822
125 pg/ml 0.5538 -0.0131 0.9873 1.9036 2.9826
62.5 pg/ml -0.6214 0.3683 1.2833 2.4508
31.25 pg/ml 1.1399 1.8751 2.9817
15.625 pg/ml 0.9839 2.3061
7.8125 pg/ml 1.8330

Cuadro 21. Comparacion de concentraciones utilzatediante prueba t de student con
p<0-05 | Igualdad entre concentracig | Diferencia entre concentraciones.

Al compararse cada concentracion mediante la t telest se aprecia que las
concentraciones de 250 pg/ml y 3.90625 pg/ml staradites a las demas concentraciones
(Cuadro 21).

Esto quiere decir que cuando se usa una concentralta (250 pg/ml) se pueden obtener
porcentajes de inhibicion significativamente mdssafjue en las demas concentraciones y
cuando se utiliza una concentracion baja (3.906#B|) los porcentajes de inhibicion son
significativamente menores a los de concentracioregres.

En el cuadro 18 se percibe en general que no edifteencia significativa entre las
concentraciones de 125, 62.5, 31.25, 15.625 y 3.802ml a excepcion de las diferencias
entre la concentracion de 7.8125 pg/ml con 125 .28fg/ml que pueden deberse a la
desigualdad de observaciones que hubo por cadarmoacion.

Aunque ya existen pruebas de toxicidad donde se heferencia a concentraciones
mayores a las estudiadas en este trabajo, 1000gndg/kpeso (Talakal, 1995 en Shah y
Ahmad, 2009) y 42 mg/kg (Narasinhaatnal., 1984), el hecho de que se pueda demostrar
una igualdad en la efectividad de la planta a €lifeys concentraciones mas bajas, es muy
importante, porque no seria necesaria una doaigjaét pueda poner en peligro la salud del
paciente y ésta seria tan efectiva como los atitbgde referencia.



7.4.2 Determinacion de la CMI mediante métodoeddilucion en agar.

Dado que los extractos acuosos de la raiz y deafte pérea no mostraron efectos
inhibitorios sobreH. pylori en el ensayo en cultivo liquido, se optd por esatus efectos
mediante al método de dilucién en agar, de acueetds recomendaciones del CLSI.

7.4.2.1 Extracto acuoso de raiz.

En el agar sin extracto, es decir el control, emeri colonias que se distribuyeron
uniformemente. Aunque se esperaba la formacion metapete, el crecimiento fue
suficiente para ser comparado con los grupos ewrpetales. Los experimentos se
realizaron en dos ocasiones distintas (CuadrosZ®).y

Con una concentracién de 1000 pg/ml se observdlignz@inucién del nimero de colonias.

A concentraciones de 500 y 250 pg/ml se preseetdioiento de colonias aisladas. En la
concentracion de 125 pg/ml hubo menor nimero den@d, sin embargo, éstas eran de
mayor tamafio (Fig. 40-42).

Extracto acuoso de raiz

Concentracion pg/n‘ll Crecimiento Observaciones
0 +++ colonias distribuidas uniformemente
1000 +++ abundantes colonias aisladas
500 +++ abundantes colonias aisladas
250 +++ colonias aisladas
mayor tamafo de las colonias, aunque en me
125 +++ cantidad

nor

Cuadro 22. Resultados de crecimiento para el dgtearioso de raiz.

Extracto acuoso de raiz

Concentracion pg/ml  Crecimiento Observaciones
0 +++ abundantes colonias que forman un tapete
1000 + colonias aisladas
500 +++ abundantes colonias aisladas
250 +++ abundantes colonias aisladas
125 +++ abundantes colonias aisladas

Cuadro 23. Resultados de crecimiento para el dateatioso de raiz.



Fig. 40. Control negativo (izqg.) y extracto acudsoraiz 1000 pg/ml (dcha.)

ml ‘
N

Fig. 41. Extracto acuoso de raiz 500 pg/ml (izgp9 pg/ml (dcha.)



Fig. 42. Extracto acuoso de raiz 125 pg/ml

En presencia del extracto acuoso de raiz, el crestmde las colonias se percibi6 alterado,
ya que éstas crecieron aisladamente y no de maniéoame, como sucedié en el caso del
control.

Las concentraciones mas altas: 1000, 500 y 250Iugénpermitieron el crecimiento
normal de las colonias. La concentracion de 12&gérmitio un mayor crecimiento de
las colonias, aumentando su tamafio.

El extracto acuoso de raiz no fue efectivo porquahibié el crecimiento del. pylori.



