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RESUMEN

En las ultimas dos décadas se ha reconocido a la bacteria Helicobacter pylori como el principal
agente causal de la gastritis cronica activa, la ulcera péptica y el cancer gastrico. Por varios siglos en la
medicina tradicional mexicana se han empleado diversas plantas que se sugiere alivian estos
padecimientos. A pesar de que se han realizado estudios sobre sus efectos gastroprotectores de algunas de
estas plantas, estos se ha hecho considerando factores etiologicos distintos al de la bacteria, como son el
exceso de acidez, el estrés, la ingesta de alcohol, irritantes y algunos medicamentos. En este trabajo se dan
a conocer los resultados de la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori por parte de la corteza de
Amphipterygium adstringens, la cual es ampliamente utilizada en nuestra medicina tradicional para tratar
la gastritis y las ulceras. Se desarroll6 una metodologia in vitro para determinar la magnitud de dicho
efecto y con la cual se catalogd a la corteza con una actividad moderada. Para separar e identificar los
compuestos activos se realizd una extraccion continua con diferentes solventes, encontrdndose con el
mayor efecto al de éter de petroleo, el cual presentd una CMI de 160 pg/ml. De este extracto se identifico
y separd por métodos cromatograficos una mezcla de acidos anacardicos como el principal compuesto
activo (CMI 12.5-25 pg/ml y CMB 16 pg/ml). Asi también, mediante compuestos previamente aislados de
la corteza, se encontraron activos el acido 3-epioleanolico (CMI 200 pg/ml) y una mezcla de aldehidos
anacardicos (CMI 6.25 pg/ml). A pesar de estos resultados, ninguno de los compuestos antes mencionados
se identifico en un extracto acuoso, el cual fue activo contra diversas cepas de H. pylori (CMI 500 a <125
pg/ml), lo que indica la existencia de otros metabolitos con actividad que no fueron identificados en este
estudio.

Para estudiar la relacion de la estructura quimica de los fenoles de cadena larga con la actividad
inhibidora sobre la bacteria, se analiz6 el efecto de varios anillos con diversos sustituyentes, de cadenas
con distinto grado de insaturaciébn y tamafo, asi como de algunos compuestos estructuralmente
relacionados. Los unicos que mostraron actividad fueron las cadenas asi como el 4cido cinamico. Para el
caso de los acidos anacéardicos presentes en la mezcla se separaron por medio de HPLC, sin embargo
presentaron impurezas y no fue posible caracterizar la estructura quimica exacta.

En este estudio no se logro analizar la actividad de los extractos y compuestos en un modelo
animal, lo cual hubiera dado mayor peso a los resultados encontrados en los estudios in vitro. Por otra
parte se pudo desarrollar e iniciar el tramite de patente de una prueba que permite identificar colonias de

H. pylori en cultivos complejos y que denominamos Prueba Rapida en Disco de Papel.
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1. INTRODUCCION.

1.2. Helicobacter pylori.

En 1893 Bizzozero informd por primera vez sobre la presencia de microorganismos espirales
en biopsias de estdmagos de mamiferos. Posteriormente en 1899 se relaciond su presencia con
desordenes del tracto gastrointestinal inferior, sin embargo se creia que su papel no era extrictamente
el de un patogeno'” (figura 1). No fue hasta 1983 cuando los investigadores australianos Barry
Marshall y Robin Warren pudieron aislar al microorganismo y para demostrar su caracter patoldgico
realizaron experimentos de auto ingestion de cultivos, con los que encontraron que se cumplian los
postulados de Koch, asi como también que el dafio producido por el microorganismo se revertia al
eliminarlo con el uso de antibioticos ''**'*""12%,

En 1987 la bacteria se incluyd dentro del género Campylobacter debido a que compartia con
este grupo algunas caracteristicas, como es su morfologia curveada, el crecimiento en medios ricos y
condiciones microaerofilicas, su incapacidad para fermentar glucosa, la sensibilidad a metronidazol y
el contenido de G-C en su ADN (34 %)''®. Posteriormente, estudios de microscopia electrénica
mostraron que tenia multiples flagelos unipolares (en contraste con los bipolares de Campylobacter),
asi como los estudios bioquimicos indicaron diferencias en el tipo de proteinas y acidos grasos,
ademas el analisis de la secuencia del ARNr 16s mostré una distancia suficiente para excluir a la
bacteria de este género y crear uno nuevo, el cual fue denominado Helicobacter y cuyo primer
miembro fue H. pylori>*!'"". Actualmente, este género cuenta con 18 especies validadas por el Comité
Internacional de Sistematica Bacteriologica® (figura 2). En 2005 Marshall y Warren recibieron el

premio Nobel de Fisiologia o Medicina por el descubrimiento de la bacteria H. pylori y su papel en la

gastritis y la lcera péptica.
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Figura 1. A. Micrografia electronica de H. pylori, en la que
se aprecian los flagelos unipolares y la morfologia en
espiral tipica de la bacteria. B. Corte histoldgico tefiiddo con
Warthin-Starry de un estémago humano colonizado con la

bacteria.

H. pylori Especies de Hospedero natural Enfermedades que causan
H. memestrinas Helicobacter
H. scinanychis pylori Humano, algunos Gastritis/ulcera péptica y
'y H. heilmannii primates céancer
H. falis . . . ..
acinonychis Chita Gastritis
H. bizzozeronii
P —— felix Perro y gato Gastritis
H. pullorum heilmannii Puerco, gato, perro y Gastritis/alcera
H. rodentium chango.
H. fannelliae mustelae Hurén Gastritis/ulcera
H. regontum pullorum Gallina Hepatitis
H. hepaticus
—| canis Perro y gato Gastroenteritis, hepatitis
H. muridarum ye P
H. canis bilis Rat6n y rata Hepatitis
bl hepaticus Ratén Hepatitis, hepatocarcinoma
H. cinsedi . X X T
rappini Oveja Aborto, necrosis hepatica
H. pametensiz
| EH' che lecystus fennelliae Humano Proctitis, colitis
H. mustslse cinaedi Humano y Hamster Proctitis, colitis

Figura 2. El dendograma muestra la clasificacion de algunas especies del género Helicobacter

basada en la secuencia del ARNr 16s

1.3. Patogenicidad.

117

y en la tabla sus principales especies patogenas’’.

En la tltimas dos décadas se ha reconocido a H. pylori como el principal agente causal de la

gastritis cronica activa y se ha indicado que es la responsable del 85 % de los casos de ulceras
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gastricas y del 95 % de las duodenales, ademés de que la Organizaciéon Mundial de la Salud la ha
declarado como un carcindgeno tipo 1(definitivo)’"**.
Se han descrito diversos factores de virulencia involucrados en la colonizacion gastrica, dafio

.. . . 981
al tejido y sobrevivencia’'*’

(figura 3). De los principales factores de colonizacion se encuentran el
flagelo que le permite tener movimiento en la capa de moco, la enzima ureasa de vital importancia
para la neutralizacion del acido géstrico y las adhesinas que le permiten anclarse al epitelio
gastrico’®'®. Sobre los factores de la bacteria involucrados en la inflamacion y dafio al tejido géstrico
podemos mencionar a la citotoxina vacuolizante (VacA), la cual es una proteina inmunogénica
secretada por alrededor del 50 % de las cepas y que provoca la formacion de grandes vacuolas en el
citoplasma de las células epiteliales. Se ha encontrado que VacA produce un aumento en la
permeabilidad favoreciendo la salida de nutrientes y que induce la formacién de canales a través de la
bicapa lipidica’™'***%. Todos los factores mencionados son importantes en el dafio, pero se plantea
que el determinante en la patogenicidad estd dado por un conjunto de genes que constituyen una isla
de patogenicidad (Cag-Pai) que codifica para un sistema de secrecién tipo IV*®. Se sabe que el 60 %
de las cepas de H. pylori producen proteinas codificadas por esta isla, como es CagA (proteina
asociada al gen A), asi como otras involucradas en la formacion del sistema de secrecion y la
induccion de IL-8%%. La proteina CagA es fosforilada por cinasas y se une a varias proteinas blanco
que afectan a su vez las uniones intercelulares y una serie de sefiales diversas en la célula

14 . . . , . .
hospedera'*®. Dentro de los factores de sobrevivencia, la bacteria posee una superdxido dismutasa y

. . .1
una catalasa que le ayudan a prevenir la fagocitosis'”.

1.4. Métodos de diagnéstico.

Los métodos invasivos requieren la toma de una biopsia del paciente por medio de endoscopia.

