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I INTRODUCCION



En anos recientes la fitoterapia ha tenido un auge en gran escala y
las investigaciones para buscar propiedades medicinales a plantas de
uso comun se han aumentado con la intencidén de encontrar curas
alternativas y baratas a muchas de las enfermedades de las cuales gran
parte de la poblacion sufre.

En el ano 1982 se descubrid que la bacteria Helicobacter Pylori era
agente causal de enfermedad péptica; poco después se confirmod que al
erradicar esta bacteria en pacientes que la padecian su condicion
mejoraba notablemente. En aquel entonces se utilizaba un antibidtico
combinado con subsalicilato de bismuto. En los anos siguientes se
observd que la bacteria adqguiria resistencia al medicamento con suma
facilidad por lo que se tuvo gque utilizar combinaciones de triple vy
cuadruple terapia para lograr su completa erradicacion causando una
elevacion desmedida en los costos de tratamiento.

En tal sentido, el propdsito de este estudio es demostrar una forma
alternativa de erradicar al Helicobacter Pylori con el uso del extracto de
ajo solo y combinado con una sal de bismuto para sentar las bases que
nos lleven al desarrollo de una terapia méas barata vy a la vez efectiva
contra H. Pylori.

Las cepas utilizadas para tal demostracion se obtuvieron del Instituto
de Nutriciéon de Centro América y Panamé (INCAP) las cuales fueron
cultivadas en medios no selectivos y expuestas al extracto de ajo a
concentracion inhibitoria minima (CIM), al subsalicilato de bismuto a
CIM y a ambas sustancias en un 25% de CIM para demostrar la
existencia de sinergismo al unir estas dos sustancias. Los resultados de
los mismos fueron recabados e interpretados por el bachiller Ivan Rascon
bajo la supervision del Dr. Milward Van Tuylen quienes, a través de la
observacion de Placas de Petri donde no crecio¢ la bacteria, concluyeron
que sf existia sinergismo entre estas dos sustancias y que la CIM de
ambas era la misma descrita en otros estudios; por lo tanto, se
recomienda un seguimiento de este estudio primero en animales y por
ultimo en pacientes humanos para observar si existe similitud en los
resultados entre el estudio hecho in vitro y los estudios hechos in vivo.

El estudio se realizd en el laboratorio multidisciplinario de la Facultad de
Ciencias Médicas de la Universidad San Carlos de Guatemala desde el
mes Febrero hasta el mes de Septiembre del ano 2,000.



II. ANALISIS Y DEFINICION DEL PROBLEMA

Para erradicar al Helicobacter Pylori es necesario gastar una suma
relativamente grande de dinero: Esto significa que aquellas personas
que no tienen suficlentes recursos econdmicos para pagar la



antibioterapia, o no estan afiliados a algun tipo de seguro social estan
condenados a padecer indefinidamente de enfermedad péptica v
expuestos a un alto riesgo de padecer adenocarcindma gastrico (23).
Ademaés no se sabe exactamente cuanto el Estado gasta en tratar a las
personas infectadas con esta bacteria, estimandose que es un costo alto
debido a que los antibidticos v antisecretores usados son caros v a la alta
prevalencia que existe en los hospitales nacionales(3,32).

Se han efectuado estudios experimentales en Holanda
demostrando que el ajo tiene actividad antibacteriana contra H. Pylori
pero en nuestro pais no existen datos y ademas no se ha comprobado
en este pals si esos datos son fidedignos. Sabemos gque en otros
paises H. Pylories un problema grande. Por ejemplo, en Estados Unidos
el 45% de la poblacidén estd afectada; en Japén del 62 al 88%:; en
Polonia 62% v en Italia 87% (20).

El ajo es una planta que se cultiva en nuestro pais(4), siendo su
precio relativamente barato. Se han realizado estudios demostrando
que este tiene actividad antibacteriana contra el A Pylori31,36). Por
tanto, se deben hacer estudios en este pals para corroborar lo anterior v
también para encontrar una solucién a un problema que es de gran
magnitud en Guatemala, yva que segun estudios anteriores se ha
encontrado que casi un 85% de la poblacion en el Hospital Roosevelt, que
padece de enfermedad péptica, tiene presencia de anticuerpos anti 4.
Pylorien suero(32): reportando otro estudio, que en el area del distrito de
salud de Tecpan, el 61.11% de la poblacién presentaban los
anticuerpos(20). Aungue no se tienen datos de todo el pals, es muy
probable que las estadisticas sean similares para el resto de la poblacion.

1. JUSTIFICACION

En Guatemala, v en cualquier pais en vias de desarrollo es de
suma importancia encontrar formas alternativas y mas baratas para
tratar enfermedades que tradicionalmente son costosas de curar. Esto
es de especial importancia para la mayoria de familias Guatemaltecas
quienes apenas ganan suficiente para obtener la canasta basica.



Ademés de lo expuesto, también es importante encontrar nuevas
formas de atacar al H. Pylori, dado a que cada dia se hace mas y mas
resistente a los diferentes antibidticos utilizados actualmente. La razéon
de esto es porque en nuestro pals la infeccion por A Pylori es un
problema de alta prevalencia; 86% en el area urbana y 61.11% en €l area
rural, estando estas personas expuestas a diferentes antibidticos sin
saber que estan infectados por A PFPyiori adquiriendo asi la bacteria
resistencia a los antibidticos usados para su erradicacion.

Finalmente el presente estudio experimental in vitro es
relativamente reciente en nuestro pais y en el mundo, y es nuestro deber
como cientificos ensayarlo, aunque ya se halla hecho una vez antes,
para verificar si los resultados obtenidos anteriormente en otro pais son
reales.

