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II. RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, que coloniza
naturalmente a humanos. La bacteria reside primordialmente en la mucosa
géstrica de méas del 50% de la poblacion mundial y es reconocida como el
principal agente etioldgico de la gastritis cronica activa o gastritis tipo B, Ulcera
péptica, carcinoma gastrico y del linfoma de MALT (Lee et al., 2004). Aunque
esta bacteria es un patégeno muy acertado para el hombre (Pinto-Santini et al.,
2009), alrededor del 80% de los individuos afectados viven con la bacteria
durante toda su vida sin desarrollar alguna de las enfermedades (Torres et al.,
2000).

En la actualidad, el régimen de tratamiento recomendado a nivel mundial
para combatir la infeccién por H. pylori es el uso de una terapia triple, la cual
consiste en el empleo de dos antibidticos en combinacién con un inhibidor de la
secrecion de 4cido en el estbmago (Malfertheiner et al., 2007). Aunque esta
terapia es efectiva en un 80% de los casos, existen varios problemas respecto
a ella. En primer lugar, son tratamientos complejos que conllevan efectos
secundarios perjudiciales (dolor de cabeza, nauseas, vomito, prurito), lo que
hace que los pacientes no los terminen, permitiendo la aparicion de resistencia
a los antibiéticos comerciales. Por otra parte, se presenta reincidencia de la
enfermedad en pacientes que han tenido un tratamiento previo y siguen
viviendo bajo las mismas condiciones en las que se infectaron y por ultimo, el
elevado costo del mismo que hace que no todos los pacientes diagnosticados
puedan cumplirlo.

La fuente original de muchos farmacos han sido los productos naturales
y en particular las plantas, es por esta razén que se ha buscado en ellas algun
agente para el control de las enfermedades antes mencionadas estén o0 no
relacionadas con la bacteria. Tomando en cuenta lo anterior, enfocamos
nuestra atencion en la corteza del arbol Cyrtocarpa procera, especie medicinal
que se emplea popularmente para tratar trastornos del aparato digestivo
(Argueta et al.,, 1994) y que ademas es utilizada para adulterar a la del
“cuachalalate” (Amphipterygium adstringens), una especie ampliamente
utilizada en la medicina tradicional mexicana para tratar enfermedades como la

gastritis y las Ulceras (Argueta et al., 1994).

VIl
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En este trabajo se decidi6 estudiar el extracto acuoso de C. procera ya
que este tipo de preparaciones son las formas mas frecuentes en la que se
utiliza tradicionalmente esta corteza.

En primer lugar se evalud la actividad anti-H. pylori del extracto acuoso
integro (CPA) preparado por infusién. Los resultados obtenidos permitieron
establecer una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 125 pg/mL utilizando
la metodologia de dilucién en cultivo liquido con la cepa de referencia ATCC
43504 (Castillo-Juarez et al., 2009). Posteriormente, se procedio al
fraccionamiento primario de CPA mediante particiones liquido-liquido con
disolventes de polaridad creciente [diclorometano (CPA-0); acetato de etilo
(CPA-1); n-butanol (CPA-2) y el residuo acuoso (CPA-3)]. La evaluacion
antibacteriana de las fracciones primarias mostraron que CPA-1 y CPA-2
inhibieron el crecimiento de la bacteria (CMI de 125 pg/mL y 62.5 pg/mL,
respectivamente), por lo que se procedié a su fraccionamiento secundario, sin
embargo, solo algunas de las fracciones resultantes mantuvieron la actividad.
En segunda instancia se determiné la toxicidad aguda de CPA mediante el
calculo de la dosis letal media (DLsg); utilizando el protocolo de Lorke. Los
resultados indicaron que la DLsg es >5,000mg/kg-r, lo que significa que CPA no
es toxico bajo el modelo utilizado.

Por otra parte, se evalu6 la actividad gastroprotectora de CPA,
determinando la dosis efectiva media (DEso) en el modelo de gastroproteccion
mediante el método de ulcera aguda inducida con etanol absoluto en ratén
(Bucciarelli et al.,, 2007). Los resultados mostraron que CPA tiene buena
actividad gastroprotectora (DEsp= 11.30 mg/kg).

Finalmente, se ensayé la actividad antiinflamatoria mediante el modelo de
edema agudo inducido por 13-acetato de 12-tetradecanoilforbol (TPA) en
oreja de raton y los resultados mostraron que CPA tiene propiedades
antiinflamatorias moderadas.

En conclusion, CPA tiene buena actividad anti-H. pylori y gastroprotectora;
y por otra parte, demostré su seguridad en el modelo ensayado. Finalmente, la
fraccion primaria butanolica CPA2 tiene un buen potencial para la obtencion de

compuestos con actividad anti-H. pylori.
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[1l. INTRODUCCION

I11.1.1 Generalidades

En 1893, el anatomista italiano Guilio Bizzozero fue el primero en
describir la presencia de microorganismos en forma de espiral en biopsias
obtenidas de estomagos de perros; de igual forma fue el primero que, a través
de sus observaciones de la mucosa antral de estos animales, divulgé y
demostré que dichos organismos Gram-negativos, habitaban en las glandulas
géastricas e incluso en los pequefios canaliculos de las células parietales
(Bizzozero, 1893). Sin embargo, no fue sino hasta 1983 cuando los
investigadores australianos Barry Marshall y Robin Warren pudieron aislar a
una bacteria a partir de una biopsia gastrica de un paciente con gastritis cronica
activa. Para demostrar su caracter patoldgico realizaron experimentos de
autoingestion de cultivos, con los que encontraron que se cumplian los
postulados de Koch; y que el dafio producido por el microorganismo se revertia
al eliminarlo con el uso de antibidticos (Marshall y Warren, 1984; van
Amsterdam, 2006). Esta bacteria fue nombrada Helicobacter pylori por su
apariencia de hélice in vivo y su sitio mas comun de aislamiento, el piloro del
estomago (Goodwin et al., 1990).

En 1994, el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de
América declara a H. pylori como el principal agente etiolégico de la Ulcera
péptica y en este mismo afo, la Agencia Internacional de Investigacion sobre
Céncer (IARC por sus siglas en inglés) de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la declara como un carcinégeno del grupo 1 (NIH, 1994; IARC, 1994).
Finalmente, en el afio 2005, Robin Warren y Barry Marshall fueron
galardonados con el premio Nobel de fisiologia o medicina por el
descubrimiento de la bacteria H. pylori y su papel en la gastritis y la Ulcera

péptica (Fig.1).


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Fig.1. Premio Nobel en Fiilogia o Medicina 2005, Robin Warren (izquierda) y Barry Marshall
(derecha) (http://research.ncku.edu.tw/re/commentary/e/20080321/1.html, consultado el 4 de
junio del 2012).

111.1.2 Taxonomia

A partir de que Marshall y Warren lograron aislar por primera vez a esta
bacteria de la mucosa gastrica, se marcé un punto crucial para el
entendimiento de las enfermedades microbianas gastrointestinales (Marshall y
Warren, 1984).

Las primeras descripciones de esta bacteria fueron hechas al observar
bacilos curvos o espirales en secciones histologicas de biopsias de la mucosa
géstrica antral de humanos. En un principio, la bacteria se incluyé dentro del
género Campylobacter por algunas caracteristicas como su morfologia
curveada, el crecimiento en medios ricos y condiciones microaerofilicas, su
incapacidad para fermentar glucosa, la sensibilidad al metronidazol y el
contenido G-C de su DNA (34%), por lo que en 1985 se validé el nombre de
Campylobacter pyloridis. Dos afios méas tarde, el epiteto fue revisado y
corregido quedando como Campylobacter pylori (Marshall y Goodwin, 1987).

Posteriormente, estudios de microscopia electronica mostraron que tenia
multiples flagelos unipolares, en contraste con los tipicos flagelos bipolares de
Campylobacter spp. Los estudios bioquimicos indicaron diferencias en el tipo
de proteinas y acidos grasos ademas de que el andlisis de la secuencia de
ARNr 16s mostrd que la distancia era suficiente para excluir a la bacteria de
este género y crear uno nuevo: Helicobacter, cuyo primer miembro fue H. pylori
(Goodwin et al, 1985., 1989; Pearson et al., 1984; Romaniuk et al., 1987).

Actualmente el género Helicobacter se compone de 23 especies
validadas y 2 candidatos propuestos las cuales fueron designadas por el
Comité Internacional de Sistemética Bacteriologica (Solnick et al., 2001; Don et
al., 2005; Garrity et al., 2004).
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[11.1.3 Morfologia

H. pylori es una bacteria Gram negativa, polimérfica, aunque la forma
curveada es la que predomina cuando la bacteria se encuentra en condiciones
Optimas de crecimiento, mide de 2 a 4 um de largo y 0.5 a 1 um de ancho (Fig.
2). Puede presentar la forma cocoide cuando es inducida a condiciones de
estrés como alta temperatura, pH alcalino, aumento en la tensiéon de oxigeno
(Oy), cultivo prolongado o la presencia de antibidticos. Actualmente existe la
controversia sobre si estas formas son viables 0 no y se plantea que pueda ser
un mecanismo de resistencia, asi como de transmision de la bacteria (O’Rourke
y Bode, 2001). Presenta de 2 a 6 flagelos unipolares de 3 um de longitud
aproximadamente, que llevan un bulbo distintivo en el extremo; estos flagelos le
confieren motilidad y permiten el movimiento rapido en soluciones viscosas tales
como la capa del moco que cubre las células epiteliales gastricas (Jones et al.,
1987; Kusters et al., 2006) facilitando asi la colonizacion en el estbmago (Eaton
et al., 1992).

Figura 2. Micrografias donde se muestra la morfologia de H. pylori. a) Morfologia clasica en
forma de “S”; b) Formacion inicial de las formas cocoides; c) Conversion a la forma cocoide.
(Tomadas de O"Rourke y Bode, 2001).
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[11.1.4 Habitat

En cortes histologicos de estomago humano la bacteria presenta una
forma bacilar, coloniza la capa del moco que cubre el epitelio gastrico humano,
especificamente en el piloro y antro, donde esta expuesta a gradientes de pH
en un intervalo de 2 a 7 (Kusters et al., 2006). Aunque el hospedero natural es
el humano, se ha visto que habita en otros animales, en los que se encuentran
ciertos grupos de monos, asi como en perros y gatos (Fox y Lee, 1997).
También existen publicaciones en las que se ha reportado que la bacteria es
capaz de colonizar y producir gastritis, Ulcera y cancer gastrico en modelos
animales utilizando ratones, cerdos, monos, jerbos, gatos y cobayos (Ferrero y
Fox, 2001). En condiciones de laboratorio requiere de medios artificiales ricos
en nutrientes como peptona, triptona, extracto de levadura, glucosa,
suplementados con sangre y suero fetal bovino. También necesita de
condiciones microaerofilicas con una concentracion de 10% de CO, y alrededor
de 5% O,. Es de lento crecimiento (de 3-7 dias) y en medios solidos las

colonias son pequefias y translicidas (Dehesa, 1993).

[11.1.5 Especies patégenas de Helicobacter

Ademés de H. pylori, existen otras especies del género Helicobacter que
ocupan de hospedero natural al humano, como son H. heilmannii, H. pullorum,
H. rappini, H. fennelliae, H. cinaedi que causan enfermedades diferentes a las
relacionadas con H. pylori como son hepatitis, hepatocarcinomas, proctitis,
colitis y necrosis hepatica (Fox y Lee, 1997). Las especies de Helicobacter se

subdividen en dos grupos:

e Las especies géstricas, que no pueden colonizar el intestino o
higado (Solnick y Schauer, 2001).

e Las especies enterohepéticas que si lo hacen y que habitan la
parte baja del tracto gastrointestinal, incluyendo ileon, colon y
arbol biliar de humanos, asociandose con inflamacion crénica e
hiperproliferacion de células epiteliales (Kuster et al., 2006) (Tabla
1).


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

[11.1.6 Modo de transmisidn y reservorios

La infeccién por H. pylori se lleva a cabo durante la nifiez y es la madre
principalmente la que infecta al hijo durante los primeros afios de vida, aunque
también se puede dar por el contacto con otras personas y a otras edades. Se
plantea que en estas primeras etapas de la infeccion es cuando la bacteria
puede ser eliminada por el hospedero ya que apenas comienza a establecerse
en la mucosa gastrica (Malaty et al., 2000). Algunos estudios han propuesto
que la adquisicién de la bacteria se produce a través de una fuente ambiental
comun, en particular los animales y el agua han sido implicados como posibles
fuentes infeccién (Mitchell, 2001). También se ha observado por Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) que las heces de las moscas caseras
contienen a la bacteria, por lo que podrian actuar como reservorios y como

vectores importantes para la transmision (Argyros et al., 2000).

Tabla 1. Principales especies patdégenas del género Helicobacter

Pat()logia

Gastritis, Ulcera péptica, adenocarcinoma

Especies Gastricas

H. pylori* Humano, primates gastrico, linfoma de MALT.

Gastritis en hospedero natural; Ulcera
H. felis* Perro, gato, ratén péptica o adenocarcinoma gastrico en
raton.

Gastritis, Ulcera péptica, adenocarcinoma
H. mustelae® hurén géstrico, linfoma de MALT.

. o Tigre, guepardo, otros gatos de gran Gastritis, Ulcera péptica
H. acinonychis ~
tamarfio
. - Humano, perro, gato, mono, guepardo , Gastritis, sintomas de dispépticos, linfoma
H. heilmannii
rata de MALT.
EspeCieS EnterOhepéticas Pat()logia
o ) Tiflocolitis proliferativa, hepatitis,
H. hepaticus Raton, otros roedores

carcinoma hepatocelular.

- Gastritis crénica y metaplasia intestinal.
H. aurati roedores

H. canadensis humano Diarrea.

H. bilis* Ratén, perro, cerdo, humano Hepatitis.

H. canis Perro, humano Hepaititis y diarrea.
1) Kuster et al., 2006; 2) Hannula y Hanninen, 2007.
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Por otra parte, se ha sugerido que la infeccion se da como consecuencia de
transmision directa de persona a persona por tres vias, la gastrico-oral, oral-
oral y fecal-oral (Malaty et al., 2000; Mitchell, 2001):

e Via gastro-oral: el reflujo gastroesofégico, asi como los vomitos en los

nifios, pueden ser vehiculos de transmision para la bacteria (Varoli et al.,
1991; Leung et al., 1999).

e Via oral-oral: ya que se ha detectado el ADN de la bacteria en placas
dentales y saliva por la técnica de PCR (Cellini et al., 1995; Ferguson et
al., 1993).

e Via fecal-oral: se ha aislado ADN de H. pylori en heces (Thomas et al,
1992; Queralt et al., 2005). Algunos investigadores afirman que esta es
la principal via de transmision de la bacteria, en similitud con otros
patégenos conocidos que se transmiten por via fecal-oral (Lee et al,
1991).