Una vez obtenida la biopsia, el principal método de diagnostico es el cultivo en medios ricos

13



suplementados con sangre, en los que al cabo de un tiempo de incubacion de 5 a 10 dias se identifican
las colonias de H. pylori por medio de tres pruebas bioquimicas basicas (urecasa, oxidasa y catalasa),

129132 ] tejido también se emplea para realizar un estudio

asi como por tincion de Gram
histopatologico, en el cual se utilizan tinciones para diferenciar la bacteria del tejido como son las
argénticas o inmunohistoquimica'?’. La prueba rapida urea-ureasa es otro método que por su rapidez y
sencillez es ampliamente utilizado y consiste en incorporar parte de la biopsia en una soluciéon con
urea y rojo de fenol, considerando un resultado positivo cuando hay un viraje a rosa'*"'*’. Un método
molecular que es empleado para analizar la biopsia es el uso de la reaccidon en cadena de la polimerasa

(siglas en ingles PCR) con el que también se ha podido realizar el diagndstico a partir del jugo

A s 12
gastrico'®’.

Ureasa
Evasion de respuesta inmune

Motilidad y
Quimiotaxis

VacA

Adhesinas
SSTIV
CagA
Figura 3. Principales factores de virulencia vy
colonizacion de H. pylori. SSTIV: sistema de secrecion

tipo IV. VacA: citotoxina vacuolizante. CagA: proteina
asociada al gen A’.
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En cuanto a los métodos no invasivos se encuentra la prueba de rompimiento de urea (PRU), en
la cual se administra al paciente urea marcada radiactivamente ['*C] que es hidrolizada en el estomago
por la enzima ureasa de H. pylori liberando CO, marcado, el cual es posteriormente detectado en la
exhalacion'?’. También, existen métodos basados en la deteccion de anticuerpos principalmente en
sangre, ¢ identificacion de IgG en orina y saliva'?’. Se ha ensayado el diagnostico de H. pylori en
muestras de heces por medio de PCR, asi como por antigenos, no obstante alin no se encuentran
completamente implementados y presentan problemas de especificidad'?.

Numerosos estudios sobre especificidad y sensibilidad a estas pruebas han sido realizados para
determinar su precision. En un estudio hecho por Thijs y colaboradores en 1996, en el que evaluaron
varias pruebas de diagndstico para H. pylori en 105 pacientes, registraron la PRU, el cultivo y el PCR
como las mas precisas, con el 96 al 100 % de sensibilidad y con el 100 % de especificidad'®*. Aunque
en la practica clinica, la combinacion de varias de ellas permite dar un diagndstico mucho mas
preciso. De acuerdo al Consenso Mexicano sobre H. pylori (CMHP) se requiere de un estudio
endoscopico si el cuadro clinico indica ulcera péptica o linfoma tipo MALT y debe de realizarse una
prueba rapida de urea-ureasa. El estudio histologico estara indicado si la prueba inicial es negativa y el
indice de sospecha de tener estas enfermedades es elevado. En aquellos casos con una historia
documentada de ulcera péptica, enfermos en tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos
(AINES) o inhibidores de bomba de protones (IBP), anemia por deficiencia de hierro, plirpura

trombocitopénica idiopatica o por deseo expreso de la persona, se debe de utilizar la PRU".

1.5. Esquemas de erradicacion.

A nivel mundial para erradicar a la bacteria se utiliza principalmente la denominada terapia
triple, la cual consiste en administrar de 10 a 14 dias la combinacién de dos antibidticos (amoxicilina,

claritromicina, tetraciclina, metronidazol entre otros de menor uso) y un inhibidor de la secrecion de
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acido™”'. 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 esta situacion se utilizan las terapias
cuadruples, en la que se maneja ademas bismuto y la combinacidon de otros antibioticos diferentes a

. g 1 182
los previamente utilizados®> 8- ©>-160:18

. La eleccion de los antibidticos a usar inicialmente en la terapia
triple viene determinada por la prevalencia local en las resistencias antimicrobianas, las cuales no s6lo
varian entre paises sino también entre distintas zonas geograficas. Si no se logra eliminar a la bacteria
con los antibidticos utilizados en la terapia triple, se debe de instaurar como tratamiento de rescate la
terapia cuadruple, si esta segunda terapia de erradicacion falla, la recomendacion habitual por
multiples reuniones de consenso sobre el tema, 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
0/,55:182

Existen otros esquemas como los secuenciales y los denominados a corto plazo (menores a 7
dias) en los que se dan dosis mas altas o se dan combinaciones diferentes de antibioticos, IBP y sales
de bismuto, pero que en definitiva emplean los mismos medicamentos y tampoco se logra obtener una
tasa de erradicacion del 100 % en todos los casos'>%.

Todos estos esquemas comparten entre si una elevada administracion de medicamentos, lo que
a su vez conlleva a efectos adversos (diarrea, alteraciones del gusto, niusea y/o vomito, dolor
epigastrico, cefalea, estomatitis y erupciones cutdneas) aunque estos solo se presentan entre el 20 y 50
% de los pacientes, ademas de que son considerados como leves o transitorios y han obligado a la
suspension del tratamiento a no mas del 10 %'.

Para México el CMHP indica la erradicacion de la bacteria inicamente en los casos en el que
se presente: 1.-Ulcera péptica activa con o sin complicaciones, 2.- gastritis atrofica y metaplasia
intestinal, 3.- linfoma géstrico tipo B en la zona marginal (tipo MALT), 4.- después de una reseccion

gastrica parcial por cancer, 5.- familiares cercanos a personas que han tenido cancer gastrico y tienen

H. pylori, 6.- pacientes con uso cronico de inhibidores de bomba de protones (IBP) 6 antiinflamatorios
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no esteroideos (AINE), 7.- pacientes con purpura trombocitopénica idiopatica y anemia por

. . . . 1
deficiencia de hierro de causa no explicada .

1.6. Modo de accion y resistencia a antibidticos.

La idea inicial de lograr eliminar la infeccion con el uso de un Unico antibidtico ha ido
desapareciendo y hay suficiente evidencia de que se requiere la combinacion de drogas para poder
erradicarla del estomago®'%%'7°,

La claritromicina (macrélido) y el metronidazol (nitromidazol) (figura 4), son los antibidticos
mas usados para el tratamiento contra H. pylori, aunque el altimo ya ha ido en desuso debido a la
elevada resistencia que la bacteria ha desarrollado'®'”’. La forma como acta la claritromicina, es
inhibiendo la sintesis de proteinas, al unirse directamente a la subunidad mayor del ribosoma 23S del
ARNr'". Se reporta que a nivel mundial la resistencia a claritromicina ha aumentado en los ultimos
cinco afios en un 10 % y en algunas regiones ha alcanzado el 50 %°'?’. Se plantea que la resistencia
es debida a mutaciones puntuales en el gen 23S ARNr (especificamente en la region de la actividad
peptidil-transferasa en el dominio V), que provoca una disminucion en la capacidad de union del
antibiotico al ribosoma'*%!,

Para el caso del metronidazol (figura 4) la resistencia al antibiotico varia entre 10 y 50 % pero

42,65,72

en algunas regiones puede alcanzar hasta un 95 % . El metronidazol se activa reduciendo su

grupo nitro al llegar a la célula blanco, dando como resultado la generacion de un radical libre el cual

174 .
74 Se han encontrado varias

oxida el ADN bacteriano provocando la ruptura de la doble hélice
enzimas en H. pylori involucradas en la activacion del metronidazol como la piruvato-flavodoxina

oxidorreductasa y la nitrorreductasa insensible a oxigeno’’. Mutaciones en el gen rdrA que codifica

para la nitrorreductasa, producen proteinas inactivas y conducen por tanto a la resistencia, sin
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embargo, se piensa que este no es el inico mecanismo involucrado ya que existen cepas resistentes al
metronidazol que no presentan mutaciones en este gen’ 085

La amoxicilina (penicilina) (figura 4) se une a las proteinas llamadas de pegado a penicilinas
(PBP) y de esta manera interfiere con la sintesis de la pared celular produciendo lisis en la bacterias
que se estan replicando™®. Es el antibidtico al que menos resistencia se ha encontrado 0 al 1.3 %,
aunque Gerrits y colaboradores en 2006 reportan que pueden llegar hasta el 30 %°>'%". Se sabe que las
bacterias Gram-negativas frecuentemente se hacen resistentes a los B-lactimicos por la produccion de
la B lactamasa (rompe el anillo beta-lactamico de las penicilinas) sin embargo, no se ha reportado
ninguna cepa de H. pylori que produzca esta enzima'’" ', Otros mecanismos propuestos para la
resistencia a B-lactdmicos son mutaciones en las proteinas de unidn a penicilinas (PBPs), decremento
en la permeabilidad de la droga a través de la pared celular y alteraciones en las bombas y porinas®.
Las PBP’s son un grupo de enzimas involucradas en la biosintesis del peptidoglicano de la pared
celular y para el caso de H. pylori se ha demostrado que algunos cambios en PBP1 generan resistencia
a amoxicilina'".