IV. OBJETIVOS

1. Verlficar el efecto antibacteriano del ajo sobre A. Pyilori in
ViLro.




2. Comparar la actividad antibacteriana contra H. Pylori entre
ajo v sales de bismuto i1 vitro.

5. Determinar si existe sinergismo al exponer el Helicobacter
Pylori al ajo asociado a sales de bismuto in vitro.



V. MARCO TEORICO

A HELICOBACTER PYLORI:
1. Definicién:

Es una bacteria Gram negativa con una forma espiral o en forma
de ala de gaviota, de mas o menos unos 2.5 a 3.5 micrémetros de
longitud, v 0.5 a 1.0 micrémetros de didmetro y una periodicidad de mas
o menos 1 a 2 micrémetros. Tiene una superficie lisa, v de uno a seis
flagelos recubiertos que protruyen de uno de los extremos. Como esta
bacteria es morfolégicamente parecida a  Campylobacter — jejuni
inicialmente se le llamé C Pyioridis, después C Pyloriy por ultimo A
Pylori Este organismo coloniza Unicamente la mucosa no secretora de
acido del estdbmago y no se encuentra donde hay abundantes células
parietales; por ende, se puede encontrar mas en las porciones del
estdmago como el antro, cuerpo y cardias cuando hay gastritis atrofica,
v adheridos a las células epiteliales gastricas en el duodeno cuando hay
metaplasia gastrica(6). Entre las proteinas enzimaticas que esta produce
se encuentran las catalasas, proteasas, oxidasa, una proteina termolabil,
V una ureasa, estas enzimas parecen ser los causantes de las lesiones en
la mucosa.(2,6,20)

2. Historia:

R. Bottcher lo describié por primera vez en 1874 al identificar
gérmenes espirales en el estdmago de un paciente con cancer
gastrico(20). En el ano 1975 se observo que 80% de los pacientes con
Ulcera gastrica tenian una bacteria Gram negativa en su mucosa
gastrica, esto fue algo que no se le puso mucha atenciéon por la
comunidad cientifica(6). En 1982 dos meédicos Australianos, Warren v
Marshall, cultivaron y demostraron que H. Pyiori se relacionaba con
inflamacion géstrica al auto inocularse con un caldo de A. Pylori No fue
hasta 1994 que se llegd a un consenso entre la comunidad cientifica que
" H. Pylori juega un papel importante como agente causal en la cadena
de eventos gue llevan a cancer de estémago, (2,23) y, Ultimamente, con
el andlisis de la secuencia del gen 16s RNAr se ha podido encontrar



diferencias importantes, entre 4. FPylori v otras bacterias relacionadas
como los son las campilobacters, las flexispira y las Wolinella. Estos
descubrimientos han llevado a la necesidad de crear un nuevo género
como lo son las Helicobacters que hasta ahora incluye 8 gastricas, 3
intestinales v 2 hepaticas(6) Por supuesto que estas bacterias no han
sido todas encontradas en el cuerpo humano sino en varios diferentes
mamiferos. Las Unicas dos Helicobacters encontradas en el estémago
humano han sido H  Hellmannil, también conocida como
Gastrospirillum hominisvy la méas comun A. Pylori(10,17)

3. Epidemiologia:

La bacteria H. Pylori tiene una distribucion mundial, su infeccion
es independiente de sexo o grupo étnico, por ende se ha encontrado
dicha bacteria en el estdomago de gente que proviene de todas partes
del mundo, sabiéndose también que las personas con nivel
socioecondmico bajo son las que mayor riesgo tienen de ser infectadas
por esta bacteria, principalmente por el hecho a que estan expuestos a
condiciones higiénicas no adecuadas. Sin embargo también se ha visto
que personas de alto nivel socioecondmico son infectadas por H. Pylori
pero en menor grado. En los Estados Unidos los estudios de prevalencia
han demostrado que las personas mayores de b0 anos tuvieron un 50%
de probabilidad de padecer de infeccién por H. Pylori, los inmigrantes
latinos 60%, los inmigrantes de Europa oriental un 50%, los afro
americanos un 40-50%, y los caucasicos menores de 40 afios un 20%(30).
Se ha encontrado que en adultos hay una mayor prevalencia de infeccion
por la bacteria que en ninos, deduciéndose que esto se debe a un riesgo
acumulativo durante la vida. El modo de transmision de AH. Pylori es
poco conocido pero se estima que podria tener una via hidrica(2,30),
rectal-oral, por contacto oral-oral (saliva), descubriéndose en el afio 1994
que en el estdmago de gatos existia la bacteria v por tanto la posibilidad
de una forma zoondtica de transmision (2,6,30). Los datos
epidemioldgicos en Guatemala son pocos, pero se cree que la mayoria de
los adultos en paises en vias de desarrollo, como el nuestro, estan
infectados por la bacteria si padecen de algun tipo de dispepsia(30).

4 Diagnostico:



Helicobacter FPylori se puede diagnosticar de varias formas, entre
estas por cultivo directo de la misma, en condiciones microaerofilas con
90% de nitrégeno, 5% de oxigeno y 5% de CO2Z y caracterizando las
enzimas, ureasa, catalasa y oxidasa(6,20), entre los medios de cultivo no
selectivos utilizados se puede mencionar agar de Colombia, Muller-
Hinton, v la infusién de cerebro y corazon; entre los selectivos esta el
Skirrow v Blazer. Entre los obstaculos para el cultivo de la bacteria se
relacionan con la obtenciéon de la muestra, lo que lo hace un
procedimiento dificil; el transporte de la misma, debido a que es un
microorganismo fragil que requiere su transporte en solucion salina al 9%
a temperatura de 4 grados centigrados, si se transporta a temperatura
ambiente su promedio de vida es solo 2 horas(/).

La tinciéon de Gram. es otra forma diagndstica de alta
especificidad(?2), pudiéndose también hacer por tincién de Giemsa,
Wharthin-Starry, tincion de plata, genta, eosina y hematoxilina, aungue
tienen sus desventajas; lo principal es la obtencion de la bacteria, dado a
que se requiere  endoscopia y biopsia, ademas que la bacteria solo
coloniza areas localizadas de la mucosa gastrica, asi existiendo la
posibilidad de obtener una muestra que no tenga la bacteria presente.
Se ha cultivado la bacteria en heces pero es una técnica que aun esta en
estudio y poco desarrollada(2,7).

También se ha encontrado que el cuerpo produce anticuerpos
contra esta bacteria, y por tanto la utilidad de hacer pruebas seroldgicas
como ELISA, para IgA v G constituye una prueba ideal de tamizaje que
no requiere hacer endoscopia ni obtener biopsia y, ademas, tiene buena
especificidad y buena sensibilidad, siendo su desventaja no saber con
seguridad si la prueba positiva de la persona afectada realmente tiene
una enfermedad péptica o si estuvo infectado pero se curd (12).