[11.1.7 Epidemiologia

La prevalencia de la infeccion por H. pylori muestra una gran variacion
geogréfica. En el caso de los paises en desarrollo, mas del 80% de la
poblacion esté infectado con H. pylori, presentdndose a temprana edad (Pérez-
Pérez et al., 2004), mientras que este valor en paises industrializados es de
alrededor del 40% y es considerablemente menor en nifios y adolescentes que
en adultos y personas mayores (Pounder y Ng, 1995; Mitchell, 2001). Aun con
este alto porcentaje, alrededor del 20% de las personas infectadas con la
bacteria desarrolla alguna de las enfermedades y la patogénesis de la bacteria
depende de la virulencia de la cepa, la susceptibilidad genética del hospedero y
factores ambientales (Atherton, 2009).

La prevalencia de este microorganismo se correlaciona con el nivel
socioecondmico, principalmente con las condiciones de vida durante la
infancia, higiene y saneamiento, ya que en paises desarrollados, H. pylori no

parece ser adquirida del ambiente (Malaty y Graham, 2000; Marshall, 2002).

En México, la infeccion también se adquiere a edades tempranas, la

seroprevalencia estimada es de 20% en nifios de un afio de edad alcanzando
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un 80% en adultos jovenes entre 18 y 20 afios de edad, con una tasa de
incremento del 5% anual durante los primeros 10 afios de vida (Torres et al.,
2005). Dos estudios independientes referentes a paises en desarrollo reportan
que la reinfeccion en México después de erradicar la bacteria, es del 3.2% al
afio (Leal-Herrera et al., 2003; Soto et al., 2003). Esos resultados podrian
reflejar la alta exposicion de los pacientes a multiples factores de infeccion
después de erradicar a H. pylori en este tipo de paises (Pérez-Pérez et al.,
2004). Se relaciona la frecuencia de la bacteria con el 85 al 90% de las Ulceras
pépticas y méas del 90%, con el cancer gastrico y se sefiala al adenocarcinoma
géastrico como la neoplasia mas frecuente del aparato digestivo con tasas de
letalidad muy altas en algunos estados de la Republica (Torres et al., 2005). En
cambio, en paises como Estados Unidos, la incidencia anual de infeccién es del
0.5% al 1% en individuos menores de 10 afios y la infecciébn aumenta hasta en
un 50% en los adultos (Everhart et al., 2000). Asi, en contraste con informes de
otros paises, en México, la incidencia de cancer gastrico va en incremento
(Torres et al., 2005).

En México, Torres y colaboradores, en el afio de 1998, determinaron una
seroprevalencia del 70% para H. pylori en una muestra de 11,605 personas de
entre 1 y 90 afios de edad, procedente de todo el pais y correlacionaron estos
datos con la tasa de mortalidad de cancer géstrico. Con los resultados
obtenidos fue posible dividir al pais en cuatro grupos como se indica en la Fig.
3. En 4 estados de la Republica (Aguascalientes, Quintana Roo, Tabasco y
Tlaxcala) se presenta el indice de mortalidad por cancer géstrico mas bajo
(<4%), pero se encuentra el indice mas alto de infeccién por H. pylori (70%). Por
otro lado, 8 estados (Baja California Sur, Chiapas, Coahuila, Guerrero, San Luis
Potosi, Sonora, Tamaulipas, Yucatan y Zacatecas) tienen el indice de
mortalidad més alta por cancer géastrico (26.0%) con una seroprevalencia del
66%.

Los autores indican que estos datos se podrian correlacionar de manera
general con el desarrollo econémico, los estados del norte tienen un indice mas
alto de mortalidad por céncer gastrico que aquellos del sur, que tienen el
desarrollo econémico més bajo (Torres et al., 2005).

Por otra parte, en el lll Consenso Mexicano sobre H. pylori se identificd

que se presenta infeccion por esta bacteria en el 90% de personas con céncer
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gastrico, en el 85-90% de sujetos con Ulcera péptica y en el 51-80% de

enfermos con dispepsia funcional (Sobrino, 2007).

Sero

indice de prevalencia de

Mortalidad  H. pylori
O <4.o; 70.0%
B 40-49; 67.4%
B s5.0-5.9; 65.2%
B =69 66.0%

Fig. 3. Analisis de la distribucién de proporciones de mortalidad de cancer gastrico y la
seroprevalencia de H. pylori en los 32 estados de México. Las proporciones de mortalidad de
cancer gastrico son aquellos informados por el INEGI, México (1991), considerando que los
valores de seroprevalencia son de 1987 a 1988 en un estudio nacional. Tomado y modificado de
Torres et al., 2005.

En el afio 2005, el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informética (INEGI) registré a los tumores malignos como la tercera causa de
muerte en México, de los cuales el cancer de estdbmago ocupo la tercer causa
de muerte en varones con una tasa de mortalidad de 9.1%, mientras en las
mujeres fue la cuarta causa de muerte por tumores malignos con una tasa de
mortalidad de 7.8%.
(http://www.inegi.org.mx/inegi/contenidos/espanol/prensa/Contenidos/estadistica
s/2007/cancer07.pdf, consultado el 4 de junio del 2012).
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111.1.8 Mecanismos de virulencia.

Son varios los mecanismos de virulencia mediante los cuales H. pylori
puede permanecer en un ambiente hostil como el gastrico y de esa forma
adaptarse y colonizar la mucosa gastrica, provocar dafio al tejido y sobrevivir;
en donde al parecer el tipo de cepa bacteriana est4 estrechamente relacionado
en el desarrollo de la enfermedad. Se puede entender como un factor de
virulencia a todos aquellos mecanismos que le permiten a la bacteria colonizar
la mucosa géstrica, sobrevivir en el ambiente acido del estomago y evadir la
respuesta inmune del huésped (Arévalo et al., 2009). En términos generales se
pueden subdividir en: a) factores de colonizacién géstrica, b) factores
involucrados en la inflamacién y dafio al tejido géstrico y c) factores de
sobrevivencia (Percival et al., 2001).

De los principales factores de colonizacion (Fig. 4) se encuentran:

> Los flagelos, que le permiten tener movimiento en la capa de moco para
colonizar la mucosa gastrica;

» La ureasa, una enzima que se encuentra tanto en el citosol como en la
superficie de la bacteria, es de vital importancia para neutralizar el pH
acido del estbmago y generar un ambiente idéneo para la bacteria, ya
que cataliza la hidrdlisis de urea para proporcionar amonio y carbamato,
que a su vez se descompone para producir amonio y acido carbonico, los
cuales, en soluciones acuosas estan en equilibrio en sus formas
ionizadas. El efecto neto de esta reaccién causa un incremento de pH,
generando un ambiente neutro alrededor de la bacteria (Mobley, 2001),
enseguida se muestra la reaccion global de la hidrélisis de urea

catalizada por la enzima ureasa de H. pylori:

UREASA
H,N — CO — NH, + H,0 —— NH, + H,N —C(0)OH

H,N — C(0)OH +H,0 — NH; + H,CO;
H,CO; <> H + HCO,

2NH,; + 2H,0 < 2NH, + 20H"
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» Las adhesinas, proteinas que le permiten anclarse al epitelio gastrico y
las proteinas de choque térmico, que estan involucradas en procesos de
reparacion en condiciones de estrés (Evans et al., 1992; Mazari-Hirart et
al., 2001; Kusters, 2006). Se han estudiado con detalle dos adhesinas de
H. pylori: la adhesina A (BabA2), de unién al antigeno de los grupos
sanguineos A, By O (Aspholm-Hurting et al., 2004; llver et al., 1998) y la
adhesina de union al acido sidlico, SabA (llver et al., 1998; Mahdavi et
al., 2002). BabA2 es una proteina de membrana externa que interactta
con el antigeno del grupo sanguineo de Lewis®, en las células epiteliales
y estd asociada con el riesgo de Ulcera péptica y de cancer gastrico y su
ausencia se relaciona con formas no complicadas de gastritis (Gerhard et
al., 1999; Prinz et al., 2001). Por otra parte, se ha reportado que las
proteinas de membrana externa AIpA y AlpB son necesarias para la
adherencia antigeno-independiente de Lewis® a las células de la linea de
carcinoma gastrico Kato Il y al tejido géstrico. La adherencia también
esta mediada por HopZ, ya que se ha visto que las cepas mutantes en
hopZ han reducido su adherencia (Guruge et al., 1998).

AlpA, AlpB, BabA y HopZ pertenecen a una gran familia de 32
proteinas de membrana externa (PMEs). El hecho de que las cuatro
proteinas estén involucradas en la adherencia sugiere que la familia
entera de proteinas puede tener un papel en este proceso (Mobley et al.,
2001).
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CN:H40 (urea)
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B 2NH; + CO

Flagelos XJ /,

(. Adherencia i 7
W BahA, Sabs, AlpA
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Fig. 4. Factores de colonizacion de la bacteria H. pylori. La ureasa contribuye en la resistencia al
medio &cido, los flagelos permiten la movilidad y la penetracién a la mucosa gastrica y algunas
proteinas como BabA, SabA, AlpA, AlpB y HopZ, permiten la adhesién de la bacteria a las
células epiteliales. (Tomado de Holly et al., 2006).

Dentro de los factores de la bacteria que estan involucrados en la
inflamacion y dafio al epitelio gastrico, podemos mencionar a la citotoxina
vacuolizante (VacA), la cual produce vacuolas en el epitelio gastrico
conduciendo a la destruccion de la mucosa y esté frecuentemente en aquellos
pacientes con Ulcera péptica, ademas de estar fuertemente ligada con el
cancer gastrico (Xiang et al., 1995). Algunos de los mecanismos de accion
propuestos son:

1. Una vez secretada Vac-A, se une a la superficie de células epiteliales
a través de receptores de union no especificos y especificos, por ejemplo, a
Ptprz que pueden modular la sefializacién celular.

2. Unido a la membrana celular aumenta la permeabilidad celular
formando poros provocando la salida de nutrientes

3. Después de la endocitosis de Vac-A, se induce la formacion de
grandes vacuolas en el citoplasma de células epiteliales que se originan a nivel
perinuclear y terminan llenando el citosol,

4. Vac-A también induce la apoptosis, en parte por la formacién de poros
en la membrana mitocondrial,

5. Por ultimo, Vac-A tiene efectos supresores sobre la funcion celular

inmune. (Ver Fig. 5).
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Fig. 5. Actividades bioldgicas de la citotoxina vacuolizante Vac-A de H. pylori. (Tomado y
modificado de Blaser et al., 2004).

Por otro lado los lipopolisacaridos (LPS) juegan un papel muy
importante en la inflamacion a través de la induccion de la respuesta inmune,
via CD4 leucocitica. De manera adicional, algunos autores proponen que la
presencia de las enzimas fosfolipasa A2 y alcohol deshidrogenasa son
responsables directas del dafio a la mucosa géstrica, en parte por dafiar a los
fosfolipidos de la membrana que le proporcionan integridad (Langton et al.,
1992; Roine et al., 1992). Se ha visto que la ureasa induce fuertemente la
aparicién de macréfagos al producir especies reactivas de oxigeno y citocinas
preinflamatorias como son IL-1B3, IL-6, IL-8 y TNF-a (Sawai et al., 1999; Ogura
et al.,, 2000). En la mayoria de las cepas de H. pylori los antigenos-O de los
LPS expresan los carbohidratos de Lewis x (Le), Lewis a (Le%), tipo H-1,
antigeno-i, sialil Le* y grupo sanguineo A (Monteiro et al., 1998; Zheng et al.,
2003).

Los antigenos de Lewis también se expresan en las células epiteliales.

Los carbohidratos de los LPS son similares a los antigenos de los grupos
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sanguineos. La cadena-O especifica de los LPS se mimetiza en su estructura
con los antigenos de Lewis del grupo sanguineo humano (Moran, 1997). Es
posible que el fenotipo del antigeno de Lewis de una cepa de H. pylori sea igual
al que se encuentra presente en las células de la mucosa géstrica del
hospedero (Appelmelk et al., 2000), lo que permite que la bacteria pueda evadir
la respuesta inmune (Moran, 1996) y esta similitud puede llevar a una
respuesta autoinmune por parte del hospedero contra sus propias células

géstricas (Appelmelk et al., 2000).

Todos los factores mencionados son importantes en el dafo, pero se
plantea que el factor determinante en la patogenicidad de la bacteria, esta dado
por un conjunto de genes que constituyen una isla de patogenicidad (cag PAl),
con un elevado polimorfismo y que codifica para varias proteinas, entre ellas el
sistema de secrecion tipo 1V, que utiliza H. pylori para inyectar la proteina CagA
(proteina asociada al gen cag A) a las células epiteliales géastricas (Kusters et
al., 2006). Aproximadamente el 60% de los aislados clinicos de H. pylori
producen proteinas codificadas por esta isla, la mejor caracterizada hasta el
momento es CagA. Aunque aun la funcion de esta proteina no esta
completamente comprendida, se considera que es altamente inmunogénica, asi
como un marcador de virulencia (Hacker et al., 1997; Covacci et al., 1993). Los
demas genes de la isla estan involucrados en la fosforilacion de tirosinas para la
internalizacion de CagA en las células epiteliales gastricas, asi como en la
induccion del proceso inflamatorio (Ogura et al., 2000; Morales, 2000). Las
cepas de H. pylori cagA® inducen la secrecién de interleucina-8 (IL-8) un
mediador inflamatorio, que contribuye al reclutamiento local de neutréfilos y a la
activacion de macroéfagos (Harris et al., 1997).

Los pacientes infectados con cepas que portan el gen cagA y expresan
la proteina CagA se les ha asociado con el desarrollo de gastritis cronica
activa, gastritis atréfica, Glcera péptica y un aumento en el riesgo de desarrollar
adenocarcinoma o linfoma gastrico (Higashi et al., 2002; Maeda et al., 1998).

Dentro de los factores de sobrevivencia, la bacteria posee a las
enzimas superoxido dismutasa y catalasa, ambas previenen la fagocitosis
(Hazell et al., 1991; Spigelhalder et al., 1993). También, se encuentran las

formas cocoides, las cuales se presentan en cultivos viejos o cuando las
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condiciones del medio son desfavorables para la bacteria. Aunque se discute
mucho acerca de su viabilidad, estas estructuras podrian darle una ventaja para
permanecer en un estado de latencia, del cual podria salir cuando las
condiciones vuelven a ser favorables. Se ha reportado que la forma cocoide es
capaz de reinfectar ratones, por lo que podria también ser un medio de

transmision (Wang et al, 1997).

[11.1.9 Patologias

Dentro de las patologias o enfermedades mas frecuentemente
asociadas con la infeccion por H. pylori estan la gastritis cronica activa, la
Ulcera géstrica y duodenal y ciertos tipos de cénceres. A continuacién se

describe la participacion de la bacteria en cada patologia y sus caracteristicas:

Gastritis y Ulceras.