En cuanto a la tetraciclina (figura 4), la actividad es debida a su union a la subunidad 30s
ribosomal, lo cual bloquea la fijacion del aminoacil ARNt al sitio del complejo ARN mensajero-
ribosoma'®”. La resistencia a este antibiético se puede considerar baja y es menos del 2 %, aunque la
tasa mas elevada reportada es del 10 %% El mecanismo de resistencia a tetraciclina aun no se ha
determinado, sin embargo se ha visto que mutaciones en el ARNr 16S impiden la union del antibidtico
al ribosoma'®”.

Existen otros antibioticos contra H. pylori como es el caso de las fluoroquinolonas, aunque son
poco utilizadas por su bajo efecto en la erradicacion de la bacteria ya que son inactivadas por el jugo

’ . 29 . g ey .
gastrico””. Se han encontrado cepas resistentes a este antibiotico, aunque la tasa se puede considerar

baja ya que va de 4.75 % a 11 %**°. La actividad antibi6tica de las fluoroquinolonas radica en que
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inhiben la subunidad A de la ADN girasa y la resistencia estd asociada a mutaciones en el gen gyrA,

que codifica para las subunidades A de la enzima'®’.

Figura 4. Estructura quimica de los principales antibidticos utilizados en las
terapias de erradicacion de H. pylori.

1.7. H. pylori en México.

Se estima que la bacteria se encuentra presente en la mitad de la poblacion mundial y la

prevalencia varia dependiendo de factores socioecondomicos que inciden directamente en las
.. . . . 1 .

condiciones sanitarias de las comunidades'®’. Sin embargo, solo del 10 al 20 % puede desarrollar

817192 "En paises desarrollados del 2 al 50 % de las

ulcera péptica y del 1 al 3 % cancer gastrico
personas se encuentran infectadas, mientras que en los paises en vias de desarrollo o subdesarrollados

puede exceder al 80 %, siendo las tasas en paises africanos las mas altas registradas, las cuales pueden

/ ~ 1 . . s ’ /
ser mayores al 95 % en adultos de mas de 21 afios®’. La disminucion en paises desarrollados esta
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asociada al mejoramiento en las condiciones higiénicas, asi como al uso de antimicrobianos en las
e . 65
ultimas décadas™.

En México un estudio seroldgico con 11,605 sueros de personas entre 1-90 afios de todas las
regiones del pais, mostré6 una seroprevalencia global del 66 %, asi también, se encontrd que se
adquiere a edades tempranas alcanzando un 80 % en adultos jovenes entre 30 y 40 afios de edad, con

191 .
. Se relaciona la

una tasa de incremento del 5 % anual durante los primeros 10 afos de vida
frecuencia de la bacteria con el 85 al 90 % de las ulceras pépticas y mas del 90 % con el cancer

gastrico y se sefala al adenocarcinoma gastrico como la neoplasia mas frecuente del aparato digestivo

con tasas de letalidad muy altas en algunos estados de la reptblica'?.

1.8. Hacia un mejor entendimiento de la bacteria H. pylori.

El haber demostrado que la bacteria H. pylori es un agente infeccioso causante de ulcera
péptica y cancer gastrico, ha sido el descubrimiento mas importante en los Ultimos cincuenta afos
dentro del campo de la gastroenterologia®''®. Sin embargo Torres en 2000 sefiala que desde el punto
de vista de las compaiiias farmacéuticas ha sido considerado como un patégeno estricto, por lo cual se
ha buscado la forma de erradicarlo, esto a pesar de que la mayoria de las personas colonizadas no
desarrollan las patologias'™.

En los ultimos anos se ha empezado a documentar un posible efecto benéfico por parte de la
bacteria, ya que se ha encontrado que existe un alto riesgo de desarrollar enfermedades emergentes
denominadas gastrico superiores (EGS) (reflujo gastroesofagico, sindrome de Barret y cancer de
esofago) en pacientes en los que se ha erradicado, asi como un aumento drastico en la incidencia de
las mismas dentro de la poblacién humana, a medida que H. pylori ha ido desapareciendo'™'*!"*- %,

Bajo este panorama, se ha recomendado usar la terapia de erradicacion Gnicamente en pacientes con

gastritis cronica atrofica, ulcera péptica y cancer gastrico, en los que el beneficio es alto y se ha
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sefialado que antes de empezar con una campaia de erradicacion mundial de la bacteria, debemos de
entender mucho mejor su papel con el humano'®".

Actualmente, se ha demostrado que la bacteria no es de reciente aparicion y que ha estado con
nosotros durante miles de afos, incluso se ha propuesto su uso como un marcador de migracion

109,1
humana®®'%17°

Las diferencias entre las secuencias de siete genes denominados caseros
(housekeeping) asi como Vac A, se utilizaron para dividir a las poblaciones de H. pylori en seis
principales, cada una de ellas con distinta distribuciéon geografica, cuatro son relativamente
homogéneas (hpEuropa, hpAsia2, hpAfrica2 y hpNEAfrica) y dos son compuestas de subpoblaciones
(hpAfrical (hspWAfrica y hspSAfrica) y hpEsteAsia (hspEAsia, hspMaori y hspAmerindios) (figura
5).

Todas las cepas modernas pueden trazarse a partir de cinco poblaciones antiguas, dos de
Africa, dos de Eurasia central y occidental, asi como una al este de Asia’>'”’. Este descubrimiento
tiene gran importancia, ya que reflejan migracion humana y pueden ayudar a resolver muchas
interrogantes de gran valor antropoldgico. Como ejemplo de esto, se puede observar que las cepas que
presentan nativos americanos en Venezuela contienen una amplia proporcién de nucleotidos
ancestrales asiaticos, lo que es consistente con la migracion de las poblaciones por el estrecho de
Bering hace aproximadamente 12,000 afios'””. También, se ha podido demostrar el origen africano
tanto del humano como de H. pylori, el cual se calculo es de 58,000 afios (ademas se estima que
coexistieron 1000 afios antes del inicio de las migraciones) donde posteriormente en un proceso
coevolutivo se dispersaron por el resto del mundo'®. Atn mas, se plantea que H. pylori ha estado
presente con nosotros desde que el humano se puede denominar humano (alrededor de 200,000 afios)

y que incluso la asociacion de las diferentes especies de Helicobacter que colonizan los estomagos de

‘ . . 20
animales actuales, pudo darse a la par que se presentaba la radiacion de los mamiferos™.
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Kirrura 2-parameter distance

4 hpdfrica? 8 hspdmerind 4 hpMEATrica
) hspEasa £ hpasia2 £ hspSafrica
) hspMasri £ hpEurpe £ hapWAfrica

Figura 5. Poblaciones de H. pylori y su distribucion mundial. a: H. pylori dentro de seis poblaciones
principales. Arbol filogenético de las poblaciones y subpoblaciones; los didmetros de los circulos
representan la diversidad genética dentro de la poblacion y los dngulos son proporcional al numero de
aislamientos. b: distribucion de las nueve poblaciones y subpoblaciones hecha con 76 cepas

estudiadas. Los circulos colocados en 51 diferentes localidades, representan la abundancia relativa de

una poblacion en una localidad dada'”’.

Se sabe que H. pylori es la tinica bacteria capaz de habitar en el estomago, el cual es su inico
nicho y al cual estd plenamente adaptada. Cabe sefialar que con el empleo de técnicas moleculares se
ha identificado en otras fuentes como son el agua y alimentos, pero hasta el momento Gnicamente se
ha podido aislar de muestras de estomagos’. El principal modo de transmisién propuesto es de madre
a hijo o familiares cercanos, el cual se da en los primeros afios de vida®®. Una caracteristica importante
de la poblacion bacteriana es su elevado polimorfismo, ademas de que en un mismo hospedero pueden
coexistir diversas cepas®®. La diversidad alélica dentro de las mismas es creada por recombinacion y la
estructura poblacional se define como cuasi-panmitica, la cual presenta altas tasas de recombinacion,
transformacion natural, conjugacion o transferencia de fagos'””. Se propone que existe una tension que
genera un conjunto de variantes genéticas con suficiente diversidad para ocupar diferentes nichos
potenciales dentro del estdbmago, por lo que se puede decir que no todas las Helicobacter dentro de un

: 18,19,21,24
hospedero son “creadas” iguales'®'**!*%7,
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Por otra parte, hay evidencia de que la bacteria es capaz de regular diferentes funciones
fisioldgicas del estomago humano, una de ellas es por medio de la gastrina, la cual es importante para
controlar la acidez estomacal®**. Se asocia fuertemente la presencia de cepas CagA positivas con la
capacidad de mantener un ambiente de acidez bajo, ya que su eliminacion se relaciona con el aumento
de la misma vy el posterior desarrollo del reflujo gastroesofagico’*. También, se plantea que es capaz
de regular la leptina (inhibe el apetito) y la gralina (estimula el apetito), debido a que su erradicacion
estimula la produccion de la segunda, favoreciendo la obesidad y a su vez el desarrollo de diabetes
tipo 2**. Asi también, la bacteria ha desarrollado diversos mecanismos de persistencia y evasion de
respuesta inmune, uno de ellos es la relacion que se ha encontrado entre VacA y su regulacion
negativa en la produccion de linfocitos T reguladores, asi como su antagonista CagA, que estimula la
producciéon de los mismos®. Del mismo modo CagA es capaz de estimular la liberacion de
prostaglandinas, las cuales estan involucradas directamente en la produccion de moco y bicarbonato
por parte de las células del hospedero'™”.