Otro medio de diagndstico de importancia, que se hace
actualmente, es la prueba de la ureasa por deteccién de carbono 14C y
13C en el aliento de personas infectadas, después de haber ingerido urea
con 14C y 13C. Esta es probablemente la forma menos invasiva que
existe para diagnosticar infeccién por A. Pylori pero su desventaja mas
grande reside en que no es especifica para A Pylori debido a que no
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descartar infecciones por otros tipos de Helicobacter como &G Hominis,
ademas existen otras bacterias que producen esta enzima como la
yersinia 'y proteus, que también pueden dar un falso positivo(7). Dichas
pruebas también son caras aunque el carbono 14 es méas barato que el
C13 el anterior es radiactivo(7). Ultimamente se ha recomendado que las
personas tomando tratamiento como inhibidores de la bomba de
protones dejen de tomar este tipo de medicamentos, por lo menos dos
semanas antes de hacerse el examen de urea en aliento dado a que €l
tratamiento con inhibidores de la bomba de protones puede negativizar
este examen, porque estos medicamentos restringen el crecimiento
bacteriano(14). Su costo muy alto vy la dificultad para conseguir
laboratorios que hacen este examen en Guatemala son también otras
desventajas.

b. Fisiopatologia:

Cuando la bacteria estéd presente en el estdbmago humano se
adhiere a la mucosa gastrica a través de una proteina en su superficie
conocida como adhesina. En el medio ambiente acido del estémago esta
bacteria no sobreviviria mucho tiempo pero, dado a las enzimas que
produce, le es posible resistir en dicho ambiente hostil. La bacteria se
encuentra debajo de una capa de moco alcalino que recubre la mucosa.
A pesar de esto, el pH del mismo moco es aun muy acido para ella, por lo
tanto, la bacteria produce una enzima que se llama ureasa que degrada
la urea, un producto de su propio metabolismo, y la convierte en amonio
v bicarbonato: (C=0O(NH2)2 + H + ureasa =2 2(NH4) + HCOS3);
produciendo esta reaccion un micro ambiente alcalino que contrarresta
la acidez del moco circundante.

A pesar de que se forman anticuerpos contra A. Fylor;, uno se
pregunta por qué las personas infectadas se mantienen infectadas para
toda la vida, slendo la respuesta que estas bacterias tienen varios
mecanismos de defensa, entre los que se encuentran enzimas gue
dificultan la fagocitosis, como lo son la catalasa y la superdxido
dismutasa, codificadas por los genes sod y KatA respectivamente (2).
Otro mecanismo es su alta variabilidad genética existente entre las
diferentes cepas de H. Fyiori siendo una de las mas importantes formas
de evadir el ataque por el sistema inmune el hecho de que A Fylori
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produce unas micromoléculas similares a las producidas por el estdmago,
lo que hace que la bacteria no sea reconocida facilmente por €l sistema
inmune. Por otro lado, es muy interesante el hecho de que la molécula
que produce H. Pylori, parecida a la del cuerpo humano, tenga una
similitud en una proteina encontrada en la sangre conocida como
antigeno de Lewis, lo que puede ser una pista para dar una respuesta a
la observacion que solo personas con cierto tipo de sangre padecen mas
de ulceras que otras. (16).

Dentro de los mecanismos por las cuales la bacteria produce lesion
a nivel gastrico se ha identificado la produccién de enzimas, como lo son
la ureasa que promueve la inflamaciéon v la toxina vacuolizante que
produce lesion de células epiteliales(2). Otra teoria que se ha postulado
es que la bacteria, al producir moléculas similares a la del cuerpo
humano, hace que la misma se reconozca parcialmente y que esto
produzca una reacciéon inmune que ataque a la bacteria, pero también a
las células humanas(16,30). También se sabe que el mismo moco donde
vive la bacteria es un mecanismo de defensa, debido a que es muy dificil
que una célula inmune como macrofagos, neutrofilos, y células T
asesinas se movilizen en el moco; pero a pesar de esto la respuesta
inmune sigue creciendo, muchos neutrofilos, macroéfagos, y células T
asesinas mueren de senectud y derraman sus toxinas destructivas sobre
las células epiteliales gastricas aumentando asi la respuesta
inflamatoria(30). En anos recientes se ha sugerido que las personas que
estan infectadas con la bacteria que tiene el gen cagA estéan en mayor
riesgo, dado a que este gen v la proteina producida por el mismo son
factores determinantes de virulencia, se llegd a esta conclusién cuando
se encontrd que las personas que tenian este tipo de A Pylori también
presentaron enfermedades gastroenterologicas mas severas.(9)

0. Tratamiento:

Como se menciond anteriormente, Helicobacter Pylori es una
bacteria dificil de erradicar debido a que se encuentra en un medio
acidico que puede contrarrestar a la actividad de muchos antibidticos.
Ademés H Pylori, siempre esta en medio de una espesa capa de moco lo
que dificulta aun més que los antibiéticos lleguen hasta ella, y por tltimo
dicha bacteria tiende a hacer resistencia facilmente a varios antibidticos,
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lo que ha hecho que muchas veces la quimioterapia falle, estos fallos
ocurren principalmente cuando hay resistencia a los nitroimidazoles o
cuando se falla en seguir el régimen (28).