7.4.2.2 Extracto acuoso de parte aérea.

En el control negativo se presento un crecimieniforme en toda la superficie del agar.

En las concentraciones de 1000 y 500 pg/ml no sseptd crecimiento alguno, en la
concentracion de 250 pg/ml se presenté crecimigatalgunas colonias aisladas, pero que
solo fueron visibles a contra luz. Finalmente adacentracion de 125 pg/ml crecieron

pocas colonias aisladas (Cuadros 24 y 25 y Figt5)3-

Extracto acuoso de parte aérea

Concentracion pug/ml  Crecimiento Observaciones
0 +++ colonias distribuidas uniformemente
1000 el agar se torno color café
500 agar color café
250 +-- colonias aisladas vistas solo bajo luz
125 +++ colonias aisladas y pequefias

Cuadro 24. Resultados de crecimiento para el ésteanioso de parte aérea.

Extracto acuoso de parte aérea
Concentracion pug/ml  Crecimiento Observaciones
0 +++ abundantes colonias que forman un tapete
1000 el agar se torno color café
500 agar color café
250 +-- agar color café
125 ++- pocas colonias aisladas

Cuadro 25. Resultados de crecimiento para el égteatioso de parte aérea.




Fig. 44. Extracto acuoso de parte aérea 500 y@q) y 250 pg/ml (dcha.)
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Fig. 45. Extracto acuoso de parte aérea 125 pg/ml

En las concentraciones de 1000, 500 y 250 pg/malgal cambi6é de color rojo a café,

posiblemente éste extracto tiene alguna sustamgarepcciona con los componentes del
medio de cultivo. Se pudo observar que la tonalidieidcolor café era proporcional a la

concentracion a la que se habia diluido el extrégitp 46).

A concentraciones altas (1000 y 500 pg/ml) exdatgidad suficiente de compuesto activo
para inhibir completamente el crecimientoHiepylori. A concentraciones menores (250 y
125 pg/ml) el extracto logra crear un ambienteesaimte que dificulta el crecimiento de la
bacteria.

El extracto acuoso de parte aérea fue efectivgueoinhibié el crecimiento de. pylori, y
su CMI es de 500 pg/ml. Se puede decir que suidatives moderada de acuerdo a la
clasificacion de Castillet al., 2009.



Fig. 46. Comparacion de color en agares con exsaid parte aérea.

Aunque las dos pruebas vitro empleadas (ensayo en cultivo liquido y método de
dilucion en agar) no son comparables, los resultatibenidos se corresponden, ya que
el extracto acuoso de raiz no resultdé con activatadH. pylori en ninguna de las dos
pruebas, mientras que el extracto acuoso de pama @resenta inhibicion del 100% a
una concentracion de 500 pg/ml en el método deidituen agar y una inhibicion de
72.21 % ala concentracion de 250 pg/ml.

Los resultados obtenidos no concuerdan con lanrdoidon etnobotanica, por lo que es
probable que su modo de uso no elimine a la bactefa primera toma, sino que se
trate de un efecto aditivo y se controle la poldlacen las tomas posteriores.

Sin embargo, esta planta, en particular la panesaés efectiva, por lo que se recalca la
importancia de seguir el estudio Behysterophorus, buscar la técnica adecuada para
obtener los extractos acuosos sin comprometertégridad de los compuestos activos
de éste; asi como las dosis letales de los ex$ragéoque se trata de una planta con
actividad alelopatica (Batisét al., 2002; Kupcharet al., 1971 en Dast al., 2007;
Reinhardet al., 2006 en Belz, 2007) y es toxica al contacton@mset al., 1977 en Das

et al., 2007).

Es importante el desarrollo de un ensayo en ureloahimal, ya que es usual que los
resultados varien en pruebasvitro e in vivo; y encontrar asi una alternativa segura y
eficaz en el tratamiento de la gastritis cronidava@sociada &l. pylori.

Se deben realizar, ademas, estudios fitoquimicesnguestren a el o los compuestos
activos responsables de la actividad &htpylori expresada en este estudio.

Con este estudio se invita a profundizar los canmitos acerca de los recursos
vegetales con los que contamos, ademas de vatogaelha heredado la medicina
tradicional desde tiempos prehispanicos, asi colos pueblos que mantienen vivos
dichos conocimientos.

También es importante valorar esta planta comarsecy la manera en la que puede
ser aprovechado sustentablemente por los puebéoaapgen los conocimientos de la
medicina tradicional mexicana.