Algo muy importante que hay que mencionar, es que la bacteria comparte caracteristicas que
presentan bacterias que se catalogan de la microbiota natural como son: a) habita en un ambiente
como el estomago, el cual contiene multiples micronichos con caracteristicas estructurales y
fisicoquimicas determinadas; b) la adquisicion de la bacteria se da en etapas tempranas; c¢) diversas
cepas colonizan el estdbmago; d) se mantienen estables durante décadas y €) pueden presentar posibles
interacciones de competencia y cooperacion™*.

Por otra parte, un punto a resolver y que ayudara a esclarecer muchas interrogantes, es la
estimacion de la diversidad total de posibles especies de Helicobacter y la de otros microorganismos
presentes en los estbmagos humanos. Sin embargo la caracteristica de la poblacion cuasi-panmitica, el
elevado polimorfismo, asi como la gran diversidad de H. pylori presentes en un mismo estdmago,
aunado a diferencias en los criterios taxondmicos, crean problemas para lograr este cometido. En un

estudio realizado por Hannula y Hanninen en 2007 se sefala que el uso de marcadores basados en la
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secuencia del gen del ARNr 16s para Helicobacter, no sirven para poder resolver a nivel de especie y
plantean el uso de un marcador basado en la subunidad B de la girasa (permite separar los dos grandes
grupos de Helicobacters, las gastricas y las hepaticas), asi como la necesidad de usar otros marcadores
para poder lograr una buena resolucién’. En un trabajo hecho por Matsumoto y colaboradores en
2009 lograron identificar una cepa presente en el estdmago de un paciente japonés, la cual por medio
de la secuencia del gen del ARNr 16s es ubicada como candidato a Helicobacter helmanii
(relacionada con estomagos de chitas). Cuando se usan como marcadores los fragmentos de los genes
ureA y ureB, se encuentra que corresponde a una especie no descrita que habita el estdmago humano,
la cual es capaz de colonizar ratones axénicos e inducir inflamacion en la mucosa géstrica, ademas de
que no es cultivable'*’. Asi también, usando librerias de clonas del gen del ARNr 16s de muestras de
23 pacientes, se reporta que la diversidad registrada es mucho mayor de la que se estima en estudios
previos, aunque H. pylori sigue siendo la especie dominante con el 70 % de las clonas'’. Un dato
interesante del estudio lo presentd un grupo de seis individuos, en los cuales no se detecté a H. pylori
por métodos clinicos convencionales, pero si por medio de las librerias, indicando que las pruebas
clinicas tienen una sensibilidad menor al no detectar un bajo nimero o variedad de H. pylori®.

Los distintos criterios taxondémicos, aunado a que solo una porcién de toda la diversidad
microbiana presente en el estdbmago es cultivable, nos plantean la idea de que los resultados
encontrados hasta el momento podrian ser Unicamente el reflejo de la porcién cultivable de las
“Helicobacters” totales dentro de los estomagos, asi como también, que aun falta conocer muchos

elementos para poder entender realmente el papel que juega esta bacteria con el humano.

1.9. H. pylori ;patogeno o biota natural del humano?

Conforme a la literatura actual, para explicar la interrogante H. pylori ;patégeno o biota

natural del humano? se pueden delimitar basicamente dos hipdtesis:
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Hipotesis A, es patdogena siempre y el grado de dano se da por la combinacion de varios
factores. Considera a H. pylori como un patégeno estricto que infecta la mucosa gastrica humana en
una proporcion alta de la poblacion, sin embargo, la infeccion produce en la mayoria una gastritis
superficial asintomatica la cual puede degenerar en gastritis cronica (sintomadtica), ulcera péptica,
linfomas y cancer gastrico. El desarrollo de la enfermedad (o grado de dafio) en cada individuo, es el
resultado de una compleja interrelacién entre factores del hospedero, bacterianos y ambientales™!!”+'%°.

Hipotesis B, es un simbionte y la patogenicidad se debe a un desequilibrio en la microecologia
gastrica que se esta dando en la era moderna. En esta hipotesis, la bacteria se considera principalmente
como un simbionte que ha estado en asociacion con el humano por miles de afios y es en las tltimas
décadas que ha empezado a adoptar un comportamiento patéogeno. El desarrollo de las patologias
crénicas, como la gastritis cronica activa, la ulcera péptica y el cancer gastrico, son el resultado del
rompimiento de una serie de equilibrios tipo Nash, o sistemas evolutivos estables, que se dan en varios

24 . , . .y
: 1.- El microscépico, el cual se presenta por la generacion de

niveles jerarquerizados como son
inmunidad del hospedero (células del sistema inmune) y su neutralizacion para la persistencia por
parte de la bacteria. Las interacciones resultantes de estas dos poblaciones a lo largo de miles de afios
pueden presentarse como persistencia bacteriana activa, en el que necesariamente requiere de una red
de sefiales y controles fisiologicos regulados; 2.- el mesoscopico, el cual es el resultado de las
interacciones a nivel microscopico y se presenta como las caracteristicas anatomofisioldgicas del
tejido o nicho; 3.- el macroscopico, que es la suma de estos dos niveles que se expresan como la
estructura de la poblacion hospedera. Una manera de entender esta idea, es considerar que la
persistencia bacteriana desarrolla junto con el sistema inmune una serie de estrategias evolutivas
estables, las cuales operan simultaneamente en las multiples escalas (microescala, mesoescala y
macroescala), para dar como resultado una homeostasis general que puede ser denominada holobionte,

9,17,18,19,20,21,24

el cual asemeja a lo que en ecologia es denominado comunidad climax . Las principales

ideas entre estas dos hipotesis se resumen en la tabla 1.
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Tabla 1. Ideas y fundamentos de las dos hipotesis sobre la simbiosis o patogenicidad de H. pylori.

Hipotesis A:

Hipotesis B:

1.-Es patogena. En cuanto a un simbionte argumentan
no hay suficiente evidencia.

2.-Siempre hay dafio, pero la intensidad depende de
una combinacion de factores. No considera el tiempo
de aparicion de las enfermedades.

3.-Sistema inmune intenta erradicarla.

4.-Hay que eliminarla (desarrollo de wvacunas y
terapias con antibidticos).

5.-La diversidad de poblaciones de H. pylori dificulta

1.-No hay una distinciéon fija entre simbionte o
patégena, el comportamiento bioldgico es definido por
el contexto ecoldgico.

2.-No siempre hay dafio. Considera la idea de
enfermedades emergentes.
3.-Persistencia  bacteriana: requiere  coexistencia

gobernada por un equilibrio (intercambio de sefales
para mantener una coevolucion entre sistema inmune y
microorganismo).

4.-No hay que eliminarla indiscriminadamente.

predecir el desarrollo de la enfermedad.
5.-La diversidad de poblaciones de H. pylori en
equilibrio evitan el desarrollo de enfermedades
cronicas.

6.-La edad de adquisicion a edad temprana (nifiez)
esta relacionada con el estado socioecondémico bajo, lo
que aumenta el riesgo de ulcera gastrica y cancer
gastrico (estos dos ultimos puntos no explican el | 6.-Adquisicion en edades tempranas
madre/familiares  (transmision  vertical)
persistencia y por tanto relacion simbiotica (estos dos

ultimos puntos podrian explicar el enigma Africano).

por

enigma Africano®). favorece

*El enigma Africano, es una “discrepancia” o “paradoja” de la presencia de un alto nimero de personas colonizadas
en Africa con cepas consideradas altamente virulentas y la baja incidencia de enfermedades como el cancer gastrico.

1.10. ;Qué determina que H. pylori cause enfermedad?