Actualmente, se estan usando varios regimenes de quimioterapia
para erradicar a esta bacteria; estos regimenes constan del uso de tres
tipos de drogas: antibidticos, una sal de bismuto(opcional), y/o un
depresor de la secrecion de &cido en el estdmago. Existen tres tipos de
tratamiento: uno de terapia triple, otra de doble, v en casos de
resistencia se debe usar cuadruple terapia(ll). El réegimen de terapia
triple consta del uso de dos antibidticos y una sal de bismuto, siendo uno
de los mas baratos y mas  eficaces. (90% de erradicacion)(3). Otra
estrategia que se ha usado con éxito (80% de erradicacion) es el uso de
una sal de bismuto mas amoxicilina v un inhibidor de la bomba de
protones, sugerido especialmente cuando hay resistencia a los
nitroimidazoles(18). Existe una triple terapia sin uso de sales de bismuto
en la cual ésta se reemplaza con un inhibidor de la bomba de protones,
que tiene la misma eficacia, pero es méas caro(3). La terapia doble consta
del uso de un antibidtico v un inhibidor de la bomba de protones,
siendo un régimen barato pero con 60-80% de efectividad(3). Existe una
terapia triple sin sales de bismuto que tiene la misma efectividad que la
anterior, solo que usando omeprazol en vez de sal de bismuto, la cual se
usa por menos tiempo pero es mucho mas cara(2,3). En ésta se incluye 2
antibidticos y un inhibidor de la bomba de protones ademas de que solo
se usa por 1 semana. En el caso de pacientes que no se curan, a pesar de
triple terapia dos veces consecutivas se recomienda el uso de terapia
cuadruple(11). Que consta de una sal de bismuto, metronidazol,
tetraciclina y un inhibidor de la secrecion é&cida. Con dicho régimen se
han reportado que en 100% de los casos hay erradicacion total de la
bacteria v solo se usa por 7 dias(2). En anos recientes se ha hecho un
esfuerzo para la produccion de vacunas contra A Pyloriy se han tenido
buenos resultados con una administracion oral de subunidades
recombinantes purificados de A Pylori (19). Ademas se ha usado la
proteina de la ureasa con un coadyuvante de la mucosa conocido como
LT, gue ha tenido muy buenos resultados(19).
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A través de estos estudios se ha demostrado que no solo es posible
proteger a los no infectados de ser infectados, si no también es posible
aclarar las bacterias en pacientes ya infectados(19).

En  septiembre del ano 1998 se presentd en el congreso
internacional de terapia antimicrobiana, en San Diego, California, una
investigacion efectuada en Holanda, que demostré que el ajo tiene
propiedades antimicrobianas contra . Pylori usando un extracto de ajo
acuoso que se le introdujo a un cultivo de Helicobacter Pylori v se pudo
erradicar, determinandose una CIM de bmg/ ml. (31,36)
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B. AJO:

1. Definicién:

El ajo es una planta que pertenece a la familia de las liliaceas,
considerada pariente cercana de otras plantas como la cebolla. Su
nombre cientifico es Alium Sativum (34,35), siendo una planta que
consta de una raiz corta, posee un bulbo de forma esférica compuesta
por gajos o dientes, tiene un tallo cilindrico que llega a crecer hasta 50
cmm, con hojas escasas de forma alargadas y planas vy flores de color lila
distribuidas en forma de ramillete(4). Esta planta se ha usado por sus
propiedades medicinales durante miles de anos por todas partes del
mundo (21). En Guatemala los lugares donde mas se cultiva es en Solola
v Huehuetenango(4).

2. Historia:

El ajo se ha utilizado por miles de anos en muchas diferentes
culturas, debido a sus propiedades medicinales, entre las cuales estan los
Griegos, los Romanos, Egipcios, Hebreos, Babilonios, Chinos e Hindues.
Se utilizd por los primeros atletas olimpicos para dar mas fuerza. Pasteur
descubri6 su actividad antibacteriana en el afio 1858, v Albert Shweitzer
lo utilizd para tratar disenteria amibiana(34). En Francia durante la
epidemia de tifus en 1721, se le di¢ la tarea mortal de enterar a los
Mmuertos por esa epidemia a 4 cuatro prisioneros, quienes no adquirieron
esta grave enfermedad porgue tomaban una pocién hecha de vino y ajo
que les sirvié como profilaxis; esta pocidén en la actualidad se sigue
produciendo en Francia y vendida por sus propiedades curativas, se le
conoce como la vinagre de los cuatro ladrones (1). En la actualidad se
han hecho gran cantidad de estudios con el ajo por todas partes del
mundo siendo, todavia una planta medicinal respetada aun por la
comunidad cientifica.
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3. Usos medicinales atribuidos:

Al ajo se le han atribuido diferentes cualidades medicinales, entre
las cuales podemos mencionar:

Antibacteriano: En experimentos hechos desde el tiempo de Pasteur se
ha encontrado que el ajo tiene actividad antibacteriana contra las
bacterias mas dificiles de erradicar, incluyendo E. Coli, Pseudomona, v
Estafilococo. (1,4,34,20).

Antimicdtico: En algunos estudios se demostrd que el ajo tenia mejor
actividad antibidtica contra candida albicans que la violeta de genciana
v la nistatina. Entre otros hongos que son destruidos o inhibidos por el
ajo, se pueden mencionar Aspergillus, Paracoccidio, y hasta Cryptococo.
Se piensa que el agente quimico responsable de esta accion es la alicina.
(29,35).

Antiparasitario. En estudios efectuados en la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, v Ciencias Medicas de la Universidad San Carlos
de Guatemala, hace algunos anos, se demostro que el ajo tenia actividad
contra ascaris lumbricoides(33), asl como contra amebas y tricomonas
(29).

Antiviral: Se ha demostrado actividad contra citomegalovirus, ademas
actividad in vitro contra influenza B, v también contra herpes simple
tipo I .(4,29).

Anticanceroso: Se piensa que €l ajo tiene tres formas de combatir ciertas
enfermedades neoplésicas; en primer lugar tiene un efecto directo sobre
los tumores, en segundo lugar actila como un antioxidante gue
contrarresta la formacion de compuestos N-nitrogenados v por tltimo se
han hecho experimentos en los cuales se le inyecta ajo a ciertos tumores
y conforme pasa el tiempo estos presentan mayor cantidad de
infiltracién por células inmunitarias como linfocitos B vy asesinos
naturales, en lo cual se puede inferir que aumenta la inmunidad del
enfermo(15). En el departamento de epidemiologia de la Universidad del
Norte de Carolina EE.UU. se encontrd que las personas que consumian
por lo menos 18g de ajo a la semana tenfan b0% menos probabilidad de
padecer cancer gastrico v 30% menor probabilidad de padecer de cancer
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de colon; estudio gue involucrd 100,000 personas y tomo en cuenta 17
investigaciones realizadas en diferentes partes de los kstados Unidos
(1,29,3b).