La gastritis se puede clasificar de acuerdo a varios criterios y por la
combinacion de los mismos segun el Sistema Sidney (Price, 1991), el cual
define la atrofia como la pérdida de tejido glandular que lleva a adelgazamiento
de la mucosa y es comun denominador a todos los procesos patolégicos que
causa dafio mucoso intenso. El sistema Sidney es empleado ampliamente en la
practica comun del servicio de patologia del Hospital de especialidades, Centro
Médico Nacional La Raza, Distrito Federal, México, para hacer el diagnostico
histopatolégico, incluyendo la evaluacién de la atrofia géstrica (Ramirez-
Mendoza et al., 2008), pero para el caso de la patologia desarrollada por H.

pylori, solo consideramos las gastritis agudas y cronicas.
Gastritis aguda.

Producida por varios factores como son H. pylori, autoinmunidad, reflujo
biliar, farmacos y sustancias toxicas, e incluye procesos inflamatorios en la

mucosa y submucosa. En el caso de la producida por la colonizacion por H.

pylori se puede asociar con nauseas, vomitos y con la inflamacion de la
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mucosa proximal y distal del estbmago. La fase aguda esta también ligada a
hipoclorhidria, que puede durar meses (Kusters et al., 2006).

Cuando se ingiere H. pylori, esta penetra a través de la capa de mucosa
del estbmago y se multiplica en proximidad cercana a las células epiteliales
(Dixon, 2001). Primero coloniza el antro (Fig. 6), debido a que no existen
células parietales que secreten acido (Gur et al., 1999; Innocenti et al., 2001,
Lee et al., 1995). En esta fase inicial aguda de la infeccion existe una intensa
proliferacion de la bacteria e inflamacién géastrica que es disparada por
componentes de la membrana externa de la bacteria como los lipopolisacéridos
(LPS) que inducen la produccién de las citocinas, interleucina 8 (IL-8) y la
relacionada al crecimiento GROa (Actividad Estimuladora del Crecimiento de
Melanoma [1), las cuales promueven el influjo de neutréfilos a la mucosa
géstrica infectada (Innocenti et al., 2001). Cuando la bacteria empieza a
colonizar la mucosa gastrica, el huésped presenta en general dos mecanismos
de defensa; uno inflamatorio en la fase aguda y uno inmune (folicular) en la
cronica. En la fase aguda, H. pylori penetra a la capa mucosa del estdmago,
principalmente en las faveolas y muy cerca de la superficie del epitelio (Fig. 6).
El epitelio responde a la infeccién con deplecion de mucinas, exfoliacion celular
y con cambios regenerativos compensatorios, ademas, comienzan a
presentarse células del sistema inmune como polimorfonucleares dentro de las
faveolas y ldmina propia. Esta fase es acompafiada por hipoclorhidria, asi
como de una disminucion del &cido ascorbico en el jugo géstrico. Se ha visto
que esta fase esta mediada por la liberacion de lipopolisacaridos bacterianos
que penetran por el epitelio dafiado, induciendo la migracion de los
polimorfonucleares. Esto va acompafiado de otros productos bacterianos que
liberan diversos mediadores inflamatorios que incrementan la permeabilidad
vascular. (Dixon, 2001).

Esta fase es de vida corta y en una pequefia parte de la poblacion,
particularmente en los nifios, la bacteria puede ser controlada espontaneamente
y la morfologia del estdbmago retornar a su normalidad. Sin embargo, en la
mayor parte de las personas, la respuesta inmune del hospedero es incapaz de
eliminar la infeccién y en tres o cuatro semanas se manifiesta la acumulacion de
células inflamatorias, para dar origen a una gastritis cronica activa (Dixon,
2001).

15


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Estéma go Region del Fundus
Fundus : Capa de lamucosa
Carcdo — y et } Células de la mucosc
Cuempo ; __— Células parietales
[secrecion de acido)
; Ce]ulc:s principdles
i L (0D cévis

pbuodeno o - o enteroendocings
Pilore T €7
Antro (@

Region Antral

} Células dela | Favedlas

mucosa

Céllas Dy
células G

Fig. 6. Representacion esquematica de la estructura gastrica. El estbmago se divide en cinco
regiones: cardio, fundus, cuerpo, antro y piloro. El epitelio gastrico esta recubierto por una capa
protectora de moco secretado por células epiteliales especializadas. Las faveolas contienen
varios tipos de células, incluyendo las células secretoras de moco. La colonizacién por H. pylori
se limita en gran medida al antro, que carece de secrecién de &cido por las células parietales
(Tomado de Testerman et al., 2001).

Gastritis cronica.

Se caracteriza por el incremento de células linfoides y plasmaticas en la
mucosa como respuesta a la gran produccién de citocinas. La proliferacién de
células B y su subsiguiente diferenciacion en células plasméticas, producen la
sintesis de IgM y anticuerpos que amplifican la reaccion inflamatoria. La
consistente presencia de H. pylori, hace que aparezca una segunda linea de
defensa de las células B, las cuales se presentan en forma de foliculos linfoides
con la produccion de células plasmaticas y la sintesis de IgA. Cuando llega a
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este nivel la respuesta inmune es insuficiente para erradicar a la bacteria en la
mayoria de los casos y si la aparicion de los foliculos linfoides continua, ya se
habla de una gastritis cronica activa. La adquisicion de tejido linfoide
organizado en la mucosa gastrica constituye lo que se denomina MALT (del
inglés mucosa-associated lymphoid tissue) (Dixon, 2001). La infeccion cronica
afecta la liberacion de gastrina y en consecuencia, la secreciobn de acido
clorhidrico (Gur et al.,, 1999). El mecanismo que conduce a una exagerada
secrecion de gastrina en la infeccién crénica por H. pylori no es muy claro; una
posibilidad es que la generacion de amonio por la ureasa de H. pylori crea un
ambiente alcalino en la vecindad de las células G, que pueden estimular la
liberacion de gastrina (Mckoll, 1992). Aproximadamente el 90% de las personas

con gastritis crénica activa estan infectadas con H. pylori (Nagorni, 2000).

Gastritis cronica atréfica.

Consiste en la alteracion de la estructura y pérdida del tejido glandular,
esto provoca que se deje de producir moco y sustancias elementales para
mantener la funcionalidad de la mucosa y se empiezan a formar Ulceras (Logan
y Walker, 2001). Las personas infectadas que no han presentado sintomas
asociados en la mayoria de los casos, la consecuencia final es una inflamacion
cronica asintomatica que eventualmente progresa a gastritis cronica atrofica. La
gastritis cronica atréfica asociada con la infeccion por H. pylori cominmente es
un proceso multifocal que involucra el antro y el cuerpo gastricos. La gastritis
cronica atrofica es una lesién premaligna, en donde la mucosa sufre
alteraciones progresivas ligadas a un estado inflamatorio cronico, hay
adelgazamiento de la mucosa (Correa, 1992; Correa et al., 1994) y pérdida de
células glandulares géastricas (Fig. 6) (Correa, 1992; Correa et al., 1994; Dixon,
M. 2001), después de la pérdida de las glandulas (se deja de secretar moco y
sustancias elementales importantes en la funcion de la mucosa) puede
presentarse erosion o ulceracion de la mucosa (Dixon, 2001). La atrofia de la
mucosa gastrica es el ultimo paso del proceso crénico (Correa, 1992; Correa et
al., 1994), es una lesion que se encuentra presente en el 90% de los canceres

géstricos (Kato et al., 1992).

17


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Ulceras.

Las Ulceras consisten en una rotura de la mucosa (Fig. 7) que protege al
estdmago de la accion del &cido y de las enzimas, sobrepasando la submucosa
0 muscularis mucosae y pueden presentarse en la curvatura menor del
estdmago o en el duodeno. La infeccion por H. pylori es la causa mas comudn de
las Ulcera gastrica y duodenal. El riesgo de desarrollar Ulceras entre las
personas infectadas con H. pylori es del 10-15% (Logan y Walker, 2001),
normalmente la bacteria no coloniza el duodeno, pero en los pacientes con
hiperclorhidria, el &cido llega al duodeno y las células intestinales son
reemplazadas por células gastricas que permiten la colonizacién por H. pylori
(Cover y Blaser, 1996; Godoy et al., 2003). H. pylori es la responsable del 85%
de las Ulceras gastricas y del 95% de las duodenales (Dixon, 1994; Kuipers et
al., 1995; Ferlay et al., 2004).

>

Fig. 7. (A) Glandulas gastricas colonizadas abundantemente con H. pylori, mostrado como
bacilos curvo negros alineados cerca de la superficie de la mucosa, (B) imagen endoscopica de
una Ulcera gastrica, con una base blanca. (Tomado de Kusters et al., 2006)
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Metaplasia intestinal.

Se ha encontrado que en un estado de infeccion muy avanzado, H.
pylori juega un papel importante en el desarrollo de metaplasia intestinal que
consiste en el cambio de células propias del estomago (epitelio cubico simple)
por células presentes en el intestino (epitelio cilindrico simple con células
calciformes y microvellosidades). Este tipo de metaplasia es muy comun en la
gastritis cronica y esta relacionada con la edad del huésped, la cual se
presenta principalmente en el antro aunque también se ha visto en el cuerpo y
esti asociada con Ulceras géstricas y duodenales. Se plantea la posibilidad de
qgue la metaplasia intestinal sea otro mecanismo de defensa del hospedero, ya
que la bacteria no se puede adherir al epitelio intestinal pues no cuenta con los
receptores que la bacteria necesita para tal propdésito. La metaplasia intestinal
se considera como un factor de riesgo para la progresion a céancer gastrico
(Dixon, 2001).

Displasia epitelial géastrica.

Es una lesion precancerosa, evoluciona generalmente de una gastritis
cronica atréfica y suele acompafiarse de metaplasia intestinal. Frecuentemente
se encuentran areas de displasia alrededor de los adenocarcinomas gastricos
(Rugge et al., 1995), siendo la Unica lesion histopatolégica que se asocia
especificamente con el cancer géstrico. Los cambios displasicos se definen por
la presencia de atipias celulares (modificaciones nucleares con pleomorfismo,
hipercromatismo, aumento de la relaciébn nucleo/citoplasma, pérdida de
polaridad), anomalias de diferenciacién (disminucion total o parcial de la
secrecion de mucosa y aumento del nimero de células indiferenciadas) y
desorganizacion de la morfologia de criptas y glandulas. Por lo general, se
clasifica en ligera, moderada y severa. La primera tiende a permanecer estable,
mientras que las otras dos frecuentemente estan relacionadas con el desarrollo
de adenocarcinoma géstrico. Aproximadamente 1-3% de pacientes con
displasia epitelial desarrollan cancer géastrico en un tiempo de 5 a 15 afios
(Rugge et al., 1994).
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Céancer gastrico.

El cancer géstrico es uno de los principales males que afectan a la
poblacion a nivel mundial, de ahi que la asociacioén entre cancer géstrico y H.
pylori trajera gran interés cuando la OMS, defini6 a esta bacteria como un
carcindgeno del grupo 1, es decir; que hay pruebas suficientes que confirman
que directamente puede causar cancer a los humanos (IARC, 1994). Los
posibles mecanismos por los que se asocia a H. pylori con este padecimiento
son dos: el primero corresponde a un efecto carcinogénico de la bacteria y el
segundo por el establecimiento de un ambiente carcin6geno producto de una
infeccién prolongada por H. pylori, ya que la bacteria puede causar inflamacion
de la mucosa gastrica, la infeccién cronica causa atrofia, que a su vez, puede
generar metaplasia intestinal y estos cambios son considerados precursores
del cancer géstrico (Asaka et al., 1997).

El cancer gastrico solo se presenta en una minoria de la gente infectada
con H. pylori (1%), ya que la mayoria permanece asintomatica a lo largo de su
vida (Blaser, 1992; Creanen et al., 1992; Valle et al., 1996) y se ha visto que se
presenta mas en paises desarrollados que en los no desarrollados (Gill y
Desai, 1993; Glupczynski et al., 1992). Una explicaciéon para este fendmeno se
basa en las diferencias de toxicidad entre las cepas.

Otro hecho importante en la génesis del cancer géstrico es la
disminucién de vitamina C en el jugo gastrico provocado por la bacteria. Esta
vitamina tiene propiedades antioxidantes, en consecuencia, su disminucion en
el jugo géstrico favorece el desarrollo de tumores (Gil et al., 1990; Besasso,
1996). Existe una fuerte asociacion entre H. pylori y el aumento del
pepsindgeno Il y de hipergastrinemia en pacientes infectados con la bacteria,
por lo que la determinacién de niveles altos de pepsindgeno Il y de gastrina
sérica en pacientes seria un indicativo de riesgo de neoplasia gastrica
(Parsonnet et al., 1993; Kato et al., 1994).

20


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Linfoma géstrico tipo MALT.

Es un tipo de linfoma que se localiza preferentemente en el antro del
estdmago, dado que es la zona donde existe mas tejido linfoide. En el curso de
la gastritis cronica pueden aparecer foliculos linfoides y agregados linfaticos en
la base de la mucosa gastrica, lo que constituye el llamado tejido MALT. Este
es el substrato anatémico necesario para que se desarrolle un linfoma MALT.
La presencia de tejido MALT en el estdbmago, parece estar relacionada con
fendmenos inmunoldgicos. La proliferacion tumoral de los linfocitos B es
secundaria a una activacién especifica de linfocitos T reactivos. Estos linfocitos
T son activados especificamente por H. pylori y las citocinas del hospedero (Du
et al., 1996).

La infeccion con H. pylori progresa con dos patrones topogréaficos que

conlleva a diferentes resultados clinicos (Fig. 8).
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Fig.8. Patologias asociadas a H. pylori (Consultado y modificado de Egan et al., 2007).
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[1l.2. Diagnostico de la infeccion por H. pylori.

El diagnéstico de la infeccion puede realizarse de manera invasiva y no
invasiva (Tabla 2). Las técnicas invasivas son cuando se utiliza una muestra
obtenida por endoscopia y se detecta la presencia de la bacteria por cultivo
bacterioldgico, tinciones histoldgicas, técnicas moleculares, etc (Cohen y Laine.
1997), mientras que las no invasivas utilizan alguna propiedad de la bacteria,
como la reaccion de la enzima ureasa en la prueba del aliento con urea-*C o
urea-*C o los antigenos de superficie (Atherton, 1997).

Inicialmente, en pacientes menores de 50 afios con enfermedades
dispépticas no complicadas, deben realizarse pruebas serolégicas para
detectar la presencia de anticuerpos anti-H. pylori en suero o sangre total. En
caso de que los resultados de IgG resultaran negativos y persista la
sintomatologia, se recomienda realizar la prueba del aliento o la prueba del
antigeno fecal (Versalovic, 2003). También debe considerarse el uso de
pruebas en suero de IgA (Graham et al., 1996), si existen sefiales de alarma
como sangrado gastrointestinal o pérdida de peso, es recomendable realizar
una endoscopia, obteniendo una biopsia de la mucosa gastrica (Versalovic,
2003).