Ambas hipdtesis parecen coincidir que en el desarrollo de las patologias actiian factores
externos. Para el caso de A, la intensidad del dafio va a depender de la combinacion de factores como
son los del hospedero (edad de adquisicion, secrecion de acido, el tipo de respuesta inmune), del estilo
de vida (estado socioecondmico, proximidad con animales, calidad del agua, higiene, la dieta
(especificamente una concentracion alta de sal), fumar, alcoholismo, la disminucion en el consumo de
frutos y vegetales que contienen antioxidantes como vitamina C y —caroteno), asi como la presencia

. . 4,117,1
de cepas bacterianas catalogadas como altamente virulentas®''"'*”.
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Para el caso de B, el desequilibrio de las poblaciones dentro del estomago fue causado
basicamente por el uso desmedido de antibidticos en la era moderna (siglo XX), asi como de factores
que influyeron directamente en la tasa de transmision vertical (mejoramiento higiénico, cambios
conductuales y sociales), la cual es fundamental en bacterias pertenecientes a la microbiota natural del
humano °17-18:19:202124

Coinciden en que la erradicacion de la bacteria es benéfica en pacientes con patologias
cronicas, sin embargo A, no podria considerar el desarrollo de terapias o tratamientos encaminados a
prevenir el desarrollo de las mismas mediante el mantenimiento de las poblaciones bacterianas
estables, como seria el uso de H. pylori como probidtico, o de extractos de plantas con un efecto
atenuante. Sobre este ultimo punto, la dieta parece jugar un papel importante en la aparicion de la
enfermedad, aunque resulta ain muy aventurado decirlo, cabria la posibilidad de que el consumo de
plantas tanto de uso medicinal como comestible pudieran actuar de manera preventiva al desarrollo de
patologias cronicas, mediante el efecto atenuante de las “poblaciones de H. pylori” dentro del

estdmago humano .

1.11. Estudios de plantas con actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori.

Antes del descubrimiento de H. pylori como un agente etiologico de la gastritis cronica y la
ulcera péptica, se creia que estas patologias se debian tinicamente a un desequilibrio entre los factores
defensivos y los agresivos de la mucosa gastrica, causado basicamente por el exceso de acidez, el
estrés, la ingesta de algunos productos como el alcohol, los irritantes y algunos medicamentos™>. Los
estudios de plantas con potencial para aliviar las ulceras eran realizados por lo tanto en modelos de
ulceracion producidos por métodos quimicos y fisicos (ligado del piloro, estrés, administracion de
antiinflamatorios no esteroideos, acido clorhidrico, alcohol) y las actividades que se reportaban tenian

;. . . ., , . 35
que ver Unicamente con efectos gastroprotectores y/o inhibidores de la secrecion de acido™.
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En 1984 Marshall y Warren propusieron que la gastritis y la ulcera péptica eran producidas
principalmente por H. pylori, pero es en afios recientes que se estd buscando una actividad de agentes
derivados de plantas (extractos, fracciones o compuestos puros) con una acciéon directa sobre la
bacteria, asi como también, se han desarrollado modelos animales en los que el dafio es producido

, . . . 82,169,201
Unicamente por su infeccion®>*>

. En el implementado con gerbos (M. unguiculatus) se pueden
lograr tasas de infeccion altas, asi como la induccion de la gastritis cronica activa, metaplasias y
Gilceras gastricas*™?*7*1%2% Ppara el caso de la tlcera duodenal, a excepcion del trabajo realizado por
Ohkusa en 2005 en el que registrd una incidencia del 33 %, hasta el momento no se ha logrado que se
desarrollen claramente en los animales'®. Por otra parte, el cancer gastrico 0 procesos cancerosos
suelen presentarse en una proporcioén baja en los animales, por lo que se ha llegado a plantear que es
atn un mal modelo para el estudio de este tipo de patologias*'%’.

En el caso de los estudios de plantas con actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori en el
que emplean modelos animales, solo han analizado si los extractos o compuestos son capaces de
erradicar a la bacteria dentro del estdbmago, asi como medir algunos parametros de dafio, pero hasta el
momento no existe un estudio en el que se haya evaluado su efecto sobre tlceras pépticas producidas
directamente por la bacteria®’®!-13>-137-13%136.167.207.208209 "Eote yunto es importante, ya que se suele
inferir que los resultados de gastroproteccion de algun extracto o compuesto determinado en modelos
de dafio producido por métodos quimicos o fisicos, serdn iguales en los que el dafio lo induce
unicamente H. pylori. Por lo tanto, es posible que muchos compuestos no tengan el mismo efecto en
los modelos de ulceracion causado por la bacteria y se esté cometiendo un grave error al hacer este
tipo de inferencias. Para el caso del dafio producido por los métodos quimicos, éstos lo producen en
minutos y su duracion es de solo algunas horas o dias, ademas de que los tratamientos se aplican

. . . 8:25,57, 134
minutos antes de inducirlo™""

. Para el caso de las ulceras producidas por H. pylori son el
resultado de un proceso cronico (afios en humanos y meses en animales) y persisten mientras la

bacteria esté presente, ademads, que los tratamientos se tienen que suministrar después de que se haya
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producido la lesion***7%14%-167:203 "por otra parte, también se han desarrollado modelos hibridos en los
que se infecta a los animales con la bacteria y se produce la tlcera con distintos acidos **"**!'"® sin
embargo, estos modelos estdn lejos de simular el escenario real donde el dafio es producido
unicamente por H. pylori.

Para el caso de las lesiones producidas por alcohol, acido, asi como por antiinflamatorios no
esteroideos, los principales mecanismos que se analizan y por los que se plantea se lleva a cabo la
gastroproteccion son por tres clases de factores, los funcionales (secrecion de moco alcalino, motilidad
y microcirculacién), los humorales (canales de K' dependientes de ATP, catalasas, superéxido
dismutasa, prostaglandinas y 6xido nitrico), los neuronales (neuronas aferentes sensibles a capsaicina),

2 134
82557132 Ep este respecto el

asi como por la inhibicién de la secrecion de acido o neutralizacion
mecanismo gastroprotector propuesto para el extracto metandlico de la corteza de A. adstringens,
cuando el dafio es causado por etanol, es debido principalmente a que actian estimulando el 6xido
nitrico endégeno, asi como en menor grado a los sulfhidrilos endogenos y las prostaglandinas®. Para el
caso del acido 3a-hidroximasticadienonico, los sulfhidrilos enddgenos son los Uinicos que participan
en el mecanismo gastroprotector”. En el caso de la mezcla de acidos anacardicos de A. occidentale la
gastroproteccion al dafio producido por etanol, es principalmente por mecanismos antioxidantes, ya
que los acidos anacardicos son capaces de restaurar los niveles de sulthidrilos, 6xido nitrico y las
actividades de las catalasas, asi como de la superoxido dismutasa'®*. Asi también, actiian en menor
grado otros mecanismos complementarios que incluyen la activacion de las neuronas aferentes
sensibles a capsaicina, la estimulacion de prostaglandinas endogenas y 6xido nitrico, la apertura de
canales de K dependientes de ATP, asi como el incremento en la microcirculacion gastrica'>”,

El primer reporte que se tiene sobre la busqueda de propiedades inhibidoras del crecimiento de
H. pylori de plantas es el de Cassel-Beraud y colaboradores en 1991 y es a partir de los tltimos cinco

- . . . 32 - , .
afios que este tipo de estudios ha aumentado considerablemente™. Cabe sefialar que en México, no

obstante su gran diversidad bioldgica y su amplia cultura tradicional en el uso de plantas medicinales,
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solo existia un estudio realizado por un grupo de investigadores europeos, sobre algunas plantas
utilizadas en la medicinal maya yucateca, en el cual identificaron extractos de tres especies con
actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori °.

Estudios realizados hasta el 2007 indican que hay un total de 327 plantas estudiadas a nivel
mundial tanto de uso medicinal como comestible y de las cuales el 60.8 % presentan un efecto
inhibidor del crecimiento de H. pylori*>. El principal inconveniente sobre estos trabajos, es que la
mayoria solo se han realizado in vitro y las condiciones que se han utilizado presentan una gran
variacion (tamano del indculo, cepa bacteriana, tiempo de incubacion, falta de uso de antibidticos de
referencia, entre otras) que dificulta la realizacion de un analisis comparativo de efectividad, o la
definicion de un intervalo de inhibicion significativo®>.

Si se compara la eficiencia obtenida con algunos antibidticos de referencia utilizados en los
estudios, solo algunos compuestos puros presentan una eficiencia similar in vitro y de los pocos que se
han probado in vivo, no se ha podido demostrar que erradiquen a la bacteria como lo hace la terapia

.- 2.10,14,89,112,116,122,125,144,150,183,184,185,189,211
que actualmente se utiliza™ ™

. Aln asi, este tipo de estudios son
muy prometedores por varias razones: 1.- Presentan compuestos activos con gran diversidad de
estructuras quimicas, muchas de ellas nuevas y las cuales pueden ser la base para el disefio de
farmacos mas efectivos, 2.- algunos de ellos han mostrado que son capaces de eliminar cepas
resistentes, 3.- pueden reducir los efectos secundarios, 4.- validan cientificamente el uso de plantas
que se utilizan tradicionalmente para gastritis y tlceras y 5) bajo una nueva propuesta, son la base para
el desarrollo de un terapia contra H. pylori mas selectiva, basada en la regulacion de su poblacion, mas
que en su erradicacion’.