Hipolipemiante: En algunos estudios se ha demostrado que el consumo
de bg de ajo al dia reduce los niveles de lipidos en sangre, y a 10g por dia
reduce los niveles de colesterol(29). Ademaés, en un estudio efectuado en
la universidad de Pensylvania, se demostré que tres componentes del ajo
disminuyeron la produccion de colesterol en el higado de ratas hasta un
60%, siendo estos componentes: S-allylcisteina, S-metilcisteina v S-
propilcisteina.(35). A pesar de lo antes expuesto, Ultimamente se han
hecho estudios en la Universidad de Oxford v en Bonn Alemania, que
contradice la teorfa de que el ajo disminuye los niveles de colesterol vy
hasta se ha dicho que estos ultimos dos estudios son los Unicos que
fueron adecuadamente disenados, de tipo aleatorio, doble ciego v
controlado(2b).

Hipoglicemiante: Se han hecho experimentos con conejos gue
demuestran que estos mismos experimentan una hipoglucemia
dependiente de dosis como respuesta al extracto de ajo, ademas se ha
observado mejor tolerancia a la glucosa (29).

Anticoagulante: Se hizo un experimento con perros quienes se les habia
puesto aparatos de circulacion extracorpédrea los cuales tuvieron menor
grado de trombocitopenia que los no expuestos a algunos componentes
del ajo. Recientemente se otorgd una patente a un cientifico quien
inventd un pléastico con componentes del ajo conocidos como dithiinas;
este plastico se puede insertar en el sistema circulatorio sin producir
coagulos, lo cual nos da una alternativa al uso de implantes de véalvula
(3b).

Mucolitico: Uno de los componentes importantes del ajo es la alliina, la
cual difiere minimamente de otra droga conocida como
carboximetilcisteina que se receta con frecuencia para tratar
enfermedades respiratorias para mejor movilizaciéon del moco en los
bronqguios (29).

Hipotensor: BEn Europa se hizo un estudio con pacientes hipertensos a los

cuales se les administro polvo de ajo y presentaron una disminucion en
supresion arterial de 10% en el curso de unas semanas, se cree que esto
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se debid a que el ajo hacia liberar al cuerpo prostaglandinas (1). Ademas
en otro articulo de la revista Planta Médica refieren que el ajo tiene un
componente conocido como gamaglutamilcisteina la cual es un inhibidor
de la ECA natural (2).

4. Composicion quimica:

En el ajo se han aislado un sin niimero de sustancias a las cuales se
le han encontrado muchas virtudes. Entre dichas sustancias se pueden
mencionar: aliina, compuestos derivados del amino 4cido cisteina,
compuestos sulfurados (como la alicina), mucilago, esteroides, cobre,
germanio, magnesio, selenio, vitaminas A, B1, y C. (4). Aungue contiene
vitaminas la concentracién de estas no es suficiente para llegar a la
cantidad minima recomendada para cada dia, segun la administracion
de drogas y alimentos de EEUU .(35)

Los compuestos del ajo que son azufrados v que le dan al ajo sus
virtudes, se pueden categorizar de varias formas, entre las que estan los
compuestos con una vida media corta gue soélo existen por una fraccion
de segundo después de macerar o cortar un diente de ajo; otros
compuestos mas estables pero aun dificiles de estudiar por su vida media
corta, son las sustancias como la alicina formada después de que la aliina
entra en contacto con una enzima conocida como aliinasa forméandose la
antes mencionada y unas 9 sustancias parecidas, que le dan el olor
caracteristico al ajo. Otras sustancias que se forman son las derivadas de
las antes mencionadas cuando estas se les permite estar a temperatura
ambiente por unas horas; entre las que se puede mencionar las ditiinas y
ajoene. Por ultimo existen las sustancias que se preparan del ajo
después de destilarlas por arrastre de vapor conocidos como los dialil-
sulfuros (24).

h. Farmacocinesis:

Segun estudios realizados en la China donde se le ha administrado
alicina radioactiva a ratones, se ha demostrado que en 30 minutos existe
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mayor concentracion de la sustancia en corazén y pulmones, y menor
concentracion en higado, bazo v musculo (29).

0. Toxicidad:

Se han reportado danos gastrointestinales en las personas que
ingieren grandes cantidades de ajo crudo (24), asi como, en casos
aislados cambios en la flora intestinal (3b), en algunos casos también
flebitls en pacientes a quienes se les ha inyectado IV (29). En la literatura
occidental soélo se ha reportado un caso de reacciéon seria contra el ajo,
siendo una hemorragia atribuida a la ingestion de grandes cantidades de
ajo (29). La dosis letal media de alicina en ratones es de 60mg/Kg
administrado IV v 120mg/Kg subcutaneo (4).

/. Contraindicaciones:

Segun la OMS se contraindica el uso de ajo a las personas quienes
son alérgicas al ajo, también se contraindica en pacientes prequiriirgicos
dado al peligro de hemorragia (35).

8. Dosis recomendadas:

Se recomiendan 4g al dia de ajo fresco macerado por via oral(35),
para obtener sus efectos profilacticos en la mayoria de cualidades
atribuidas. Céaceres recomienda 2-4g tres veces al dia para tratar
enfermedades r1espiratorias(4). Para tener efecto anticanceroso se

requieren por lo menos 18 gramos de ajo al dia, encontrandose en cada
diente de ajo por lo menos 3g (36).