Tabla 2. Métodos de deteccion de H. pylori

TECNICAS INVASIVAS TECNICAS NO INVASIVAS

Pruebas bioquimicas Prueba del Aliento

- 7

Reaccion en Cadena de la Polimerasa » 5
Deteccion de Antigenos en Heces

(PCR)

Pruebas Histologicas
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I11.2.1. Tratamientos.

A nivel mundial se utiliza principalmente la denominada terapia triple
para erradicar a la bacteria, la cual consiste en la combinacién de dos
antibiéticos a eleccion (amoxicilina, claritromicina, tetraciclina, metronidazol) y
un inhibidor de la secrecién de é&cido (inhibidores de la bomba de protones,
IBP; o bloqueadores de los receptores de histamina, H2) de 7 a 14 dias
(Dehesa et al, 1998; Goodwin, 1997) (Tabla 3). Este tratamiento se reporta que
no es efectivo en alrededor del 10 al 20% de los casos debido a la aparicion de
cepas resistentes, por lo que en estos casos se procede a utilizar la terapia
cuadruple, en la que se maneja ademas bismuto (Tabla 3) y la combinacion de
otros antibioticos diferentes a los previamente utilizados (Di Mario et al., 2006;
Ford et al., 2006; Guerrits et al., 2006; Parente et al., 2003; Suzuki et al., 2010).
La eleccion de los antibiéticos a usar inicialmente en la terapia triple viene
determinada por la prevalencia local en las resistencias microbianas, las cuales
no solo varian entre paises, sino también entre las distintas zonas geograficas
de un mismo pais. Si esta segunda terapia de erradicacion falla la
recomendacion es realizar un cultivo y antibiograma a fin de pautar un tercero e
incluso cuarto tratamiento de rescate para lograr tasas de erradicacion
proximas al 100% (Di Mario et al., 2006; Suzuki et al., 2010).

Para México el Consenso Mexicano sobre H. pylori (CMHP) indica la
erradicacion de la bacteria Gnicamente en los casos en el que se presente:

e Ulcera péptica activa 0 no, con o sin complicaciones.

e Gastritis atréfica y Metaplasia intestinal.

¢ Linfoma géstrico tipo B en la zona marginal (tipo MALT).

e Después de una reseccion géastrica parcial por cancer

e Familiares cercanos a personas que han tenido cancer gastrico y tienen

H. pylori.
e Personas con uso crénico de IBP’s 6 AINE's.
e Pacientes con purpura trombocitopénica idiopatica y anemia de hierro de

causa no explicada. (Abdo-Francis et al., 2007).
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Tabla 3. Medicamentos empleados en las terapias de erradicacién de H. pylori.

e Amoxicilina
Anilelgiieos Claritromicina
Metronidazol
Tetraciclina
Cimetidina
Antagonistas de los receptores de la Ranitidina
histamina Famotidina
Nizatidina
o Omeprazol
Inhibidores de la bomba de protones Lanzopprazol
(IBP)
Pantoprazol
Subsalicilato de bismuto

[11.2.2. Mecanismo de accion de los principales antibiéticos empleados en

la terapia contra H. pylori y resistencia.

En paises industrializados los tratamientos actuales tienen una eficacia
que va del 85 al 90% de éxito en la erradicacion de cepas de H. pylori. Pero,
como ya se comento, existen casos en los que la terapia falla debido a algunos
factores como pueden ser, la existencia de cepas resistentes debido al mal uso
de antibiéticos, lo cual esta contribuyendo al incremento en la velocidad de
aparicién y seleccion de cepas (Kim et al., 2003).

Claritromicina (macrdlido). Es uno de los antibiéticos mas empleados
en la terapia de erradicacion de H. pylori. Actda inhibiendo la sintesis de
proteinas, al unirse directamente a la subunidad mayor del ribosoma ARNr 23s
(Occhialini et al., 1997). Actualmente se reporta un incremento en la resistencia
en un 10% y en algunas regiones ha alcanzado hasta el 50% (Guerrits et al.,
2006). Se plantea que la resistencia es debida a mutaciones puntuales en el
gen ARNr 23S, en la region de la actividad peptidil-transferasa en el dominio V
(Vandoorn et al., 1999; Versalovic et al.,, 1996). Esta mutacion estaria
provocando una disminucion en la capacidad de unién del antibiético al

ribosoma (Occhialini et al., 1997).

Metronidazol (nitromidazol). EI metronidazol es una pro-droga que

necesita ser activada intracelularmente para ser efectiva, es muy estable a pH
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bajo (Walsh y Peterson, 1995). El metronidazol se activa reduciendo su grupo
nitro al llegar a la célula blanco, dando como resultado la generacién de un
radical libre, el cual oxida al ADN bacteriano provocando la ruptura de la doble
hélice (Sisson et al., 2001). Se han encontrado varias enzimas en H. pylori
involucradas en la activaciéon del metronidazol como la piruvato-flavodoxina
oxidoreductasa y la nitroreductasa insensible a oxigeno (Goodwin et al., 1998).
La resistencia al antibiotico varia entre 10 y 50% pero en algunas regiones
puede alcanzar hasta un 95% (Chiba et al., 1992; Gerrits et al., 2006; Graham,
1993). En México se ha reportado que la resistencia a metronidazol alcanzé
valores del 80% en 1997 (Torres et al.,, 2001). Mutaciones en el gen rdrA que
codifica para la nitroreductasa, producen proteinas inactivas y conducen por
tanto a la resistencia, sin embargo, se piensa que este no es el Unico
mecanismo involucrado, ya que existen cepas resistentes al metronidazol que
no presentan mutaciones de este gen (Debets-Ossenkopp et al., 1999; Jeong
et al., 2000).

Amoxicilina (penicilina). La amoxicilina es un derivado semisintético de
la penicilina, es el Unico antibidtico B-lactamico empleado para tratar la
infeccién por H. pylori (Megraud, 1998). Se une a las proteinas de pegado a
penicilinas (PBP) y de esta manera interfiere con la sintesis de pared celular
produciendo lisis en las bacterias que se estan replicando (Campo et al., 2007,
Gerrits et al., 2006). Es al antibiético al que menor resistencia se ha encontrado
que va del 0 al 1.3%, aunque Gerrits y col.(2006) reportan que puede llegar
hasta el 30%. Algunos mecanismos propuestos para la resistencia a f-
lactdmicos son mutaciones en las PBP, decremento en la permeabilidad de la
droga a través de la pared celular y alteraciones en las bombas y porinas
(Gerrits et al., 2006). Las PBP son un grupo de enzimas involucradas en la
sintesis de peptidoglicano de la pared celular y para el caso de H. pylori se ha
demostrado que algunos cambios en PBP1 genera resistencia a amoxicilina
(Okamoto et al., 2002).

Tetraciclina. La actividad de este antibiético es debida a su unién a la
subunidad 30s ribosomal, bloqueando la fijacion del aminoacil ARNt al sitio del

complejo ARN mensajero-ribosoma (Triber y Taylor, 2002). La resistencia a
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este antibidtico se puede considerar baja y es menos del 2%, aunque la tasa

mas elevada reportada es de 5% (Kwon et al.,, 2000). EI mecanismo de

resistencia aun no se determina, pero se ha visto que mutaciones en el ARNr

16S, impiden la unién del antibiotico al ribosoma (Triber y Taylor, 2002).

A continuacion se muestran las estructuras quimicas de los principales

antibiotico empleados en las terapias de erradicacion contra H. pylori (Fig. 9).

CHy CHy OH
OCH3
A CHa
CHg
B
CHy
HO A
o HyC e __~CHsz
HooH HO.  .CHg N
! ! FH H =
MH J | S CHs ? ? OH
Ny N CHy

Fig. 9. Antibidticos mas utilizados para la erradicacion de H. pylori: (A) metronidazol;

(B) claritromicina; (C) amoxicilina; (D) tetraciclina.
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[11.2.3. Uso de las plantas medicinales.

México cuenta con una gran diversidad y tradicion ancestral en el uso de
plantas medicinales y se estima que en la actualidad cerca de 4000 especies
(15% de la flora total) son empleadas con esta finalidad (Linares et al., 1999).
Sin embargo, se calcula que en México, y en todo el mundo, la validacién
quimica, farmacoldgica y biomédica so6lo se ha llevado en 5% de estas
especies (Huerta, 1997).

Junto a la gran variedad de condiciones ambientales que existen en
nuestro territorio, en las plantas se encuentra también una amplia gama de
sustancias quimicas. Los principios activos se deben precisamente a los
compuestos quimicos de algunas plantas que las hacen utiles como
medicamento y pueden encontrarse en todo el individuo o s6lo en algunas de
sus estructuras. Su concentracion y calidad dependen de diversos factores
como la edad del organismo, el clima, la época del afio, el tipo de suelo y la
humedad, entre otros. Para que una planta conserve sus propiedades
medicinales se deben respetar ciertas reglas de recoleccién, desecacion,
almacenamiento y finalmente de presentacion (Ocegueda et al., 2005).

Las plantas producen diversos compuestos (metabolitos secundarios)
que, en su mayoria no participan en el desarrollo y crecimiento de la planta, sin
embargo, le proporcionan virtudes culinarias, medicinales o venenosas
(Croteau et al., 2002; Trease y Evans, 1987). La actividad biologica de estos
metabolitos secundarios (antimicrobiana y antifingica), muchas veces coincide
con la actividad farmacoldgica en los seres humanos (Croteau et al., 2002;
Wink, 1999; Harbone y Tomas-Barberan, 1991; Harbone y Dey, 1989). Por este
motivo los estudios fitoquimicos son una parte esencial en las investigaciones
encaminadas a encontrar nuevos compuestos Yy estructuras quimicas
bioactivas (Harbone, 1973).

H. pylori y plantas medicinales.

La resistencia de H. pylori a los antibidticos, ha sido un problema
creciente los Ultimos afos, lo cual hace necesario que se investiguen o

propongan terapias alternativas y la busqueda de nuevos compuestos o
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metabolitos que tengan actividad anti H. pylori y tratar aquellos padecimientos

relacionados a la bacteria.

Varios estudios in-vitro han demostrado el efecto de extractos de plantas
sobre H. pylori (Cowan, 1999). Hasta 2006, a nivel mundial, se habian descrito
328 plantas, tanto de uso medicinal como comestible, a las que se les habia
analizado su potencial anti-H. pylori (de las que se han empleado diferentes
partes como: raiz, hojas, corteza, flores y frutos). Al 48% de ellas se les
identificé alguna actividad anti-H. pylori (Castillo-Judrez y Romero, 2007), sin
embargo, en México este enfoque habia estado poco desarrollado.

Los efectos o mecanismos de accion propuestos de las plantas sobre H.
pylori y sus patologias son (Castillo y Romero, 2007):

a) Preventivo: en este caso se incluirdn a las plantas que se consumen
en la dieta, como algunos frutos o especias y su funcién seria evitar la
infeccion.

b) Atenuante: probablemente este sea el principal mecanismo de accién
de las plantas usadas tradicionalmente y que actdan sobre H. pylori
directamente, disminuyendo el numero de bacterias o retrasando su
crecimiento (extractos y mezclas herbales).

c) Protector: algunos extractos y compuestos son capaces de atenuar el
dafio causado por la infeccién, al disminuir la inflamaciéon o el dafio a la
mucosa. Se ha reportado que disminuyen el infiltrado de polimorfonucleares,
atentan la expresion o secrecion de IL-8; reducen el dafio al ADN, favorecen la
proliferacion epitelial y reducen la apoptosis.

d) Eliminador: es el principal mecanismo que se ha buscado. Se han
encontrado diversos agentes derivados de plantas que presentan esta actividad
en estudios in vitro, pero hasta la fecha, ninguno de ellos ha demostrado que
elimine completamente a la bacteria in vivo. No obstante, los compuestos puros
tienen un gran potencial para ser incluidos en la terapia en combinacién con
otros agentes derivados de las plantas o antibiéticos comerciales (Kawase y
Motohashi, 2004).

Uno de los trabajos més completos acerca del potencial de las plantas
medicinales mexicanas es el realizado por nuestro grupo de trabajo (Castillo-

Juérez et al, 2009). En este trabajo se estudié la actividad anti H. pylori de
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extractos acuosos y metandlicos de alrededor de 50 plantas utilizadas
tradicionalmente contra enfermedades gastrointestinales, los resultados
indicaron que el 77% de ellas tienen actividad de moderada a fuerte, en al
menos uno de los extractos ensayados. Una de las plantas, cuyo extracto
acuoso mostré buena actividad en este trabajo fue la corteza de Cyrtocarpa

procera, por lo que seria importante realizar un estudio més profundo de ella.

I11.2.4. Cyrtocarpa procera

111.2.5. Taxonomia

Al éarbol de Cyrtocarpa procera se le sitia dentro de la familia
Anacardiaceae. Esta familia comprende unas 600 especies (arboles y arbustos
principalmente) que viven en climas templados y subtropicales.

De acuerdo a la base de datos del Herbario del Jardin Botanico de
Missouri (Missouri Botanical Garden http://www.tropicos.org/Name/50145943),

C. procera esté clasificada de la siguiente manera:

Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Cyrtocarpa
Epiteto: especifico procera

Nombre cientifico: Cyrtocarpa procera Kunth

[11.2.6. Nombres comunes y/o sinonimia popular

C. procera presenta varios nombres comunes dependiendo de la region
en donde se encuentre: “chupandilla” en Puebla, “coco de cerro” (Alto Balsas),
“baricoca”, “copalcojote” o “copalcocote” en Guerrero, “machocote” o “palo de

chupandia” en Oaxaca. En el Estado de México se conoce como “chucum-
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pum”, en Michoacdn como “chucumpuz” o “chupandia’ y en Nayarit como
“chocote” o “puei” (lengua cora) (Avila-Ramirez et al., 2007;
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx, consultado el 04 de junio del
2012).

[11.2.7. Descripcion

Arbol de 6 m de alto, su tronco robusto con corteza es color grisaceo
(Fig.10). Sus hojas parecen plumas que miden de 4-7 cm de largo, con
abundante pelo (pubescencia) en ambas caras, parecen de terciopelo. Flores
blancas de 3 mm de largo. Su fruto es de color amarillo, mide 1.5 cm de largo y
tiene semilla. Su fruto es comestible, aunque tiene un sabor agarroso (INI,
1994).

Fig. 10. Cyrtocarpa procera (Chupandilla): a) Arbol descortezado e inicio de la floracion en el
mes de abril; b) hojas y flores; c) corteza, (Fotografias obtenidas de la colecta realizada en
Higuerdn, Morelos).