De acuerdo a la literatura sobre los estudios de plantas con actividad inhibidora del crecimiento
de H. pylori hasta el momento y considerando a la bacteria inicamente como un patégeno, se pueden

identificar cuatro posibles mecanismos por los que se plantea que las plantas medicinales o

comestibles pueden estar actuando sobre H. pylori y el dafio que esta genera al tejido™:
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1.-Preventivo de la infeccion. En esta categoria tendriamos plantas que se consumen
frecuentemente en la dieta, como algunos frutos y especias que evitan que las personas se
infecten con H. pylori. Un ejemplo de esto se lograria con plantas que contienen cierto tipo de
polisacaridos en abundancia, los cuales se plantea que interfieren directamente con el pegado de
la bacteria a las células epiteliales!®11112:2627:75.77.102.103,107.108.125.153,172.173
2.-Erradicador. Es el principal mecanismo que se ha buscado. Se han descrito diversos agentes
derivados de plantas que presentan esta actividad en estudios in vitro, pero hasta la fecha,
ninguno de ellos ha demostrado que erradiquen claramente a la bacteria in

10,14,89,111,115,122,125,144,150,183,184,185,189,211

Vivo . Aunque hay que sefialar que los compuestos puros

tienen un gran potencial para ser incluidos en la terapia en combinacidon con otros agentes
derivados de plantas o antibidticos comerciales’ '’

3.- Atenuante. En este mecanismo se disminuye el numero de bacterias o se retrasa su
crecimiento. Es el principal efecto que se ha encontrado en los estudios in vivo, principalmente

47,81,135,137,154,156,167,207,208,209 Con base en los resultados

con extractos o mezclas herbales
obtenidos de plantas con actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori in vivo hasta el
momento, se puede proponer que este es el principal modo de accion de las plantas usadas
tradicionalmente sobre esta bacteria.

4.- Protector. Algunos extractos y compuestos son capaces de atenuar el dafio causado por la
infeccion al disminuir la inflamacién y el dafio a la mucosa, pero hasta el momento, no existe un
solo estudio en el que se haya determinado en ulceras producidas por la bacteria
06.135.136.184.185.189.208 "Hay que sefialar que el termino antiulceroso se da décadas antes de aceptar a
H. pylori como el principal agente causal y los mecanismos por los cuales desaparecen las
lesiones se han descubierto empleando modelos de ulceracion producida por métodos quimicos 6
fisicos, asi como también, gran parte de los farmacos antiulcerosos utilizados en el esquema

25,92

clasico, derivan de este tipo de estudios™ . El uso de un modelo adecuado es importante para
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poder determinar si un extracto 6 compuesto puede presentar una actividad antiulcerosa, pero
hay que estar conscientes de que los resultados obtenidos con una u otra metodologia no son
comparables y que es factible que el efecto protector determinado en modelos clasicos, no sea el
mismo en modelos de dafio causado Gnicamente por H. pylori ***°.

Para el caso especifico de las plantas mexicanas que se utilizan para tratar problemas
relacionados con la gastritis y la ulcera, los estudios farmacologicos son pocos y como ya se
menciond, faltan estudios sobre su actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori ***°. Se propone
que 3103 especies de plantas superiores son usadas en la medicina tradicional mexicana y de las
cuales 1024 se usan para tratar enfermedades del tracto digestivo’. Este panorama nos permite tener
un campo de investigacion muy amplio y prometedor sobre el posible efecto inhibidor del crecimiento
de H. pylori de estas plantas.

De este vasto grupo de plantas medicinales, una de la mas utilizada y comercializada para el
tratamiento de la gastritis y la Glcera en nuestro pais, es la corteza del “cuachalalate” (Amphipterygium
adstringens) de la cual se han identificado varios compuestos activos con diversas propiedades
terapéuticas, incluyendo actividades antiulcerosas, antinflamatorias y  gastroprotectoras

8,13,138,140,141,142,152,1 . . .. g er .
’ > 58, pero no hay estudios sobre su posible actividad inhibidora del crecimiento de H.

pylori.

1.12. Amphipterygium adstringens “cuachalalate”.

Es un éarbol dioico endémico de México y Centroamérica perteneciente a la Familia
Anacardiaceae de hasta ocho metros de altura, de tronco torcido y corteza de color moreno grisaceo, la
cual presenta un exudado blanco cremoso extremadamente astringente y de olor picante”'®® (figura 6).
Se usa tradicionalmente contra el céncer, Ulceras, gastritis, lesiones cutaneas, rozaduras de bebes,

golpes, mordeduras o piquetes de animales venenosos, como cicatrizante, para tratar infecciones en la
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vagina, contra el frio, para la caida de la matriz y de ovarios, granos genitales, dolor de estdémago,
infeccion o inflamacion intestinal, para el higado, la vesicula, contra la tifoidea, dolor de muelas,
endurecimiento de las encias, fuegos en la boca, varices, ulceras varicosas, analgésico, contra fiebres
intermitentes, paludismo, calentura, caida del cabello, manchas en la piel, gangrena, diabetes,

o . . 152
antibidtico y para disolver calculos renales’'**.

a b

Figura 6. a, Arboles de “cuachalalate” en los meses de sequia. b, Descortezamiento del
arbol y c. Corteza secada al intemperie que es la forma tradicional como se usa.
(Fotografias tomadas en el mes de mayo del 2005 en el rancho “El Campe6n”, ubicado en
la zona limitrofe entre Morelos y Puebla).

El modo de empleo reportado varia de acuerdo a la zona geogréfica, al tipo de padecimiento y
a la parte utilizada de la planta. El cocimiento de la corteza en agua o simplemente el remojarla hasta
que el liquido tome color, se administra como ‘“agua de uso” para tratar tlceras, cancer de estomago,
gastritis y ciertas lesiones cutaneas, asi como también se aplica en forma de lavados vaginales cuando
se presentan infecciones, caida de la matriz o de ovarios’. En algunos casos se endulza para tratar

padecimientos respiratorios, tos, “inflamacién de las anginas”, resfriados, tuberculosis, enfermedades
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pulmonares’. La ingestion o aplicacion de la resina se utiliza principalmente para tratar los granos,
heridas, llagas o en su caso se pone la corteza en polvo sobre ellas. También la tintura (extraccién con

alcohol 96°) se utiliza como sustituto del “mertiolate''?

, asi como pueden incorporarse algunas gotas
al agua e ingerirse para tratar la gastritis y la tlcera (comunicacion personal).

De la corteza del A. adstringens se han aislado e identificado 20 terpenos, 2 esteroles
(acotilona y [B-sitosterol), una saponina de tipo esteroidal (sarsapogenina), una serie de fenoles de
cadena larga (4cidos y aldehidos anacérdicos) asi como un naftaleno (3-dodecil-1,8-dihidroxi-2-acido
naftico) 7116124138, 140.14L142.166 (00, a 7).

Dentro de las actividades reportadas para la corteza se encuentra el efecto gastroprotector,
cuyo primer estudio realizado en un modelo de ulceras duodenales y gastricas producidas por
indometacina e histamina, fue hecho por Navarrete y colaboradores en 1990, quienes encontraron una
actividad del 11 y 25 % con extractos acuosos a dosis del 4 y 8 %, respectivamente'**. Posteriormente,
se reportd una actividad del 74.5 % a una dosis de 30 mg/K del extracto metandlico sobre ulceras
gastricas producidas con etanol absoluto en ratas y se identificé una fraccion rica en terpenos con una
actividad del 95 % a una dosis de 10 mg/K'*’. En estudios posteriores, se aislaron de dicha fraccion
los compuestos activos que corresponden al 3-sitosterol, a los terpenos acido masticadiendnico, acido
3a-hidroximasticadiendnico y al acido 3-epioleandlico®'*'*!.

La actividad antiinflamatoria se le atribuye al terpeno 3o-hidroximasticadiendnico, el cual es
capaz de reducir el edema en ratones en un 93 % después de 3 h a una dosis de 10 mg/K (modelo de

152
2 En un

edema en oreja de ratas Wistar inducido por TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13acetato)
estudio posterior empleando el modelo con ratones CD1 con edema en la pata inducido por reactivo
de carragenan, se encontr6 activo al extracto acuoso y al metandlico, atribuyéndose el efecto tanto al

acido 3o-hidroximasticadienonico como al masticadienonico con una actividad del 44 % en la

reduccion del edema a una dosis de 100 mg/K'.
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Figura 7. Principales metabolitos con actividad biologica aislados de la corteza del A. adstringens.