C. SALES DE BISMUTO:

1.Definicion:
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El bismuto es un elemento puro gue en la tabla de elementos se
encuentra en el grupo V. Es considerado un metal pesado, con peso
atomico de 208.9, niimero atdémico de 83 v valencia de 3 (27). Las sales de
Bismuto por sus diversas propiedades, son compuestos que se han
utilizado desde hace 267 anos, desde pomadas para la piel, hasta
antidiarreico vy antiacido(3). Existen wvarios tipos principales de
compuestos de sales de bismuto que se utilizan hoy en dia para el
tratamiento de enfermedades por A PFylori entre los que estan el
subsalicilato de bismuto, el subcitrato de bismuto. Los compuestos de
bismuto no tienen la capacidad de neutralizar el 4cido gastrico, mas bien
se les atribuyen propiedades citoprotectoras entre estas se puede
mencionar: el incremento de la secrecidén de moco v bicarbonato,
inhibicién de la actividad de pepsina, y la acumulacién de subcitrato de
bismuto en el crater de las ulceras formando una capa protectora,
sumado a su actividad antibacteriana contra A Pyiori (8,13). En ninguna
literatura revisada se pudo encontrar exactamente cual es el mecanismo
de accidon por el cual las sales de bismuto atacan a la bacteria,
sospechandose que todavia no se sabe su mecanismo de accion.
Después de ser ingerido el subcitrato de bismuto reacciona con el acido
gastrico para formar un compuesto de bismuto idnico el cual tienen
afinidad por la mucosa gastrica manteniéndose ahi por tres horas en
concentraciones de inhibicion minima para A Pylori (>2bmg de
bismuto)(27). Este compuesto se absorbe y mas de un 90% se recupera
en orina. El bismuto plasméatico tiene una vida media de b dias y se
excreta por bilis, saliva, v orina(8). Entre los efectos adversos v tdxicos
del uso de sales de bismuto se ha mencionado la coloraciéon negra de
mucosa oral v las heces por una reacciéon quimica que ocurre entre las
sales de bismuto y el H2S bacteriano (8); ademas se han mencionado
encefalopatias, pero méas con el subsalicilato de bismuto que con el
subcitrato (13), aunque es necesario la ingestion cronica de dosis
mayores a las recomendadas para presentar toxicidad, no asociandose la
ingestion oral de sales de bismuto con cuadros agudos de toxicidad (27).
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VI. HIPOTESIS

Ho: Al asociar ajo a sales de bismuto no se observa sinergia en su
actividad antibacteriana sobre H. Pylori in vitro.

HA: Al asociar ajo a sales de bismuto se observara sinergia en su
actividad antibacteriana sobre H. Pylori in vitro.
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VII. MATERIAL Y METODOS

A. METODOLOGIA:

1. Tipo de estudio: Experimental
2. Sujeto de estudio: H. Pylori
3. Muestra de estudio:

La muestra de estudio fue b diferentes cepas de H. Pylori
provenientes del cepario del Instituto de Nutricién de Centro Ameérica v
Panaméa (INCAP). Se tomaron 5 muestras de H. Pylori principalmente
para aumentar las probabilidades de su cultivo. Por ser este estudio un
ensayo experimental no se considero necesario tomar una muestra
representativa.

4, Criterios de inclusion v exclusion:

Se tomaron 5 cepas de H. Pylori del cepario del INCAP
provenientes de pacientes gque no hablan tenido algun tipo de
tratamiento anti H. Pylori, ni antisecretor durante por lo menos una

semana antes de la toma de muestra.

Las cepas obtenidas del INCAP, fueron incluidas, al haberse
cultivado e identificado adecuadamente.
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b. Variables de estudio:

Variable Def. Def. Tipo de | Unidad Instrument

Concepto. operativa variable | medida 0
Sinergia. Cuando al | Que al | Nominal | Sin Cultivo en
Dependien | combinar 2 | combinar crecimien | caja de
te antibioticos | ajo + to o con | petri

su accion | bismuto se crecimien

antibacteria | requerira to

na ocurre a | menor

< 0 = a 2b% | cantidad de

de la CIM|ambos para

de cada | matar la

farmaco por | bacteria un

separado 25% 0

Menos

Ajo. Planta Bulbo cuyas | razén Ml de ajo/ | Tubos de
Independi | lilidceas que | propiedades ml de | ensayo
ente hecha en la|antibacteria caldo de

raiz un bulbo | nas se cultivo

blanco v | verificaran

Carnoso, ante

usado como | H.Pylori.

condimento.
H. Pylori. Bacteria Bacteria Nominal | Crecimien | Cultivo en
Dependien | Gram gram to de | caja de
te negativa en | negativa H.Pylori petri

forma espiral | causante de

flagelada enfermedad

causante de | gastrointest

enfermedad | inal.

gastrointesti

nal.
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Sales  de | Sustancias Compuesto | Razdn Mg/ ml Tubos de
bismuto. en forma | quimico ensayo
Independi | cristaloide utilizado
ente polvos  finos | para aliviar

de diferentes | enfermedad

colores es

cuando se | gastrointest

encuentran | inales.

en solucion

se usan para

tratar

enfermedade

s medicas vy

veterinarias
Antibacter | Sustancia Propiedad Nominal | Crecimien | Boleta
lano. que inhibe | de poder to 0 no
Dependien | el Inhibir el crecimien
te crecimiento | crecimiento to de

bacteriano bacteriano H Pylori

destruye al|en caja de

microorganis | petri.

mo.
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0. Procedimiento:
a. Para la obtencion y preparacion de sustancias utilizadas
1. Bxtracto de ajo

Para la preparacion del ajo se decidioé usar un extracto de ajo acuoso
principalmente por ser este mas soluble en el medio acuoso de los caldos
de cultivo. Se preparo utilizando la siguiente técnica: primero se licud
100g de ajo, posteriormente se filtro el ajo a través de una gaza para
extraer asi el aceite esencial, mismo que se centrifugo por 45 minutos a
2600 revoluciones por minuto vy esterilizdndose con un filtro especial con
el objeto de esterilizar sustancias termolabiles (conocido como millipore),
el extracto de ajo que resultd fue sustancia acuosa que se guardd a —/0
grados Celsius para ser utilizado posteriormente.

ii. Subsalicilato de bismuto.

El subsalicilato de bismuto en forma pura y deshidratada gracias a
una donacion de los laboratorios  Donovan — Werke.

b. Para el manejo de las cepas de H. Pylori.

Primero se obtuvieron cepas de H.Pylori que provenientes de b
diferentes pacientes, quienes hayan sido sometidos a procedimientos de
gastroscopia en el IGSS. Es importante mencionar que a los pacientes a
quienes se les tomo la muestra para cultivo no hubiesen tenido ningun
tipo de tratamiento previo con cualquier antibidtico, ni terapia
antisecretora, por lo menos una semana antes de la toma de la muestra.