[11.2.8. Distribucioén
C. procera es una planta originaria de México, habita en climas calido,
semicalido, semiseco y templado, entre los 600 y los 1100 msnm. Planta
silvestre, asociada a bosques tropicales caducifolio y subcaducifolio, bosque
espinoso, bosque mesoéfilo de montafia, bosques de encino y de pino
(http://mwww.medicinatradicionalmexicana.unam.mx, consultado el 04 de junio
del 2012). C. procera se distribuye ampliamente en los estados de
Aguascalientes, Baja California Sur, Colima, Durango, Estado de México,
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Durango, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla,
Querétaro y Tabasco (Fig.11).
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Fig. 11. Distribucion de C. procera en la Republica Mexicana. Los simbolos verdes

corresponden a los sitios de registro de la especie
(http://www.tropicos.org/LocationSubordinate.aspx?locationid=369, consultado el 04 de junio
del 2012).

111.2.9. Uso etnomédico

La corteza de C. procera es utilizada en algunos estados de la Republica
Mexicana con fines terapéuticos y son los siguientes:
Estado de México: trastornos del aparato digestivo como diarrea y disenteria.
Nayarit: dolor de cintura, cicatrizacion de heridas.
Michoacan: dolor de muelas y tos.
(http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx).
Morelos: diarrea, disenteria, enfermedades de la piel y dolor de muelas

(Rodriguez-L6pez et al., 2011).
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Puebla: dolor de rifién (Canales et al., 2005).

Por otro lado, la gente la consume de forma involuntaria, ya que es
utiizada para adulterar la corteza del “Cuachalalate o cuachalala”
(Amphipterygium adstringens), una especie medicinal ampliamente utilizada
para tratar trastornos del aparato digestivo como la gastritis y las Ulceras
(Rosas-Acevedo et al., 2011).

La corteza de la planta es la parte que mas se utiliza y la forma en la que
la gente la emplea varia, ya que en algunos lugares se cuece un pufiito de la
corteza en 1 litro de agua y se toma como agua de uso; durante cuatro dias o
el tiempo necesario (diarrea y soltura) (Argueta et al., 1994). En San Rafael
Coxcatlan, Puebla se utiliza en forma de té combinada con biznaga y el
cuachalala para padecimientos renales (Canales et al., 2005). En el estado de
Nayarit se emplea junto con la corteza del cuachalalate para lavar heridas y
llagas y lograr una cicatrizacibn mas répida; preparada en forma de decoccion
(http://mwww.medicinatradicionalmexicana.unam.mx, consultado el 04 de junio
del 2012).
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I11.3. Estudios fitoquimicos

Estudios fitoquimicos que se le han realizado a la corteza de C. procera
reportan haber aislado una serie de compuestos (Fig.12) como la $-amirina, -
sitosterol y una mezcla de acidos grasos, entre otros (Rosas-Acevedo et al.,

2011; Rodriguez-Lépez et al., 2006).

Fig. 12. Estructura quimica de compuestos aislados de C. procera: a) B-sitosterol; b) -
amirina; c) 1,3-propil-dipentadecanoato; d) 2, 6,10-trimetil-tetradecano; e) 3-hidroxipropil-9-
octadecenoato; f) mezcla de eicosilbenzeno; g) pentadecilbenzeno; h) heptacosano; i)

docosano; j) dotriacontano. (Consultado de Rodriguez-LOpez et al., 2006).
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IV. Planteamiento del problemay objetivos

IV.1.1 Justificacién

H. pylori es la bacteria principal responsable de la gastritis cronica activa,
del 85-90% de las Ulceras duodenales y del 75 al 85% de las gastricas y esta
ligada al cancer géstrico.

Se calcula que la mitad de la poblacibn mundial esta infectada con H.
pylori y generalmente se contrae durante la infancia. Las personas que viven
en paises en desarrollo, en condiciones de hacinamiento o insalubridad tienen
la mayor probabilidad de infectarse con la bacteria. Por otra parte, es
interesante que muchas personas tienen este organismo en el estbmago pero
no desarrollan ninguna de las patologias asociadas (Mobley, 2001). En México
la infeccibn también se ha visto que se adquiere a edades tempranas,
alcanzando un 80% en adultos jovenes entre 18 y 20 afios de edad, con una
tasa de incremento del 5% anual durante los primeros 10 afios de vida (Torres
et al., 1998).

En la actualidad, el régimen de tratamiento recomendado para la
poblacion mundial para combatir la infeccion por H. pylori es el uso de una
terapia triple, la cual consiste en el uso de antibidticos en combinacién con
inhibidores de la secrecion de &cido en el estbmago (Malfertheiner et al., 2007).
Aunque esta terapia es efectiva en un 80% de los casos, existen varios
problemas respecto a ellas. En primer lugar, son tratamientos complejos que
conllevan efectos secundarios perjudiciales, lo que hace que los pacientes no
los terminen, permitiendo la aparicibn de resistencia a los antibibticos
comerciales. Por otra parte, se presenta reincidencia de la enfermedad en
pacientes que han tenido un tratamiento previo y siguen viviendo bajo las
mismas condiciones en las que se infectaron. Y por ultimo, el elevado costo del
tratamiento conduce a que no todos los pacientes diagnosticados puedan
cumplir con el tratamiento prescrito por el médico.

Tomando en cuenta estos problemas, surge la necesidad de buscar
nuevos antibioticos y/o terapias para el tratamiento de las enfermedades

producidas por H. pylori. Por tal motivo el objetivo de este trabajo fue:
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IV.1.2. Objetivo General

Evaluar las actividades anti-H. pylori in vitro, gastroprotectora y

antiinflamatoria in vivo del extracto acuoso de Cyrtocarpa procera con el

propoésito de encontrar terapias y principios activos alternos que puedan ser

utilizados en el tratamiento de los diversos padecimientos producidos por H.

pylori.

IV.1.3.

Objetivos particulares

Preparar el extracto acuoso de C. procera por infusion.

Evaluar la actividad anti-H. pylori del extracto acuoso y de fracciones
primarias obtenidas mediante particiones liquido-liquido con distintos

disolventes.

Evaluar la toxicidad aguda del extracto acuoso integro utilizando el

protocolo de Lorke en ratones.

Evaluar la actividad gastroprotectora del extracto acuoso integro

mediante el modelo de Ulcera inducida por etanol absoluto en ratén.

Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto acuoso integro
empleando el modelo de edema agudo inducido por acetato de

tetradecanoil-forbol (TPA) en oreja de raton.
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V. Materiales y Métodos

V.1.1 Material vegetal.

La corteza de Cyrtocarpa procera fue colectada en el Municipio de
Higuerén en el Estado de Morelos. La identificacién corri6 a cargo de la
Maestra Rosa Maria Fonseca Juarez de la Facultad de Ciencias, UNAM. Una
muestra estd depositada en el Herbario de la Facultad de Ciencias con nimero
de registro FCME 125630.

V.1.2 Preparacion y fraccionamiento primario del extracto acuoso

La infusién se preparé de la siguiente manera: 10 g de la planta molida
se extrajeron con 250 mL de agua caliente, se agitaron y dejaron reposar por
30 min. Posteriormente, se retird el material vegetal por filtracion y se liofilizo.
El extracto asi obtenido se denomina CPA (extracto acuoso integro de C.
procera). Este procedimiento se realizd hasta extraer 500 g de corteza.

El fraccionamiento primario se realiz6 mediante particiones sucesivas
liquido-liquido con disolventes organicos de polaridad creciente para obtener
las distintas fracciones: diclorometano (CPAO), acetato de etilo (CPAl), n-
butanol (CPA2), acuoso residual (CPA3). Se elimind el disolvente con un
rotaevaporador a presion reducida y se dejaron secar las fracciones. De cada
una de las estas se determin6 el rendimiento y se evalué su efecto sobre el
crecimiento de H. pylori.

Debido a que algunas de las fracciones primarias presentaron una
buena actividad, se decidi6 realizar un fraccionamiento secundario para tratar
de ir reduciendo la complejidad metabdlica de ellas, para lo cual se utilizd
cromatografia en columna abierta (CCA) empacada con Sephadex LH-20 (45 x
5 cm). Se utiliz6 cromatografia en capa fina (CCF) en placas de aluminio
recubiertas de gel de silice (silica gel 60 Fzs4, Merck) para llevar a cabo el
monitoreo del fraccionamiento secundario y se usaron diferentes sistemas de
elucion y sulfato cérico como agente cromégeno revelador. La deteccion de
compuestos se hizo con luz ultravioleta (UV) a 254 y 365 nm. Una vez que se

obtuvieron las fracciones secundarias se evalud su actividad contra bacteria
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con el fin de profundizar en el estudio de estas fracciones para en un futuro

continua con la separacion de los compuestos con actividad antibacteriana.

V.1.3 Material microbiologico.

Se utilizé la cepa de coleccion de Helicobacter pylori ATCC 43504.

V.1.4 Medios de cultivo y pruebas de identificacion para H. pylori

V.1.5 Placas para cultivo de agar sangre: Consiste en agar Casman (BBL)
42 g/L en agua destilada, suplementado con 5% de sangre de carnero
desfibrinada (Microlab), 10 pg/mL de vancomicina, 5 pg/mL de trimetoprima, 2
pg/mL de anfotericina B y 2.5 pg/mL de polimixina. EI medio base (agar
Casman) disuelto en agua destilada se esteriliza a 121°C por 20 min en
autoclave (Irayama H-M-I11). Después de la esterilizacién, tanto la sangre como
los antibidticos se deben de afiadir cuando el medio alcance una temperatura
alrededor de 45°C, para evitar que la sangre se aglutine, que los antibidticos
pierdan su actividad al someterlos a altas temperaturas y evitar que el agar se
solidifique (a temperaturas inferiores a 45°C). Se dejan las placas en una
incubadora a 37°C por 24 h para descartar contaminacion y para eliminar el
exceso de humedad. Posteriormente, las placas se inoculan con la bacteria H.

pylori 0 se guardan en envolturas de plastico a 4°C hasta su utilizacion.

V.1.6 Medio de cosecha: Este medio sirve para la cosecha de las placas en
donde se cultivo la bacteria y para su almacenamiento en el ultracongelador a -
70°C hasta su posterior uso. Se resuspende 28 g/L de caldo de Brucella
(DIFCO) en agua bidestilada, se le agrega glicerol al 10% (J.T. Baker) y se
esteriliza a 121°C durante 20 min, se deja enfriar y se agrega 10% de suero

fetal bovino estéril (Gibco BRL) y 10 pg/mL de vancomicina.

V.1.7 Medio de cultivo liquido Miuller-Hinton: Este medio se emplea para
realizar los ensayos de actividad anti-H. pylori del extracto acuoso y de las
fracciones de C. procera. Se resuspenden 21 g/L de Miller-Hinton Broth

(DIFCO) en agua destilada y B-ciclodextrina al 0.2%. Se esteriliza a 121°C por
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20 min, se deja enfriar y se agregan los antibiéticos a las siguientes
concentraciones: 10 pg/mL de vancomicina, 5 pg/mL de trimetoprina, 2 pg/mL

de anfotericina B y 2.5 pg/mL de polimixina.

V.1.8 Placas para cuenta viable y determinacion de unidades formadoras
de colonia (UFC): Se resuspenden 42 g/L de agar Casman en agua destilada
y B-ciclodextrina al 0.2%. Se esteriliza a 121°C por 20 min, se deja enfriar y se

agrega 2 pg/mL de anfotericina B y 10 pg/mL de vancomicina.

V.1.9 Condiciones de cultivo

H. pylori ATCC 43504, se sembré en placas de cultivo agar sangre
durante un dia a 37°C bajo condiciones microaerofilicas (10% CO3) en una
incubadora Nuaire TS autoflow, modelo 3500 (Fig. 13). El CO; que se inyecta
a la incubadora es de una pureza estandar (INFRA). Después de 24 h de
incubacion en las condiciones antes mencionadas, el cultivo se observa como
un tapete translicido, el cual es colectado en medio de cosecha y se guarda a -

70°C hasta su utilizacion.

Fig. 13. (a) Incubadora Nuaire empleada para el cultivo de H. pylori, a la derecha se muestra el

sistema de inyeccién de CO,; (b) vista interna de la incubadora, en la parte inferior se muestra
el sistema de agitacion para el cultivo de H. pylori en medio liquido y en la parte superior el
area para cultivo en placa; (c) placa para el cultivo liquido de H. pylori (d) crecimiento de H.
pylori en forma de tapete.
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V.2.1 Pruebas de identificacién para H. pylori

La cepa bacteriana de H. pylori fue identificada sistematicamente mediante
tincion de Gram, pruebas bioquimicas (oxidasa, catalasa y ureasa) y
moleculares (PCR), para verificar la pureza, enseguida se describen las
caracteristicas a tomar en cuenta para considerar como positiva cada una de

las pruebas:

» Actividad catalasa (Fig. 14): En un portaobjetos se ponen unas gotas de
peroxido de hidrogeno al 11% y se les adiciona con el asa de siembra
una pequeiia cantidad de cultivo. La prueba es positiva si hay
produccion de burbujas, debido a la descomposicién del perdxido de

hidrogeno en oxigeno y agua.

» Actividad oxidasa (Fig. 14): En un cuadro de una placa comercial Dry
Slide Oxidase (Difco) se pone un poco de cultivo de la placa. Si la
bacteria es oxidasa positiva, se observa una coloracion azul intenso en
unos cuantos segundos. Esta prueba se basa en la capacidad que tiene
el citocromo c de oxidar al aceptor de electrones artificial, tetrametil o
dimetil-p-fenilendiamina. La prueba es un procedimiento cualitativo para
determinar la presencia o ausencia de la citocromo c oxidasa en las
bacterias. Esta actividad depende de la presencia de la enzima
citocromo oxidasa intracelular que cataliza la reduccion del oxigeno
molecular por el citocromo c, ultimo paso del sistema de transporte de
electrones del organismo. Organismos que contiene citocromo ¢ como
parte de su cadena respiratoria son oxidasa positivos y llevan a cabo el

vire del aceptor de electrones artificial a un color azul intenso.

» Actividad ureasa (Fig. 14): Se requiere de la preparacion de una solucién
de urea 6 M a un pH de 7.0 y se le agrega 0.05% de rojo de fenol hasta
obtener un color amarillo. Esta prueba se basa en la caracteristica del
rojo de fenol de ser un indicador de pH acido-base que vira cuando hay

un cambio en el pH, la liberacién de amonio eleva el pH, ocasionando

39


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

gue el rojo de fenol pase de amarillo a rojo intenso. En un tubo se
agregan 300 pl de esta solucién y se afiade una asada de bacterias, la
prueba se considera positiva si hay un viraje de la solucién a un color

rojo que indica la alcalinizacion del medio y por ende actividad ureasa.