8. Conclusiones.

+«+ Parthenium hysterophorus es una planta herbacea, localizada en al menos 22
estados de la Republica Mexicana, predominanteneeni® zona tropical, debido a
su gran distribucién, es conocida por muchos nosntwenunes y distintos usos
medicinales.

+ Con el metanol se obtuvo mayor porcentaje de raedibmde extraccion,
seguido del agua, el diclorometano y por ultimbextano. Por tanto se puede decir
gue la planta en estudio tiene, en su mayoria, ooerges polares.

+ En el caso de la parte aérea, el metanol fue etstE que obtuvo mayo
rendimiento de extraccidn, después el agua, erdicietano y el hexano.

+ Los extractos hexanico, diclorometanico y metandtie raiz fueron efectivos e
inhibieron el crecimiento ddelicobacter pylori.

+ El extracto acuoso de raiz no presento actividéetsahi cobacter pylori.

% Los cuatro extractos de parte aérea tuvieron wicefehibitorio en el
crecimiento de la poblacion dhelicobacter pylori.

% Solo los extractos hexanico, diclorometanico y mé&iao, tanto de raiz como
de parte aérea, presentaron un efecto inhibit@i@recimiento bacteriano sin
diferencia significativa en relacion a dos antiloid$ de referencia.

s Se presenta Rarthenium hysterophorus como una planta con actividad anti-
Helicobacter pylori.; y objeto de estudios posteriores para el desamlelliona
nueva alternativa de tratamiento contra la gastriti
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10. Anexo

Experimentos realizados en el ensayo de cultivodim

Extractos de raiz.

* Hexanico
Tratamiento | Concentracion pg/nromedig % crecimiento| % inhibicion
Control 0 0.852 100% 0
HEXANO
C 125 -0.037 -4.34% 104.34%
D 62.5 -0.081 -9.51% 109.51%
E 31.25 -0.110 -12.91% 112.919
F 15.625 -0.086 -10.09% 110.09%
Tratamiento | Concentracion pg/mromedig % crecimiento| % inhibicion
Control 0 0.745 100% 0
HEXANO
E 31.25 -0.117 -15.70% 115.709
F 15.625 -0.105 -14.09% 114.09%
G 7.8125 0.150 20.13% 79.87%
H 3.90625 0.302 40.54% 59.46%
* Con diclorometano
Tratamiento Concentracion pug/ml Promedié crecimiento| % inhibicion
Control 0 0.852 100 0
DICLOROMETANO
C 125 -0.056 -6.57% 106.57%
D 62.5 -0.097 -11.38% 111.38%
E 31.25 -0.091 -10.68% 110.689
F 15.625 0.062 7.28% 92.72%
Tratamiento Concentracion pg/ml Promedié crecimiento| % inhibicion
Control 0 0.745 100 0
DICLOROMETANO
E 31.25 -0.119 -15.97% 115.979
F 15.625 0.063 8.46% 91.54%
G 7.8125 0.237 31.81% 68.19%
H 3.90625 0.248 33.29% 66.71%




Metanolico

Tratamientq Concentracion pg/mlPromediq % crecimiento % inhibicion
Control 0 0.852 100 0
METANOL
B 250 -0.121 -14.20% 114.20%
C 125 -0.095 -11.15% 111.15%
D 62.5 0.233 27.35% 72.65%
E 31.25 0.682 80.05% 19.95%
Tratamientq Concentracion pg/mlPromediq % crecimiento % inhibicion
Control 0 0.745 100% 0%
METANOL
B 250 -0.109 -14.63% 114.63%
C 125 -0.125 -16.78% 116.78%
D 62.5 0.137 18.39% 81.61%
E 31.25 0.461 61.88% 38.12%
* Acuoso
Tratamientq Concentracion pg/mlPromediq % crecimiento % inhibicion
Control 0 0.852 100 0
AGUA
C 125 0.857 100.59% -0.59%
D 62.5 0.823 96.60% 3.40%
E 31.25 0.746 87.59% 12.41%
F 15.625 0.816 95.77% 4.23%
Tratamientq Concentracion pg/mlPromediq % crecimiento % inhibicion
Control 0 0.745 100% 0%
AGUA
E 31.25 0.815 109.40% -9.40%
F 15.625 0.728 97.72% 2.28%
F1 15.625 0.782 105.00% -5.00%
G1 7.8125 0.553 74.22% 25.78%)