Dichas cepas ya cultivadas e identificadas provenientes del cepario
del INCAP, se insertaron en un medio de transporte de tipo caldo triptosa
fosfato mas glicerol al 20% a +4C grados, para posteriormente cultivarse
en el laboratorio multidisciplinario de la Facultad de ciencias medicas
Universidad San Carlos de Guatemala, utilizandose para el efecto un
medio de cultivo no selectivo conocido como Agar sangre de Carnero.
El periodo de incubaciéon tardd de 7 a 1b dias, durante los cuales se debid
precisar ciertas condiciones como: una temperatura entre 35 a 37 grados
Celsius, un entorno gaseoso con 5 a 10% de 02, b-10% de C02, b a 8% H2 v
80-90% de N a presion de 200 mmHg v un pH entre 4 v 7. Después de 7 a
15 dias se observo el crecimiento bacteriano de una sola cepa de las b
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cultivadas, lo cual se dio después de multiples intentos, mostrando dicha
cepa las sigulentes caracteristicas: colonias carentes de color
(translucidas), de 1-2mm.

Posterior a lograr su cultivo se hizo un anélisis bioquimico de las
mismas para determinar si tenia las caracteristicas enzimaticas de A
Pylori detectando que si posela actividad de las enzimas catalasa,
oxidasa, ureasa. Después de haber identificado la bacteria, a través de su
perfil bioquimico, se procedi¢ a insertar varias hasadas del cultivo a un
caldo de cultivo de triptosa fosfato hasta obtener una solucién estandar
de Mctarland de 0.5

C. para el estudio in vitro

Con la concentracion de bacterias arriba indicada se introdujo una
hasada milimetrada de soluciéon Mcfarland, aproximadamente unas
500,000 unidades formadoras de colonia a 12 viales (ver anexo 1) de
medio de cultivo liquido constando de brain heart infusion (BHI) +
extracto de levadura al 3% + suero fetal bovino al b5%.

En los primeros cuatro viales se agrego, ademas de lo anterior, un
extracto de ajo acuoso esterilizado con un filtro millipore de tamano 45
micras; en el primer tubo se introdujo una concentracion de 0.bml de
extracto de ajo en cada ml de caldo(bmg/ml), en el segundo vial se
introdujo 75% de la concentracion anterior, en el tercer vial se introdujo
b0% v en el cuarto 25%.

En los siguientes cuatro viales se introdujo en vez de ajo cuatro
diferentes concentraciones de subsalicilato de bismuto, en el primero se
introdujo 2bmg/ ml, en el segundo se introdujo el 76% del primer vial en
el tercero el b0% v en el cuarto el 25%.

Finalmente en los Ultimos cuatro viales se introdujo subsalicilato de
bismuto mas extracto de ajo, (el bismuto a concentracion de 6.25mg/ml y
el ajo a .12bml/ml) en el primer vial, en el segundo 75%, en el tercero 50%
v el cuarto 25%.
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Luego se guardaron los caldos de cultivo en condiciones adecuadas
para el crecimiento de H. Pylori por 7 dias, al final de esos 7 dias se
sembro lo que habla crecido en cada vial en un plato de petri con agar
sangre de carneroy se espero 7 dias para ver y analizar resultados.

Los criterios utilizados para determinar si las sustancias tenfan actividad
antibacteriana contra H. Pylori fueron los mismos utilizados durante un
estudio de concentracion bactericida minima en el cual se observa si

existid crecimiento en una caja de petri después de ser expuesta la
bacteria a una determinada concentracion de sustancia antibidtica.

VIIL. PRESENTACION DE RESULTADOS

TABLA #1
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Actividad antimicrobiana del ajo (extracto) sobre el Helicobacter

Laboratorio Multidisciplinario Facultad de Ciencias Medicas

Pylori, segun concentracion del mismo.

Universidad San Carlos de Guatemala durante los meses de Junio a
Septiembre del 2000

Concent. De | 0.oml/ml | 0.37oml/ml | 0.2bml/ml | 0.125ml/ml
extracto de

ajo acuoso

Crecimiento | NO Sl Sl Sl

de H. Pylori

Fuente: Laboratorio Multidisciplinario, Facultad de Ciencias Medicas,
Universidad San Carlos de Guatemala

28



TABLA #2

Actividad antimicrobiana del subsalicilato de bismuto sobre
Helicobacter Pylori, segun concentracion del mismo.
Laboratorio Multidisciplinario, Facultad de ciencias Medicas

Universidad San Carlos de Guatemala
Durante los meses de Junio a Septiembre del 2000

concentracion | 2bmg/ml | 18.76mg/ml | 12.5mg/ml | 6.2bmg/ml
subsalicilato

de Bi

Crecimiento NO Sl SI Sl

de H. Pylori

Fuente: Laboratorio Multidisciplinario, Facultad de Ciencias Medicas,

USAC

TABLA #3
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Actividad antimicrobiana del ajo y subsalicilato de bismuto sobre

Helicobacter Pylori, al 25% de CIM v menos para la determinacion de
sinergismo. Laboratorio Multidisciplinario Facultad de Ciencias

Medicas Universidad San Carlos de Guatemala durante los meses de
Junio a Septiembre 2000.

concentracio | AJO AJO AJO 0.06 AJO
n de ajo + 0.12bml/ | 0.0983ml/ml | ml/ml 0.031ml/ml
Bismuto ml Bi Bi Bi
Bi 4.68mg/ml | 3.12mg/ml | 1.56mg/ml
6.2bmg/
ml
Crecimiento | NO Sl Sl Sl
de H. pylori

Fuente: Laboratorio Multidisciplinario, Facultad de Ciencias Medicas

USAC

*Por cada 9 mg(+o -3 dientes) de ajo se extrae un ml de jugo.
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IX. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo a los datos presentados en la tabla #1, se pudo observar,
tal y como se especifico en el marco tedrico, la concentracion inhibitoria
minima de ajo que detuvo el crecimiento de H. Pylori en el presente
estudio, fue de bmg de ajo por ml de liquido dilutor o 0.bml de extracto
de ajo acuoso por ml de solucion, al exponer a la bacteria a
concentraciones menores se vio que si hubo crecimiento de Helicobacter
Pylori esto ocurri¢ principalmente por el hecho de que la cantidad de ajo
necesaria para matar a la bacteria no era la suficiente en los viales que
contenifan una concentracién menor que la antes mencionada. Estos
resultados concuerdan con estudios hechos anteriormente en otros
paises.