La actividad anticancerigena fue ensayada en ratones trasplantados con adenocarcinomas
mamarios, los cuales fueron tratados por siete dias inyectando extractos o fracciones aisladas de la
corteza del A. adstringens. El estudio reveld que los extractos acuosos presentan una actividad
antitumoral del 48 %, mientras que los extractos metanolicos tienen una actividad del 54 %. Al
analizar ambos extractos, se identificaron una gran cantidad de saponinas esteroidales, por lo que se
les atribuy6 el efecto antitumoral. Sin embargo, las saponinas aisladas tuvieron una actividad
antitumoral menor que el extracto completo, indicando que la actividad antitumoral de los extractos
probablemente se deba a un efecto sinérgico, en el que estarian actuando mas de un tipo de saponinas

, o 67,68
u otros compuestos ain no identificados””

. Por otra parte, del extracto acuoso también se aisl6 una
sapogenina (saponina sin residuo de carbohidrato) identificada como sarsapogenina por su espectro en

infrarrojo. Esta molécula no presentd actividad antitumoral, por lo que los autores lo atribuyen al
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hecho de perder el carbohidrato®”®. Los acidos masticadienénico y el 3a-hidroximasticadiendnico se
les ha reportado un efecto citotoxico, el cual fue determinado por el método calorimétrico de MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazolio)'”’. También, varios terpenos, incluyendo al
acido masticadienolico, el 3o-hidroximasticadienolico, asi como derivados de los mismos, muestran el
mismo efecto, pero evaluado en una linea celular de leucemia''®.

Los estudios de actividad antimicrobiana son pocos, pero se ha reportado que el extracto
metandlico inhibe a varias especies bacterianas (Staphylococcus, Vibrio cholerae, Escherichia coli,
Yersinia enterocolitica, Enterobacter aerogenes y Enterobacter agglomerans) con concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) que van de 125 a 200 pg/mI*’. También, se les ha atribuido un efecto
micobactericida (contra Mycobacterium tuberculosis) a los terpenos masticadienénico y al 3a-
hidroximasticadienénico con una CMI de 64 y 32 pg/ml respectivamente'®°.

Una serie de compuestos que han sido ampliamente estudiados (algunos de ellos presentes en
la corteza de A. adstringens) son los acidos anacardicos, los cardoles y cardanoles que suelen
englobarse dentro de un grupo cominmente denominado fenoles de cadena larga (figura 8, tabla 2).

Este tipo de compuestos se encuentran principalmente en géneros pertenecientes a la Familia
Anacardiaceae y en el Ginkgo, aunque también se han reportado en algunos miembros de otras

familias como la Geraniaceae, Myristiceae, Areaceae y Olaceae'''"

. Los fenoles de cadena larga son
diversos, ya que pueden presentar distintas combinaciones en su estructura basica, como son el largo
de la cadena alifatica, insaturaciones y posiciones en las mismas, asi como distintos sustituyentes en el

o1 78.83,111,124
anillo’™™">" ">

. Una fuente importante de fenoles de cadena larga son el fruto y el aquenio de un arbol
originario de Brasil llamado Anacardium occidentale, aunque la principal fuente es el aceite que se
extrae de la cascara de la nuez (353 gr/K) y al que denomina “cashew nut-shell liquid”m’lg8 (figura 8).

Para el caso de la corteza del A. adstringens se han descrito acidos y aldehidos anacardicos'** (figura

7, tabla 7)
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Figura 8. A. Principales fenoles de cadena larga. B Aquenio y fruto de A. occidentale. La nuez
es comestible y en nuestro pais la conocemos como nuez de la india.

Para el caso de los acidos anacardicos se han descrito diversas actividades bioldgicas entre las
que se encuentran el efecto letal sobre el caracol Biomphalaria glabratus (vector de la
esquistosomiasis) y las larvas del escarabajo colorado de la papa Leptinotarsa decemlineata®™'®. Asi
también, una actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Gyrodinium cohnii, Euglena gracilis,
Neurospora crassa, Penicillium griseofulvum, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis,
Propionibacterium acnes, Streptococcus mutans, Brevibacterium ammnoniagenes, asi como contra H.

+46,64,78,93,94,96,171

pylori

Una actividad citotoxica sobre diferentes lineas celulares cancerigenas y

83,95,194

propiedades antioxidantes Por otra parte se ha encontrado que inhiben a las enzimas ureasa,

histidincinasa, xantina oxidasa, lipoxigenasa, tirosinasa, glicerol-3-fosfatodeshidrogenasa,

74.88,96,123
S50 Para el caso de los

prostaglandinsintasa, cicloxigenasa, aldosarreductasa y [ lactamasa
acidos anacardicos Cjs,, Cis.;, Ciso v Cysiz presentan un efecto desacoplante de la fosforilacion

oxidativa de mitocondrias de higado de rata, parecido al del 2,4 dinitrofenol'*”.
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Tabla 2. Diversidad de algunos acidos anacardicos sintetizados y aislados de varias

plantas.
) OH
OH Numero de instauraciones (posicién)
—l: largo de la 0 1 2 3
cadena
5 Q CS:O
8 Q C8:0
10 Q C10:0
11
12 Q C12:0
13 9 C13:0
14 ©Cy4 (6)
15 DCysy OCi51 (8) DPCys52(8,11)  @Cys5 (8,11,14)
r CIS:O 9 C15:1 (8)
9 C15:0
(S C15:0
Q C15:0
16 r C16:0
(S C16:0
17 [ Cizo 8 C 71 (10)  I1Cy72(8,11) T1Cyq3(8,11,14)
8 Cio QC171(8) ZCi728,11) X Cy7;3(8,11,14)
0 Ci7g
2 C 17:1 (8)
18 0O Cisg © Cug,1 (13)
19 r C19:0 r C19:1 (15)
[ Cy9.1 (16)
% Cyo1 (12)
20 Q Cyy © Cy.1 (6)
21 by C2]:l (15 )
22 A Cyy A Cyyq (10)
® C22:0
23 0 Cy
24 A Ciyy A Cyqq (12)
® C24:0

96,197 31,124

®:Anacardium  occidentale I":Amphipterygium  adstringens
9:Ginkgo™**. A:Geranium'”'. TT:Anacardium spondias®**. @:0zoroa insignis,
éster metilicos'''. Z:Spondias bombin®*. Q:Sintetizados**
ligaduras en la cadena alifatica.

. () Posicion de las
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2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo general. Determinar la actividad inhibidora de la corteza de Amphipterygium
adstringens sobre el crecimiento de H. pylori, con la finalidad de identificar extractos y compuestos

activos, asimismo, establecer el potencial terapéutico de la planta.

2.2. Objetivos particulares:

- Disefiar una metodologia estandarizada in vitro que permita obtener resultados confiables para el
analisis de la actividad inhibidora del crecimiento de plantas con reconocido uso etnomédico sobre H.
pylori.

- Determinar la actividad in vitro de diferentes extractos organicos y acuosos de la corteza de A.
adstringens sobre ¢l crecimiento de H. pylori y seleccionar los extractos de mayor actividad biologica.
- Aislar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios de los extractos bioactivos, mediante un
fraccionamiento fitoquimico biodirigido utilizando diversos procedimientos cromatograficos y
monitoreando la actividad bioldgica por el método de cultivo liquido.

- Disefio y montaje de un modelo de infeccion animal empleando jerbos de Mongolia (M.
unguiculatus).

- Establecer el efecto inhibidor del crecimiento de H. pylori de los extractos y compuestos activos in

Vivo, con la finalidad de corroborar su potencial inhibitorio y determinar su capacidad terapéutica.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Material vegetal.

Se obtuvieron 2 K de corteza seca y pulverizada de Amphipterygium adstringens (Schitdl.)
Standl. (Anacardiaceae) en el centro de acopio de plantas medicinales en Jolalpan en el estado de
Puebla. La identificacion taxonomica fue hecha por la M. en C. Edelmira Linares Mazari del Jardin
Botanico de la UNAM vy el especimen tipo fue depositado en la Coleccion Etnobotanica del Herbario

Nacional de México (MEXU) con el nimero 1490.

3.2. Muestras de referencia de la corteza de A. adstringens.

Los 4cidos masticadiendnico, 3a-hidroximasticadienonico y el 3-epioleandlico, asi como el j3-
sitosterol, una mezcla de aldehidos anacardicos y otra de acidos anacardicos, fueron proporcionados
por el grupo de la Dra. Rachel Mata Essayag del Departamento de Farmacia de la Facultad de

Quimica de la UNAM.

3.3. Analisis cromatograficos.

Las cromatografias por adsorcion en columna se realizaron sobre gel de silice (grado 60, malla
50-70 Merck). Los andlisis de cromatografia de capa fina (CCF) se realizaron segun las técnicas
convencionales, utilizando diversos sistemas de eluciéon y cromatofolios de silica gel en placa de
aluminio con indicador fluorescente (grado 60, indicador F;s4 Merck), con espesor de 0.02 y 3 mm.

Las placas se visualizaron bajo luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm) y
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posteriormente fueron asperjadas con vainillina 1 % (Sigma) disuelta en H,SO, y reveladas con aire

caliente.