» Tincion de Gram: A partir de un cultivo se toma una asada de bacterias y
se extiende sobre un portaobjetos con una gota de agua o solucion
salina. Se realiza la tincion de Gram estandar. Si la bacteria se tifie de
color rojo por la Safranina, indica que la bacteria es Gram negativa. La
morfologia también se verifica, observando las formas tipicas de la
bacteria: forma de bacilos curvos en cultivos frescos y en cultivos viejos

se hace evidente la forma cocoide.

b Drysiide’

1
|
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2

Fig. 14. Pruebas bioquimicas para la tipificacion de H. pylori. a) prueba de la catalasa,
a la izquierda control negativo, prueba positiva (derecha); b) prueba de la oxidasa,
muestra positiva (recuadro superior derecha); c) prueba de la actividad ureasa, control

negativo (izquierda), muestra positiva (derecha).

» Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Como una prueba
contundente para verificar la identidad de la bacteria se realiza una
amplificacion por PCR del gen ure-A, (el cual codifica para una de las
subunidades de la enzima ureasa) de H. pylori utilizando ADN procedente
del cultivo bacteriano. Los desoxinucleétidos que se utilizan tienen la
secuencia exacta de segmentos del gen ure-A de la bacteria, por lo que la
amplificacion en condiciones astringentes indicara que el ADN amplificado
proviene de H. pylori. ElI fragmento que se amplifica tiene un peso
aproximado de 400 pb (Fig. 15).
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Fig. 15. Gel de agarosa en donde se analizan los productos de la Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) Carril 1 y 5: Marcadores de peso molecular A Hind Il y A Hind I1ll/EcoRI; los
carriles 2-4, corresponden a tres muestras de la amplificacion procedentes de cultivos de H.
pylori. La prueba fue positiva ya que, como se ve en el recuadro, esta presente el fragmento
de 400 pb.

V.2.2 Determinacién de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

El efecto del extracto acuoso y fracciones sobre el crecimiento de la
bacteria se determina a través del calculo de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI), es decir la concentracion mas baja que provoque el 100% de
inhibicién del crecimiento del cultivo bacteriano de acuerdo al siguiente
protocolo:

- Se prepara un cultivo de H. pylori en medio liquido Miiller-Hinton ajustado a
una Asp= 0.2 y se incuba en las condiciones microaerofilicas (10% COy que
previamente se indicaron, agitando el cultivo a 120 rpm, 37°C, por 5-6 h.

- Al mismo tiempo, se realizan diluciones de los extractos con DMSO para
obtener concentraciones finales de 250, 125, 62.5, 31.25 y 15.62 pg/mL, para
probar su actividad inhibitoria contra la bacteria.

- Cuando el cultivo tiene una Aep=0.3, es decir al comienzo de la fase
crecimiento exponencial (~-1O8 UFC/mL), se incuban 1.5 mL de este cultivo con
10 pL de cada concentracién de los extractos a probar por triplicado, o con 10

pL de DMSO como control.
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- Se registra la lectura de la Agoo inicial.
- Se incuba por 24 horas y se toma la lectura de Asgo final.
- Se realizan célculos del porcentaje de inhibicion y de crecimiento.
- NOTA: Se utilizaron amoxicilina y metronidazol como antibidticos de
referencia para validar los resultados.
La CMI se obtiene calculando primero el cambio de absorbancia (AAeoo)

de cada cultivo tanto en los controles como de los experimentales.

AAsoo= Ar-Ai
A= absorbancia del cultivo final
A= absorbancia del cultivo inicial
Posteriormente se obtiene el crecimiento bacteriano (%C), utilizando el
valor promedio de los controles (xAc) y de los experimentales (x Ae), mediante
la siguiente formula:
%crecimiento= (xAex 100)/ xAc

% de inhibicién= %crecimiento del cultivo bacteriano-100

Con el porcentaje de inhibicion (%l) se obtiene la CMI.

V.2.3 Animales de experimentacion. Se utilizaron ratones machos de la cepa
CD-1 en un intervalo de peso de 20-25 g para el estudio de toxicidad aguda asi
como para el ensayo antiinflamatorio y de 40-45 g para determinar el potencial
gastroprotector. Estos animales fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de
Medicina, UNAM. Los animales se mantuvieron en condiciones estandar
(temperatura 24°C, ciclos de 12 h luz/obscuridad, agua y alimento ad libitum) y
de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana Nom-062-ZO0-1999 que indica las
especificaciones técnicas para la reproduccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio. La eutanasia, se llevo a cabo en camara de CO,. Previo al ensayo,
los animales fueron privados de alimento por 12 horas para evaluar la toxicidad
aguda 0 24 horas para los ensayos de gastroproteccion pero con libre acceso
de agua. Todas las muestras (CPA y fracciones) se suspendieron en una
solucion salina de NaCl (0.9%). En todos los ensayos bioldgicos se utilizaron

controles positivo y negativo.
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El bioterio en el que se tuvieron a los animales cuenta con las medidas
sanitarias que asegura el control absoluto de los animales en experimentacion,
como son temperatura, ventilacion, limpieza, etc. Las jaulas en el
permanecieron los animales proporcionaron el espacio adecuado para permitir
los movimientos normales conforme a las necesidades biolégicas de la
especie. Se les provey6 de una alimentacion (alimento genérico para roedores)
y provision de agua adecuada durante todo el tiempo de experimentacion y el

material de cama fue el conveniente para la especie.

V.2.4 Determinacion de la Toxicidad Aguda del Extracto acuoso integro.

La toxicidad de tipo agudo del extracto integro se evalué determinando
la Dosis Letal Media (DLsg) utilizando la metodologia reportada por Lorke
(1983). De manera breve, el protocolo consta de dos fases: en la primera, 4
ratones con 12 h de ayuno y libre acceso a agua (ad libitum) fueron observados
durante los 30 min previos a la administracion oral de tres dosis distintas del
extracto a evaluar (10, 100 y 1000 mg/kg). En la segunda fase del estudio, las
dosis seleccionadas se eligen de acuerdo al nimero de animales muertos en
la primera fase (criterios de Lorke) y se sigue el mismo procedimiento de la
primera parte. En ambas fases y una vez administrado el extracto orgénico, el
comportamiento de los animales fue registrado durante las primeras ocho horas
y, posteriormente, a diario por un periodo 14 dias; para asi determinar algun
cambio en su patron conductual, efectos téxicos o la muerte. De manera
complementaria, tres animales mas fueron administrados con el vehiculo donde
se suspendieron los tratamientos de prueba (1 mL/kg) como control negativo

para cada fase. Al final de los experimentos, los animales fueron sacrificados.

V.2.5 Determinacion del efecto gastroprotector

Se evaluo la actividad gastroprotectora mediante el modelo de Ulcera
aguda inducida por etanol absoluto en ratén de acuerdo al método descrito por
Bucciarelli y cols. (2007), con algunas modificaciones. De manera general, se

distribuyen los ratones en grupos de 6 individuos cada uno. El extracto de
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prueba (0.1-300 mg/kg, p.o.), el farmaco de referencia carbenoxolona (50
mg/kg, p.o.) y el vehiculo (VEH) donde se disolvieron los tratamientos (7 mL/kg,
SSI 0.9%, p.o.) fueron administrados 60 min antes de la administracion de
etanol (7 mL/kg, p.o.). Noventa minutos después de la administracién del
agente necrosante, los animales de experimentacion fueron sacrificados.
Inmediatamente, se realizo la diseccion del estdmago; éste fue llenado con 5
mL de formaldehido al 2% y posteriormente se colocd en un recipiente que
contenia formaldehido a la misma concentracién por espacio de 15 min; todo
esto con el objetivo de lograr la fijacion tanto de la capa interna como de la
externa del érgano. A continuacién, el estbmago se disec6 a lo largo de su
curvatura mayor, se lavd con SSI para eliminar el contenido estomacal y de
colocé entre dos laminillas de vidrio para poder escanearse. Para calcular el
area de dafio en mm? se utilizé el software Imagel®. Para determinar el
porcentaje de gastroproteccion, en primer lugar se determind el indice de
Ulcera (IU) el cual se expresa como la sumatoria de area de todas las lesiones.
Se calculo el IU promedio de cada grupo. El porcentaje de inhibicién de ulcera

se determind mediante la siguiente formula:

% Inhibicion de Ulcera =

[(lUpromedio del grupo control'lUpromedio del grupo tratado)/lupromedio del grupo control] x 100

V.2.6 Estudios preliminares del mecanismo de accion del efecto

gastroprotector del extracto acuoso de C. procera

Para establecer el papel de las prostaglandinas enddgenas, el 6xido
nitrico y los grupos sulfhidrilos en la accién gastroprotectora del extracto
acuoso CPA de C. procera, se realizaron una serie de experimentos utilizando
el mismo modelo con algunas modificaciones (Bucciarelli y cols., 2007). De
manera general, se distribuyen los ratones en grupos de 6 individuos cada uno.
Los pretratamientos incluyeron indometacina (INDO) a una dosis de 30 mg/kg-
r, s.c; N-etilmaleimida (NEM) a una dosis de 1 mg/kg-r, s.c. y el éster metilico
de la L-nitroarginina (L-NAME) a una dosis de 10 mg/kg-r, i.p. INDO y NEM
fueron administrados 30 min antes del extracto (100 mg/kg-r, p.o.) y el farmaco

de referencia carbenoxolona (50 mg/kg-r, p.o.), mientras que L-NAME se
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administro solo 15 min antes que ellos. El vehiculo donde se suspendieron los
tratamientos (7 mL/kg-r) fueron administrados 60 min antes de la
administracion de etanol (7 mL/kg raton, p.o.). Noventa minutos después de la
administracion del agente necrosante, los animales de experimentacion fueron
sacrificados. Inmediatamente, se realiz6 la diseccion del estobmago y el

porcentaje de inhibicion de Ulcera se calcul6 como se describi6é anteriormente.

V.2.7 Lesiones géstricas inducidas con etanol absoluto en ratones

pretratados con indometacina.

Para determinar el papel que juegan las prostaglandinas en la actividad
gastroprotectora del extracto integro CPA, se administré por via subcutanea
con INDO (30 mg/kg) disuelta en una solucién de NaCl al 0.9% conteniendo 5%
de NaHCOs. Transcurridos 30 min se les administré CPA (100 mg/kg, p.o.) y 60
min después etanol absoluto (7 mL/kg, p.o.). De ahi en adelante se continud
con el método descrito anteriormente. A un grupo control se le administré el

vehiculo (salina al 0.9%) més etanol y a un segundo grupo INDO mas etanol.

V.2.8 Lesiones gastricas inducidas con etanol absoluto en ratones

pretratados con L-NAME

Para investigar la participacion del Oxido nitrico (NO) en el efecto
gastroprotector de CPA, los animales fueron pretratados con L-NAME (10
mg/kg, i.p.), 15 min antes de la administraciéon de CPA, 60 min después se les
administré etanol a cada grupo de animales. En esta prueba se incluyeron dos

grupos de controles uno tratado con etanol y otro con L-NAME mas etanol.

V.2.9 Lesiones gastricas inducidas con etanol absoluto en ratones

pretratados con NEM
Para determinar el papel de los grupos sulfhidrilos en la actividad

gastroprotectora de CPA, se administré a los animales NEM (1 mg/kg, s.c.), 30

min después CPA (100 mg/kg, p.0.) y 60 min después etanol. En esta
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evaluacion se incluyeron dos grupos, a uno se le suministro el vehiculo (salina
0.9%) més etanol y al otro NEM més etanol.
En cada una de las pruebas los animales fueron sacrificados en camara

de CO, 90 min después de que se les administro etanol absoluto.

V.3.1 Determinacion de la actividad antiinflamatoria

Se evalud la actividad antiinflamatoria mediante el modelo de edema
agudo inducido por el TPA en oreja de raton (De Young et al., 1989). Los
animales fueron sedados previamente con pentobarbital sédico (al 10%, i.p.).
Se utiliz6 acetona al 70% como control negativo, dexametasona (DEX, 0.05
mg/oreja-r) e indometacina (0.5 mg/oreja-r) como controles positivos. Las dosis
probadas del extracto estuvieron en el intervalo de 0.1-1 mg/oreja-r. Para los
ensayos, los farmacos de referencia y las muestras fueron preparados frescos
y administrados en etanol al 70%. A cada animal se le administré tépicamente
en la oreja derecha 20 pl/oreja del extracto de prueba a las concentraciones
ensayadas o los farmacos de referencia; 30 min después se administré en
ambas orejas 2.5 pgloreja (10 [JL de acetona al 70%), del agente
edematogénico TPA y cuatro horas después, los animales fueron sacrificados
en camara de CO,. Se tomaron biopsias de 7 mm de cada oreja para

determinar el peso de cada una. (De Young et al., 1989).
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VI. Resultados y Discusién

Con el antecedente de un trabajo realizado acerca de la actividad anti-H.
pylori de plantas de la medicina tradicional mexicana, en el que se determiné
que los extractos acuoso y metandlico de la corteza de la planta C. procera
presentan actividad contra la bacteria (Castillo-Juarez et al., 2009), se decidi6
continuar con el estudio del extracto acuoso con la finalidad de obtener, en un
futuro, los compuestos o0 metabolitos responsables de la actividad

antibacteriana.

VI.1.1 Obtencion del extracto acuoso integro de C. procera y
fraccionamiento.

En primer lugar, se prepar6 el extracto acuoso por infusion vy
posteriormente se realizé un fraccionamiento primario mediante particiones
sucesivas liquido-liquido con disolventes organicos de polaridad creciente.

En la Tabla 4 se muestran los rendimientos obtenidos del extracto
acuoso integro (CPA) y de las fracciones primarias (CPAO, CPAl, CPA2 y
CPA3).

Tabla 4. Rendimiento del extracto acuoso (CPA) y de sus fracciones primarias.

Extracto o e
» % Rendimiento
fraccion (g)

Extracto o fraccion

Extracto acuoso integro (CPA) 22.07 17.74
Fraccion de diclorometano (CPAOQ) 0.00 0.00*

Fraccion de acetato de etilo (CPA1L) 2.38 16.39*

Fraccién butandlica (CPA2) 6.78 38.25*
Fraccién residual (CPA3) 10.01 45.36*

* Rendimiento respecto CPA.

El extracto acuoso integro (CPA) presenté un color rojo oscuro, el cual
una vez liofilizado, presento color café de apariencia cristalina. Por su parte, la
fraccion CPAL present6 un color naranja (ladrillo) y aspecto terroso al igual que
CPA2; mientras que la fraccion CPA3 presentd un color rojo oscuro, similar a
CPA y de aspecto denso (Fig. 16).
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Fig. 16. Extracto acuoso (CPA) y fracciones primarias (CPA1, CPA2 y CPA3).

El fraccionamiento con diclorometano no extrajo nada del CPA,
indicando la alta polaridad de sus componentes.