Extractos de parte aérea

*« Hexanico

Concentracion
Tratamientd pg/mil Promedio| % crecimiento % inhibicion
Control 0 0.662 100% 0%
HEXANO
B 250 -0.118 -17.82% 117.82%
C 125 -0.131 -19.79% 119.79%
D 62.5 -0.133 -20.09% 120.09%
E 31.25 -0.105 -15.86% 115.869
Tratamientg Concentracion pg/ml Promedio| % crecimientp % inhibicidn
Control 0 0.724 100% 0%
HEXANO
E 31.25 -0.097 -13.40% 113.409
F 15.625 0.031 4.28% 95.72%
G 7.8125 0.242 33.42% 66.58%
H 3.90625 0.710 98.07% 1.93%
Tratamientg Concentracion ug/ml Promedio| % crecimientp % inhibicidn
Control 0 0.83 100% 0%
HEXANO
E 31.25 -0.091 -10.96% 110.969
F 15.625 0.037 4.46% 95.54%

* Con diclorometano

Tratamiento Concentracion pg/ml Promed¥ crecimiento| % inhibicion
Control 0 0.662 100% 0
DICLOROMETANO
B 250 0.032 4.83% 95.17%
C 125 -0.042 -6.34% 106.34%
D 62.5 -0.103 -15.56% 115.56%
E 31.25 -0.136 -20.54% 120.549




Concentracion
Tratamiento pg/ml Promedio| % crecimien{c% inhibicion
Control 0 0.724 100% 0%
DICLOROMETANO
E 31.25 -0.144 -19.89% 119.89%
F 15.625 -0.105 -14.50% 114.50%
G 7.8125 0.078 10.77% 89.23%
H 3.90625 0.402 55.52% 44.48%
Tratamiento Concentracion pg/ml Promedié crecimientg % inhibicion
Control 0 0.83 100% 0%
DICLOROMETANO
E 31.25 -0.109 -13.13% 113.13%
F 15.625 0.004 0.48% 99.52%
G 7.8125 0.196 23.61% 76.39%
Tratamiento Concentracion pg/ml Promedi6 crecimientg % inhibicion
Control 0 0.865 100% 0%
DICLOROMETANO
E 31.25 -0.089 -10.29% 110.29%
F 15.625 0.020 2.31% 97.69%

* Metanolico

Tratamientq Concentracion pg/ml Promedio| % crecimiento % inhibicion
Control 0 0.662 100% 0%
METANOL
B 250 -0.092 -13.90% 113.90%
C 125 -0.085 -12.84% 112.84%
D 62.5 -0.128 -19.34% 119.34%
E 31.25 -0.124 -18.73% 118.73%
Tratamientq Concentracion pg/ml Promedio| % crecimien{o% inhibicion
Control 0 0.724 100% 0%
METANOL
E 31.25 -0.104 -14.36% 114.36%
F 15.625 0.157 21.69% 78.31%
G 7.8125 0.421 58.15% 41.85%
H 3.90625 0.345 47.65% 52.35%




Tratamientq Concentracion pg/ml Promedio| % crecimientp% inhibicion
Control 0 0.83 100% 0%
METANOL
E 31.25 -0.127 -15.30% 115.309
F 15.625 0.014 1.69% 98.31%
* Acuoso
Tratamiento| Concentracion ug/ml Promedio | % crecimientd inhibicion
Control 0 0.662 100% 0%
AGUA
B 250 0.184 27.79% 72.21%
C 125 0.288 43.50% 56.50%
D 62.5 0.418 63.14% 36.86%
E 31.25 0.494 74.62% 25.38%
Tratamiento| Concentracion pg/ml Promedio | % crecimientdo inhibicion
Control 0 0.724 100% 0%
AGUA
C 125 0.636 87.84% 12.16%
D 62.5 0.641 88.54% 11.46%
E 31.25 0.712 98.34% 1.66%
F 15.625 0.545 75.28% 24.72%
» Amoxicilina
Tratamiento | Concentracion pg/nromediq % crecimiento % inhibicion
Control 0 0.724 100% 0%
AMOXICILINA
a 0.1 0.003 0.41% 99.59%
b 0.05 -0.041 -5.66% 105.66%
C 0.01 0.005 0.69% 99.31%
d 0.005 0.125 17.27% 82.73%




> Metronidazol

n

Tratamiento Concentracion pg/mPromedio| % crecimientd % inhibicid
Control 0 0.830 100% 0%
METRONIDAZOL
a 400 -0.058 -6.99% 106.99%
b 300 -0.048 -5.79% 105.79%
C 200 0.012 1.45% 98.55%
d 100 0.182 21.92% 78.08%
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