En la tabla #2 se puede observar que la concentracién inhibitoria
minima de subsalicilato de bismuto necesaria para inhibir el crecimiento
de Helicobacter Pylori es el mismo que se habia especificado en el marco
tedrico el cual es de 2bmg por ml, a menores concentraciones hubo
crecimiento; por lo tanto 2bmg por ml es la concentracion minima de
subsalicilato de bismuto necesaria para impedir el crecimiento vy
proliferacion de la bacteria.

En la tabla nimero 3 se demuestra que si existe sinergismo al unir ajo
mas subsalicilato de bismuto a una concentracion de un 25% de ambos
cormpuestos, esto significa que uniendo estos dos compuestos aumenta la
probabilidad de erradicar al Helicobacter Pylori. Por lo tanto se descarta
la hipdtesis nula planteada anteriormente y se acepta la hipdtesis
alterna.

Comparando la actividad antibacteriana que tuvo el extracto de ajo y
las sales de bismuto se pudo observar que la cantidad necesaria de ajo
para inhibir el crecimiento bacteriano fueron menores que las de
subsalicilato de bismuto, esto es de suma importancia principalmente
por el hecho de que entre menos cantidad de una sustancia se requiere
para erradicar una bacteria menos riesgo de toxicidad para el paciente,
Ootro aspecto que se observo fue el hecho de que la solubilidad del
extracto de ajo presento una mejor solubilidad en un ambiente acuoso
que el subsalicilato de bismuto, esto también pudo haber influido en la
menor cantidad de ajo que fueron necesarias para poder inhibir el
crecimiento de Helicobacter Pylori. Con este ultimo anélisis se cumple el
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objetivo numero 2 en el cual se plantea hacer una comparaciéon entre la
actividad antibacteriana del ajo y bismuto sobre H. Pylori

Los resultados del presente estudio tienen una gran trascendencia
principalmente por el mismo hecho de que se sientan las bases para
poder iniciar futuros estudios con animales y posteriormente con
humanos y asi llegar a la meta final la cual es proponer una terapia
alternativa de buena efectividad y de costos menores que las actuales
terapias.
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X. CONCLUSIONES

1) El ajo sf tiene actividad antibacteriana contra Helicobacter Pylori
1n vitro.

2) Se requiere menor cantidad de ajo que subsalicilato de
bismuto para inhibir el crecimiento bactriano de Helicobacter Pylori
1n vitro.

3) Si existe sinergismo entre el subsalicilato de bismuto v el extracto de
ajo acuoso sobre Helicobacter Pylori in vitro.

XI. RECOMENDACIONES
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1) Se dé continuidad a este estudio, primeramente en pacientes
animales y posteriormente en pacientes humanos para tener
una alternativa en cuanto a tratamiento de Helicobacter
Pylori.

2) Que se hagan estudios de Biodisponibilidad y farmacocinética
del ajo en el cuerpo humano.

3) Continuar los estudios de medicina alternativa en la Facultad
de Ciencias Medicas de la Universidad San Carlos de
Guatemala

4) Fomentar las investigaciones de tipo experimental en la
Facultad de Ciencias Medicas de la Universidad San Carlos de
Guatemala.

XII. RESUMEN

El presente trabajo de investigacion realizado en el laboratorio
multidisciplinario de la facultad de Ciencias Medicas de la Universidad
San Carlos de Guatemala de Febrero a Septiembre del ano 2000; se
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orientd determinar la actividad antibacteriana que tiene el ajo sobre
Helicobacter Pylori in vitro, ast como si este mismo muestra sinergismo al
ser cormbinado con subsalicilato de bismuto n vitro.

Para el efecto se obtuvieron b cepas de H. Pylori del cepario del
Instituto de Nutricion de Centro Ameérica y Panaméa (INCAP), estas
mismas se cultivaron en medio no selectivo por 7 dias en condiciones
microaerofilicas, luego se resembraron en caldo de cultivo no selectivo
por 7 dias en condiciones microaerofilicas con la variante de que cada
vial de caldo de cultivo contenia una concentraciéon determinada de ajo,
bismuto o ambas sustancias, posteriormente esta sepa se sembrd una
tercera vez para observar si existid crecimiento o no a cada una de las
concentraciones especificadas.

Los resultados evidenciaron gue si existe actividad antibacteriana del
ajo sobre Helicobacter pylori in vitro a concentracion de 0.bml de
extracto por ml de solucion ademas se demostré que juntos el ajo y el
subsalicilato de bismuto presentan la cualidad de sinergismo in viiro a
concentracion de 26% de la CIM .

Se recomienda a los investigadores interesados en seguir con esta
linea de investigacién y continuar estos estudios /n vivo, primero con
animales y posteriormente con humanos, para asi poder recomendar una
terapia alternativa vy mas barata para enfermedad péptica causada por
Helicobacter pylori. Asi mismo el fomento de estudios de medicina
alternativa vy de los estudios de tipo experimental en la Facultad de
Ciencias Medicas de la USAC.
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N

0.5 ml/ml
no crecio
100% de CIM

N

0.375ml/ml
si crecid
75% de CIM

N

0.25ml/ml
si crecio
50% de CIM

N

ajo
0.25ml/ml
si crecio
25% de CIM
\U/ Bismuto
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25mg/ml 18.75mg/ml 12.5mg/ml 6.25mg/ml
no crecio si crecio si crecid si crecio
100% de CIM 75% de CIM 50% de CIM  25% de CIM

N N N N

ajo + bismuto

ajo:0.125ml/ml 0.093ml/ml 0.06ml/ml 0.031ml/ml
Bismuto:6.25mg/ml  4.68mg/ml 3.12mg/ml 1.56mg/ml
No crecié si crecio si crecio si crecid
25% de CIM 18.5% de CIM  12.4% deCIM  6.2% de CIM

En los viales donde si hubo crecimiento es donde no fue suficiente la concentracién de
sustancias para inhibir el crecimiento bacteriano, en el vial donde se combiné ajo y
bismuto se observé que con solo el 25% de CIM se inhibid el crecimiento mientras que

cuando ambas sustancias se usaron por si solas a 25% de CIM si hubo crecimiento a este
fendmeno se le define como sinergismo.

ANEXO # 1
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