Posteriormente, se realiz6 una CCF para analizar la complejidad
metabdlica de cada una de las fracciones obtenidas con respecto a CPA y con
ello poder determinar si con el fraccionamiento primario disminuyé su

complejidad (Fig. 17).

sulfato Cérico Amoniacal A254 nm A 385 nm

10cm

CPA CPAl1 CPA2 CPA3

S5cm

Fig. 17. Perfil cromatografico del extracto acuoso integro y de sus fracciones primarias. El
agente cromdgeno utilizado se indica en la parte superior de la figura. El sistema de elucién es
AceEto-MeOH-H,0 (4:5:1) + 5 gotas de acido férmico.
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De acuerdo al perfil cromatografico mostrado en la Fig. 17, se concluye
qgue el fraccionamiento primario de CPA fue satisfactorio, a pesar de que

algunas bandas se comparten entre las fracciones primarias.

VI.1.2 Actividad anti-H. pylori del extracto acuoso integro de C. procera y

de sus fracciones primarias

Una vez obtenido el extracto y sus fracciones primarias se procedio a
evaluar su actividad contra la bacteria. En la Fig. 18 se muestra el porcentaje
de inhibicién del crecimiento de los cultivos de H. pylori en funcién de la
concentracion del extracto o fracciones afiadidas y en la Tabla 5 se presentan
los valores de CMI. Como puede observarse, el extracto integro present6é una
CMI de 125 [g/mL y la fraccion mas activa fue la butandlica con una CMI de
62.5 [Ig/mL, mejorando la actividad del extracto que le dio origen. La fraccion
de acetato de etilo mantuvo la actividad inhibitoria del extracto total y la fraccion
residual resulto inactiva hasta la concentracion ensayada (250 [1g/mL).

En la Tabla 5 también se presentan los valores de CMI obtenidos con los
antibioticos de referencia. Tanto el extracto, como las fracciones activas
mejoraron la actividad inhibitoria del antibiético metronidazol; sin embargo,

ninguno mejoro la actividad inhibitoria de la amoxicilina.
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Fig. 18. Efecto del extracto acuoso integro (CPA), de las fracciones primarias (CPA1-3) de C.

procera y del metronidazol sobre los cultivos de H. pylori.
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Tabla 5. Efecto del extracto acuoso integro y fracciones primaria de

C. procera sobre H. pylori

e i)
I

Por otra parte, aunque la fraccién de acetato de etilo no mostré mejorar
la actividad anti-H. pylori de CPA, provocé la formacion de un precipitado
bacteriano. Esto probablemente indica alguna propiedad aglutinante de la
fraccion que tal vez pudiera provocar la disminucion de la propagacion de la
infeccion y como consecuencia, poder ser eliminada con mayor facilidad del

organismo.

VI.1.3 Fraccionamiento secundario de las fracciones primarias de acetato
de etilo y butandlica

Debido a los efectos inhibitorios de las fracciones CPA1l y CPA2 sobre el
crecimiento de la bacteria, fueron elegidas para continuar con su
fraccionamiento secundario biodirigido por la actividad anti-H. pylori, mediante
columna de Sephadex LH-20. Como se muestra en las Tablas 6 y 7, solo
algunas fracciones secundarias conservaron la actividad inhibitoria. En las
Figuras 19 y 20 se muestran los perfiles cromatograficos del fraccionamiento
secundario de las fracciones CPAl y CPA2. Hay que hacer notar, que la alta
polaridad de estos extractos sugeriria el uso de soportes de fase reversa, sin
embargo, dado que no se disponia de ellos se utilizd la cromatografia en fase
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normal, como lo es la silica gel para darnos una idea de la composicién
metabdlica

A pesar de que algunas bandas se comparten entre las fracciones
secundarias; lo importante radica en que la actividad inhibitoria se concentré
solo en algunas de ellas, en el caso de CPAL en la fraccién secundaria | y en
CPA2 en las fracciones C y G, lograndose también una reduccién en la
complejidad metabdlica.

Debido a que la purificacion de compuestos no era uno de los objetivos
de esta tesis no se continud con la purificacion de los compuestos bioactivos,
sin embargo, se tiene planeado continuar con el aislamiento de dichos
compuestos.

De manera interesante, la fraccion secundaria CPA1-VIIl no inhibi6 el
crecimiento bacteriano, sin embargo, en los cultivos donde se evallio se
presentd aglutinacion de la bacteria. Para descartar que esa precipitacion se
debiera a un posible efecto de la fraccion sobre el medio de cultivo, se
mezclaron ambos sin incluir a las bacterias en las mismas condiciones del
ensayo. El resultado indicé que la aglutinacion se presentaba Unicamente en
presencia de las bacterias. Hasta el momento no se ha determinado a que se
debe el efecto de la fraccién VIl de CPA1, pero se proponen tres posibles

mecanismos de accion:

a) Efecto aglomerante. El proceso de aglomeracion consiste en
esencia, en la adhesion de particulas finas a las mas gruesas que
actian como nucleos. Para que se produzca la unién de particulas es
necesaria la acciéon de un agente aglomerante o aglutinante que
elimine la carga de superficie de las particulas. Por lo que la
propuesta seria que la fraccion CPA1-VIII tuviera algin metabolito
aglomerante que pueda eliminar la carga de la superficie de las
bacterias, ocasionado con ello que se elimine la repulsion natural de
las bacterias y asi se aglomeren hasta formar un precipitado
bacteriano.

Efecto sobre polisacéridos de H. pylori: EI LPS es un componente
esencial de la membrana externa de H. pylori. En la mayoria de las

cepas de H. pylori los antigenos-O de los LPS expresan los
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carbohidratos de Lewis x (Le"), Lewis y (Le’), Lewis a (Le?), Lewis b
(Le®), tipo H-1, antigeno-i, sialil Le* y grupo sanguineo A. Si la
fraccion CPAL-VIII tuviera algunos metabolitos con afinidad por los
antigenos-O de los LPS de H. pylori, cabria la posibilidad de que la
bacteria se precipite de forma similar a los efectos de aglutinacion en
las reacciones antigeno-anticuerpo en las reacciones de tipificacion.
Polimerizacion de CPA1-VIIl: en este caso el efecto de CPA1-VIII,
no seria sobre la bacteria, sino que ésta fraccion formara un
biopolimero insoluble, similar a un gel en el cual la bacteria quede
atrapada.

Independientemente del mecanismo de acciébn de CPA1-VII,
quedaria por estudiar si este efecto tiene alguna importancia
fisioldgica.

Tabla 6. Efecto inhibitorio de H. Pylori de las fracciones secundarias de CPA1

Anti- H. pylori CMI P.A.1.00 g
Fraccion CPA1 _
(ug/mL) Rendimiento (mg)

125 38.2
>250 36.2
>250 29.7
>250 12.3
>250 61.9
>250 62.9
>250 212
>250 69.4
>250 39.6
>250 94.5
>250 117.7
>250 83.5

P.A. cantidad de muestra sembrada en la columna de Sephadex LH20 para realizar el

fraccionamiento secundario.
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Tabla 7. Efecto inhibitorio del crecimiento de H. pylori de las fracciones

secundarias de CPA2

Fraccion CPA2 Anti-H.pylori P.A.2.00g
CMI (ug/mL) Rendimiento (mg)

> 250 302.4
> 250 287.6
62.5 232.2
> 250 247.25
> 250 32.3
>250 17.8
62.5 132.4
> 250 35.4

P.A. cantidad de muestra sembrada en la columna de Sephadex LH-20 para realizar el

fraccionamiento secundario.

SULFATO CERICO A 254 nm A 365 nm

10cm

CPAl g W NV W OVEVIEDE Romom CPM L E E IV M VEVE DX X

10cm
Fig. 19. Cromatografia en capa fina de las fracciones secundarias de CPALl. El agente
cromdgeno utilizado se indica en la parte superior de la figura. El sistema de elucién es AceEto-

MeOH-H,0 (4:5:1) + 5 gotas de acido férmico. Se usaron placas de 10 X 10 cm
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Fig. 20. Cromatografia en capa fina de las fracciones secundarias de CPA2. El agente
cromdgeno utilizado se indica en la parte superior de la figura. El sistema de elucién es AceEto-
MeOH-H,0 (4.5:5:0.5) + 5 gotas de acido formico.

VI.1.4 Estudio de toxicidad aguda

Todo producto destinado al consumo humano debe demostrar su
seguridad. Esto debe abarcar todos los aspectos de evaluacion de inocuidad
por los que pasa un medicamento. Aunque el uso por un periodo prolongado de
tiempo de algun tratamiento con plantas medicinales, sin ninguna prueba de
riesgo, puede indicar que un medicamento es inocuo, esto no siempre es
cierto, ya que no se puede depender Unicamente del uso a largo plazo para
ofrecer garantias de inocuidad, por lo que es importante evaluar los posibles
riesgos de consumir medicamentos a base de hierbas. Sin embargo, aun en los
medicamentos o productos herbolarios utilizados durante un largo periodo,
pueden haber ocurrido riesgos toxicolégicos crénicos que hayan pasado
inadvertidos. La evaluaciéon de la inocuidad, ya sea dependiente o relacionada
con la dosis, debe ser documentada. En este caso, la especificacion de la dosis
(DLsp) debe ser una parte importante de la evaluacion de la inocuidad (OMS,
2000).

La investigacion bibliografica sobre antecedentes o estudios
toxicologicos de C. procera solamente arrojan que los extractos de hexano,
diclorometano y acetona son toxicos en un modelo de estudio que utiliza
Artemia salina, reportando una DLso< 1000 ppm (Rodriguez-Lépez et al., 2011).
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Este modelo no puede compararse directamente con la actividad en el ser
humano ya que se trata de un crustaceo y no esta relacionado evolutivamente
con los mamiferos. Sin embargo, esta planta ha sido utilizada tradicionalmente
sin que se haya reportado algun efecto toxico (Argueta et al., 1994).

Al no existir registros de efectos toxicos de C. procera in vivo, se decidio
evaluar la toxicidad aguda del extracto acuoso integro mediante la metodologia
de Lorke (1983). El ensayo de Lorke se realiza empleando ratones y permite el
calculo de la dosis letal media (DLsg) utilizando un nimero minimo de animales

en un tiempo relativamente corto.

El estudio de toxicidad aguda mostré que hasta la dosis de 5000 mg/kg
de CPA administrada por via intragastrica no se registraron muertes en los
animales de experimentacion, ni efectos toxicos (peso y cambios conductuales)
significativos comparados con el grupo testigo. Esto nos permitié establecer
gue la DLso es mayor a 5000 mg/kg, lo que indica no toxicidad bajo nuestro
modelo y de acuerdo a los criterios de Lorke, mostrando hasta cierto punto su
seguridad (Tabla. 8).

Tabla 8. Toxicidad aguda del extracto acuoso CPA de C. procera

Dosis (mg/kg) Mortalidad Dosis (mg/kg) Mortalidad

DL s> 5000mg/kg

VI.1.5 Actividad gastroprotectora del extracto acuoso integro y fracciones
primarias

De acuerdo con la informacion bibliografica, la corteza de C. procera es
utilizada para adulterar a Amphipterygium adstringens “cuachalalate” (Hersch-

Martinez et al., 1995), una de las plantas medicinales mas ampliamente
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comercializadas (y sobreexplotadas) en México para el tratamiento de gastritis
y Ulcera. De esta especie se cuenta con numerosos estudios de actividades
farmacoldgicas, entre las que figura el estudio de la actividad gastroprotectora
(Navarrete et al., 1998; Arrieta et al., 2003) por lo que es posible que C. procera
tenga esta caracteristica.

Con respecto a C. procera, solamente hay un estudio relacionado con su
actividad gastroprotectora (Rosas-Acevedo et al, 2011). En ese estudio,
comparo la actividad antiulcerosa de los extractos metanolico, hexénico y de
acetato de etilo de C. procera con los extractos de A. adstringens, los
resultados mostraron que los extractos de C. procera poseen actividad
antiulcerosa. Por otro lado, los autores reportan haber aislado del extracto
hexanico a la B-amirina, B-sitosterol y una mezcla de &cidos grasos. Se ha
reportado que la mezcla de los triterpenos a y B-amirina posee propiedades
gastroprotectoras (Navarrete et al., 2002), ademas el B-sitosterol cuenta con
una gran variedad de actividades farmacolégicas reportadas, entre ellas la
gastroprotectora (Navarrete et al., 2006). Sin embargo, a la fecha no se ha
abordado el estudio del efecto gastroprotector del extracto acuoso, por lo que
su evaluacion es de gran importancia ya que es la forma tradicional en la que la
gente consume esta planta para tratar los diversos padecimientos
gastrointestinales (Argueta, 1994) y por otra parte, dada la polaridad del
extracto acuoso, se espera que las propiedades gastroprotectoras se deban a
otro grupo de compuestos diferentes a los reportados por Rosas-Acevedo y
colaboradores.

En la Fig. 21 se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion del
efecto antiulceroso del extracto integro CPA y el farmaco de referencia
carbenoxolona (CAR) en el modelo de Ulceras agudas inducidas por etanol
absoluto en raton. Como se puede observar, el extracto acuoso integro posee
propiedades gastroprotectoras dependientes de la dosis y significativas con
respecto al control negativo (agente injuriante), obteniendo un maximo de
gastroproteccion de 87% con 100 mg/kg, el cual no se incrementd al aumentar
la concentracion a 300 mg/kg. La dosis efectiva media fue de DEg=11.30
mg/kg-r.

Los resultados de la evaluacion de las fracciones primarias en el mismo

modelo farmacolégico se muestran en la Fig. 22. En este caso, la dosis
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administrada de CPA1, CPA2 y CPA3 fue de 100 mg/kg y se determiné con
base en la DEs, de CPA, de tal forma que nos garantizara que todos los
individuos respondieran al tratamiento. Los resultados indican que la fraccion
CPAZ1 logré disminuir la formacion de Ulceras gastricas en aproximadamente un
50% con respecto al control negativo, la fraccion CPA2 solo lo hizo en un 30%,
mientras que la fraccion CPA3 no solo no disminuyé las ulceras, sino que
incluso aumentd la ulceracién con respecto al control negativo. Sin embargo,
ninguna de las fracciones primarias de CPA logré el efecto gastroprotector del
extracto integro, sugiriéndonos que probablemente exista un efecto sinérgico
de compuestos en el extracto.

Si comparamos la buena actividad gastroproteccién obtenida con el
extracto acuoso integro con el farmaco de referencia, carbenoxolona (Fig. 21)
es claro el gran potencial que tiene para el tratamiento de Ulceras. Por otro
lado, aunque el modelo de Ulcera empleado no es de etiologia bacteriana, si
consideramos que el extracto acuoso presenta una buena actividad anti-H.
pylori, podriamos sugerir el empleo de este extracto de C. procera como un
tratamiento integral de Glceras de cualquier origen, recordemos que H. pylori
esta presente en el 85-90% de personas con ulcera péptica (Sobrino, 2007)

Por otra parte, cabe recordar que la corteza de C. procera es utilizada
para adulterar la corteza de A. adstringens, una especie medicinal ampliamente
utilizada para tratar gastritis y Ulceras. Sin embargo, esta Ultima especie esta
sobreexplotada y en peligro de extincion (NOM-059-ECOL-2001), por lo que la
validaciéon del uso etnomédico de la corteza de C. procera representaria una
opcion para tratar dichos padecimientos y para la conservacion de ambas

especies.
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Fig. 21. Efecto gastroprotector del extracto acuoso (CPA, 0.1-300 mg/kg, p.o.) de C. procera y
carbenoxolona (CAR, 50 mg/kg, p.o.) en el modelo de lesiones gastricas inducidas con etanol
absoluto en ratones. Cada barra representa el promedio de 6 animales + E.E. Las diferencias
estadisticamente significativas con respecto al vehiculo fueron determinadas mediante un
ANADEVA seguida de una prueba de Dunnet * P<0.05.
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Fig. 22. Efecto gastroprotector de las fracciones primarias CPA1, CPA2 y CPA3 (100 mg/kg,
p.o.) de C. procera en el modelo de lesiones gastricas inducidas con etanol absoluto en
ratones. Cada barra representa el promedio de 6 animales + E.E. Las diferencias
estadisticamente significativas con respecto al vehiculo fueron determinadas mediante un
ANADEVA seguida de una prueba de Dunnet * P<0.05.

VI.1.6 Estudios preliminares del mecanismo de accion del efecto

gastroprotector del extracto acuoso de C. procera

Con la finalidad de establecer el papel de las prostaglandinas
endbgenas, el Oxido nitrico y los grupos sulfhidrilos en la accion
gastroprotectora del extracto acuoso de C. procera se realizaron una serie de
experimentos utilizando el mismo modelo in vivo con algunas modificaciones
que se detallaron en el inciso 3.1.6.1. de la seccién experimental.

Los resultados mostraron que en aquellos grupos donde los animales
fueron pretratados con INDO (30 mg/kg, s.c.), inhibidor de la sintesis de
prostaglandinas enddgenas y con NEM (1 mg/kg, s.c.), un bloqueador de los
grupos sulfhidrilos enddgenos (tioles), se observé la reversion del efecto

gastroprotector (IU) que provocaba la administracion de 100 mg/kg via oral de
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CPA (Fig. 23 B y C). Solo en el caso del pretratamiento con L-NAME (10
mg/kg, i.p.), inhibidor de la éxido nitrico sintetasa, no hubo reversion del efecto
(Fig. 23 A).

Estos resultados sugieren que el mecanismo de accion gastroprotector
del extracto acuoso de C. procera podria estar mediado por la induccién en la
sintesis de prostaglandinas enddgenas y los grupos sulfhidrilos.

Generalmente la progresion del dafio en la mucosa gastrica se
acompafia por una disminucién en la concentracion de grupos sulfhidrilos.
Estos grupos protegen a la mucosa gastrica, ya que participan en la produccion
de moco (Allen et al., 1998; Salim, 1993), ademés se unen a los radicales libres
y de esta forma evitan su accién nociva (Allen et al., 1998). Por otro lado, la
unién de las glicoproteinas (presentes en la mucosa) con lipidos y mucina
participan en procesos involucrados en la eliminacion de radicales libres
(Oliveira et al., 2004), que permiten un equilibrio entre factores agresivos y
protectores.

Por otro lado, la generacion continua de prostaglandinas por la mucosa
es crucial para mantener la integridad de la mucosa y protegerla contra agentes
ulcerogénicos y necrosantes. La mayoria de los mecanismos de defensa de la
mucosa son estimulados o facilitados por las prostaglandinas inhibiendo la
secrecion de acido gastrico, estimulando la secrecién de moco, bicarbonato y
fosfolipidos; aumentando el flujo sanguineo de la mucosa, y acelerando la
restitucion epitelial y la cicatrizacion de la mucosa (Luis-Ferreira et al., 2010;
Ham et al., 2007).
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Fig. 23. Efecto gastroprotector del extracto acuoso de C. procera (CPA, 100 mg/kg-r, p.o.) y carbenoxolona (CAR, 50 mg/kg-r, p.0.) en el modelo de lesiones
gastricas inducidas con etanol absoluto en ratones pretratados con (A) L-NAME (10 mg/kg-r, i.p.), (B) N-etilmaleimida (1 mg/kg-r, s.c.), (C) indometacina (30
mg/kg-r, s.c.). Cada punto representa la media de seis determinaciones (n=6) + e.e. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo

fueron determinadas mediante un ANADEVA seguida de una prueba de Dunnet * P<0.05.
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VI.1.7 Determinacion de la actividad anti-inflamatoria

Los productos naturales ofrecen una gran diversidad quimica, ocupan
una region complementaria en el campo de la quimica farmacéutica comparada
con los compuestos de origen sintético. La actividad anti-inflamatoria ha
despertado en los Udltimos afios un gran interés cientifico en el area de la
farmacoldgica, principalmente por la capacidad potencial de ciertos
compuestos de interferir en la evolucién de enfermedades que cursan con
procesos inflamatorios (Gomez-Estrada et al., 2011). La respuesta inflamatoria
ocurre en tres fases distintas, cada una mediada aparentemente por diferentes
mecanismos:

1) Una fase transitoria aguda, caracterizada por la vasodilatacion local e

incremento en la permeabilidad capilar,

2) Una fase subaguda tardia, visiblemente caracterizada por un periodo

de hiperemia pasiva, infiltracién de leucocitos y fagocitos vy,

3) Una fase proliferativa cronica, en la cual ocurre una degeneracion de

tejidos, lesion endotelial y fibrosis (Fridovich, 1997).

Existe una fuerte relacion entre la infeccion persistente por H. pylori, la
inflamacion crénica y el cancer gastrico. Este patdgeno estimula a las células
del epitelio gastrico para secretar IL-8, un quimioatrayente de leucocitos que
infiltra el tejido afectado de manera persistente. También se observan
concentraciones elevadas de citosinas inflamatorias que promueven la pérdida
de la homeostasis celular. No esté claro el mecanismo por el cual esta reaccion
inflamatoria lleva al cancer géstrico, pero los radicales libres de oxigeno y
nitrégeno (ERO’s y ERN’s) podrian contribuir de modo directo al dafio
gendmico de la mucosa (Fuentes-Panana et al., 2009). Con respecto a C.
procera no existen estudios de actividad antiinflamatoria, sin embargo, Rosas-
Acevedo y colaboradores reportan haber aislado del extracto hexanico a la $3-
amirina y al 3-sitosterol, compuestos que tienen diversos reportes de actividad
antiinflamatoria (Gupta et al., 1980; Gomez et al., 1999; Oliveira et al., 2004).
No obstante, a la fecha no se ha abordado en el estudio del efecto
antiinflamatorio del extracto acuoso, por lo que su evaluacion es de gran
importancia ya que es la forma tradicional en la que la gente consume esta

planta (Argueta, 1994) y por otra parte, dada la polaridad del extracto acuoso,
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se espera que las propiedades antiinflamatorias se deban a otro grupo de

compuestos diferentes a los reportados por dichos autores.

En este trabajo se evalué la actividad antiinflamatoria del extracto
acuoso integro de C. procera utilizando el modelo de edema agudo inducido
por TPA en oreja de ratdn

El extracto acuoso de C. procera presentd un efecto antiinflamatorio
significativo, con respecto al vehiculo (VEH), cuando de manera tépica se
aplicaron dosis de 0.1 a 1 mg/oreja del extracto. No fue posible probar dosis
mayores debido a que existen problemas de solubilidad del extracto. El efecto
maximo se logré a la dosis de 1 mg/oreja e inhibié solo un 27% la formacion del
edema (Fig. 24). Como farmacos de referencia se utilizaron a la indometacina y
a la dexametasona (0.5 y 0.05 mg/oreja, respectivamente) los cuales inhibieron
la formacion del edema en un 48.3 y 62.8% respectivamente (Fig. 24). Si
comparamos el efecto inhibitorio del extracto acuoso de C. procera con los
controles positivos de referencia, es evidente que su efectividad es menor, sin
embargo, hay que tomar en cuenta que se trata de un extracto crudo y no de
un compuesto puro como es el caso de dichos farmacos. Por otra parte,
aunque no sea muy potente el extracto, su actividad antiinflamatoria se sumaria
a las actividades biolégicas que previamente hemos reportado en este trabajo.

Debido a que el efecto antiinflamatorio no fue muy sobresaliente, no se
determiné el potencial de las fracciones primarias. Sin embargo, seria
interesante corroborar estos datos utilizando otros modelos para evaluar la
actividad antiinflamatoria, asi como otras vias de administracién para tener un
panorama amplio y un estudio mas profundo sobre la actividad antiinflamatoria
de C. procera.

Contar con esta informacién es de gran importancia ya que la gastritis es
un padecimiento que cursa con un cuadro inflamatorio, ademas una
inflamacion antral-predominante conduce a un aumento en la produccion de
acido del corpus y predispone a la ulceracién duodenal; y la gastritis con
predominio en el corpus conduce a la hipoclorhidria y predispone a la

ulceracion gastrica y adenocarcinoma (Atherton, 2006).
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Fig. 24. Efecto antiinflamatorio del extracto acuoso de C. procera en el modelo de formacion
del edema agudo inducido por aplicacién tdpica de acetato de tetradecanoilforbol (2.501g/oreja)
en oreja de raton, se considera el 100% de inflamacion al edema presentado por la
administracion del vehiculo y TPA. A) Diferencias de peso presentadas en biopsias del edema
auricular de raton. B) Porcentaje de inhibicion del edema, utilizando los datos del panel A.
Cada punto representa la media de seis determinaciones (n=6) + e.e. Las diferencias
estadisticamente significativas con respecto al vehiculo fueron determinadas mediante un
ANADEVA seguida de una prueba de Dunnet * P<0.05.
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VII. Conclusiones

México cuenta con una gran tradicion en el uso de plantas medicinales,
las cuales constituyen actualmente uno de los recursos mas conocidos y
accesibles para grandes nucleos de la poblacion mexicana. La OMS reconoce
el valor de esta practica terapéutica y le otorga gran importancia en los
esquemas o0 sistemas publicos para la salud. En este trabajo de Tesis
utilizamos una de estas especies, Cyrtocarpa procera, conocida comunmente
como chupandilla y empleada para tratar diversos padecimientos
gastrointestinales como la diarrea, disenteria, dolor de estbmago Yy

padecimientos renales.

Helicobacter pylori ha tomado gran importancia en los uUltimos afios por
ser el principal agente etioldgico de la gastritis cronica activa y de la Ulcera
péptica, ademas de estar vinculada con el carcinoma gastrico y de estar
clasificada dentro de los carcindgenos del grupo 1 segun la IARC. Debido a los
problemas que se presentan con los farmacos utilizados para combatir la
infeccién por H. pylori, se ha tratado de encontrar en las plantas de la medicina
tradicional mexicana una alternativa para erradicarla. Castillo-Judrez vy
colaboradores (2009) reportaron que extractos acuosos y metandlicos de la
corteza de C. procera presentan actividad inhibitoria sobre el crecimiento de la
bacteria. Considerando que las preparaciones acuosas es la forma tradicional
COmo se consume esta corteza para tratar enfermedades gastrointestinales, se
decidi6 en este trabajo estudiar mas a fondo y de manera integral las
propiedades anti- H. pylori, gastroprotectoras, antiinflamatorias y la toxicidad

del extracto acuoso de C. procera.

Con respecto a la actividad contra H. pylori, al comparar las CMIs
obtenidas para los antibidticos de referencia metronidazol y amoxicilina (300 y
0.05 pg/mL, respectivamente) con las de las fracciones primarias de acetato de
etilo (CPA1, CMI=125 pg/mL) y butandlica de C. procera (CPA2, CMI=62.5
pg/mL), concluimos que ambas presentan buena actividad contra la bacteria.
Por su parte, la fraccion secundaria de acetato de etilo (CPA1-l, CMI=125

pg/mL) y las fracciones secundarias butanédlicas (CPA2-C y CPA2-G, CMI=
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62.5pug/mL) mantuvieron esa buena actividad, por lo que se puede sefalar que
tienen un buen potencial para la obtencién de compuestos con actividad anti-H.

pylori a partir de ellas.

Los estudios de toxicidad aguda del extracto acuoso integro de C.
procera indicaron que la planta no es toxica con una DLsy >5000 mg/kg de
acuerdo al modelo de toxicidad que se empled en este trabajo. Estos
resultados son consistentes con el hecho de que no haya informacién
bibliogréfica de reportes de toxicidad por el empleo que se le da a la planta. Sin
embargo, queda por estudiar el efecto del extracto a largo plazo en un modelo

in vivo y en estudios clinicos.

La evaluacion de la actividad gastroprotectora indicé que CPA presenta
buena actividad anti-ulcerosa (87% con 100 mg/kg) y tiene un comportamiento
dosis dependiente. Por su parte, los estudios preliminares del mecanismo de
accion de CPA indicaron que los ratones que recibieron el pretratamiento con
indometacina (INDO) y N-etilmaleimida (NEM) inhibieron la actividad
gastroprotectora de CPA, lo cual sugiere que las prostaglandinas y los grupos
sulfhidrilos enddgenos juegan un papel muy importante en la actividad
gastroprotectora del extracto acuoso CPA. Los ratones pretratados con L-
NAME no inhibieron la actividad gastroprotectora, lo que sugiere que no hay
participacion del NO en la actividad gastroprotectora de CPA. Asi mismo, la
fraccion primaria CPAL1 mostré tener actividad gastroprotectora significativa
inhibiendo el 50% de la formacion de Ulceras a la dosis de 100 mg/kg respecto
al vehiculo, sugiriendo que la mayoria de los metabolitos activos

gastroprotectores podrian encontrarse en esta fraccion.

Finalmente los estudios de actividad antiinflamatoria mostraron que
CPA tiene un bajo, pero significativo efecto antiinflamatorio respecto al vehiculo
y comparandolo a su vez con los farmacos de referencia (INDO y DEX),
obteniendo el méaximo efecto a la dosis de 1 mg/oreja con una inhibicion de la
formacion del edema del 27%. Sin embargo, seria interesante determinar el

efecto anti-inflamatorio en otro modelo u otra via de administracion.
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De manera general el conjunto de los efectos anti-H. pylori,
antiinflamatorio y gastroprotector que presentod el extracto acuoso integro de C.
procera, aunado a la inocuidad que se encontré en fase aguda, sientan las
bases para una validacion del uso tradicional de la especie y nos indican el
potencial que tiene para ser considerada como un tratamiento integral en la
erradicacion de la infeccion por H. pylori y de las enfermedades relacionadas

con la bacteria.
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