3.4. Analisis espectrométricos y espectroscopicos.

Los estudios espectroscopicos y espectrométricos se realizaron en la Unidad de Apoyo a la
Investigacion (USAI) del edificio B de la Facultad de Quimica de la UNAM. Los espectros de
resonancia magnética nuclear proténica (RMN'H, 300.2 MHz) y de carbono 13 (RMN'*C, 75.5 MHz)
se generaron en un equipo Varian VXR-300S utilizando CDClIs, los desplazamientos quimicos se
reportan en ppm con referencia al tetrametilsilano (TMS). Para el andlisis de cromatografia de
gases/espectrometro de masas (CG/EM), se utilizaron derivados metilados, para lo cual se uso una
solucion de diazol disuelto en éter etilico, para producir el diazometano, el cual a su vez se dejo
reaccionar con 10 mg de la mezcla de acidos anacéardicos I (mAA-I) por 24 h a temperatura ambiente.
Con esto se obtuvo 11.1 mg de mezcla dimetilada. Posteriormente, las muestras se inyectaron en un
cromatografo de gases Agilent 6890N, con un inyector de muestra automatico Agilent 7683B,
acoplado a un espectrometro de masas Pegasus 4D LECO. La columna es una HP-5MS 10 cm x 180
cm, con grosor de 0.18 cm. Como gas acarreador se uso helio a 1 ml/min. La temperatura programada
fue de 18 a 280 °C. A una energia electronica de 70 eV. Los constituyentes de los acidos anacéardicos
de la mezcla, fueron identificados por comparaciéon con espectros de masas de librerias de

compuestos.

3.5. Microorganismos y condiciones de cultivo.

La cepa de coleccion de H. pylori ATCC 43504 asi como los aislamientos con resistencia a

antibidticos (metronidazol y amoxicilina) fueron proporcionadas por la Dra. Guadalupe Ayala Aguilar
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del Instituto Nacional de Salud Publica de Cuernavaca Morelos. La H. pylori 8823, 8822 y N2 son las
principales cepas que han sido utilizadas por varios anos en el laboratorio de la Facultad de Medicina
de la UNAM. La bacteria denominada como 2, es una bacteria no-H. pylori aislada de biopsia gastrica
humana y la cepa de Escherichia coli utilizada es la NM522.

La cepas Proteus vulgaris ATCC 6808 (ureasa alta) y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(ureasa baja) fueron proporcionadas por la Dra. Graciela Castro Escarpulli del Departamento de
Bacteriologia Médica de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas-IPN.

Los aislamientos Aerococcus urinae, Bacillus brevis, Bacillus sphaericus, Corynebacterium
pseudogenitalium 63, Corynebacterium pseudogenitalium 61, Corynebacterium pseudogenitalium 58,
Staphylococcus simulans 101, Staphylococcus simulans 60 y Candida guillermondii, derivan de este
trabajo y provienen de diversas muestras de gerbos de Mongolia.

Para H. pylori, asi como para los aislamientos se utilizé el medio Brucella (BB) (Difco) y las
bases Casman (Ca) (BBLTM) o Mueller Hinton (MH) (Difco), suplementadas con 5 % de sangre de
carnero desfibrinada (s) (Microlab) o 0.1 % de B-ciclodextrinas (c¢) (Sigma). En algunos experimentos
se agrego un coctel de antibiodticos (plus) para hacer un medio selectivo para H. pylori, que consiste en
7.5 mg/L anfotericina B (Sigma), 3,500 U polimixina B (Sigma), 10 mg/L. vancomicina (Sigma) y 5
mg/L trimetoprim (Sigma). En algunas condiciones se les agrego 0.01 % de rojo de fenol (Sigma) y 6
% urea (Gibco BRL) para hacerlo diferencial con base a la actividad de ureasa.

En el caso de cultivos liquidos de H. pylori asi como de los aislamientos, se incubaron a 37 °C
con una agitacion de 150 rpm en ambiente microaerofilico (10 % CO,) y para E. coli se us6 Luria

Broth e incub6 a 37 °C a 200 rpm en condiciones aerobias.
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3.6. Gerbos de Mongolia y ratones.

Se utilizaron gerbos de Mongolia (Meriones unguiculatus) machos convencionales no
monitoreados de 4 a 8 semanas de edad, provenientes del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias
Meédicas y Nutricion Salvador Zubiran (BINN), asi como de la Facultad de Ciencias de la UNAM
(BFC) y del Hospital Infantil de México, Federico Gomez (BHIM).

Se usaron ratones Balb/c machos de 3 a 4 semanas de edad provenientes del BHIM. Los

protocolos fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la UNAM.

3.7. Métodos de extraccion y separacion de compuestos para la corteza de A. adstringens.

3.7.1. Método de Soxhlet.

30 g de corteza se sometieron a extraccion continua por el método de Soxhlet, con volumenes
de 250 ml de diversos solventes, incrementando la polaridad. Se inicié con éter de petroleo, seguido
por éter anhidro, cloroformo, etanol anhidro y etanol 70 %. Los extractos resultantes se concentraron
en un evaporador rotatorio a una temperatura menor de 50 °C. Al residuo final se le hizo una
decoccidn en agua, la cual se dejo hervir por 10 min, se recuper6 el sobrenadante y se concentrd en

evaporador rotatorio a una temperatura de 80 °C.

3.7.2. Maceracion.

1 K de corteza de A. adstringens pulverizada se coloco en un frasco de 4 L con 2.5 L de éter

de petréleo 6 hexano y se dejo macerar por 3 dias. Después el disolvente se elimind en un evaporador

43



rotatorio a no mas de 50 °C. El disolvente que se recuperd y se reutilizd6 para hacer de 2 a 3
extracciones mas cada 24 hrs.

El extracto acuoso de la corteza de A. adstringens se obtuvo por decoccion de 50 gr de corteza
utilizando agua corriente y 5 minutos de ebullicion. El extracto se filtro con papel (Whatman No 1),
centrifugo6 a 30,000 rpm durante 10 minutos y posteriormente se liofilizo.

Para el extracto metandlico se uso la misma cantidad de material vegetal, macerandolo por dos
dias con 400 ml de metanol. El extracto se concentr6 en el evaparador rotatorio y al mismo material se

le repitid la operacion tres veces mas.

3.7.3. Cromatografia en columna y en capa fina preparativa.

Columna 1: 8 mg de extracto de éter de petréleo obtenido por maceracion de la corteza se

fraccionaron en una columna de 10 x 0.5 cm utilizando gel de silice como adsorbente. Se eluyd con un

gradiente de hexano/AcOEt con volumenes de 3 ml cada uno y colectando fracciones completas para

las polaridades 7:3, 6:4, 4:6 y 3:7, mientras que las demas se hicieron de 0.5 ml (tabla 3).

Tabla 3. Fraccionamiento por cromatografia en columna 1.

Sistema de elucion Proporcion Fracciones
Hexano 100 1
Hexano-AcOEt 7:3 2
Hexano-AcOEt 6:4 3
Hexano-AcOEt 4.5:5.5 4-6
Hexano-AcOEt 5:5 7-9
Hexano-AcOEt 4:6 10
Hexano-AcOEt 3.7 11
AcOEt 100 12
A+ 100 13

El A+ se refiere a una fraccion extra, la cual corresponde al lavado con
AcOEt de la resina que quedo en la columna.
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Columna 2: 4 gr de extracto de éter de petroleo extraido por maceracion y preabsorbido previamente
en 4 gr de silica, se fraccionaron en una columna de 2.4 cm x 53 cm empacada con 85 gr de gel de
silice. Se eluyd con un gradiente de hexano/AcOEt con volumenes de 35 ml cada uno, colectando

fracciones de 3 a 6 ml (tabla 4).

Tabla 4. Fraccionamiento por cromatografia en columna 2.

Sistema de elucion Proporcion Fracciones Fracciones
finales
Hexano 100 1-43
Hexano-AcOEt 90:10 43-86 F-1.C2
Hexano-AcOEt 80:20 86-107
Hexano-AcOEt 80:20 108-123 F-II:C2
Hexano-AcOEt 60:40 124-134 F-III:C2
Hexano-AcOEt 60:40 135-146 F-1V:C2
Hexano-AcOEt 60:40 147-170
Hexano-AcOEt 50:50 171-214 F-V:C2
Hexano-AcOEt 30:70 214-235
AcOEt 100 236-256

Cromatografia en placa fina preparativa (CCFP): Las fracciones de la columna 1 se agruparon
de acuerdo al patron de corrimiento similar en CCF. Posteriormente se colocaron en lineas de 5 mm
en dos placas de 0.02 mm de espesor y se eluyeron en un sistema con AcOEt. Una de las placas se
reveld con vainillina y sirvio de base para marcar la otra en varias regiones, las cuales a su vez se
rasparon y resuspendieron en 1 ml de AcOEt. Los compuestos se recuperaron centrifugando las
muestras a 14, 000 rpm por 1 min y evaporando el sobrenadante a una temperatura que oscilé entre los
50-70 °C. Los compuestos se diluyeron en 4 ml de DMSO y ocuparon 10 pl para el bioensayo de

actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori en cultivo liquido.

45



3.8. Bioensayos para determinar la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de muestras

de referencia, extractos y fracciones.

3.8.1. Calculo de la actividad minima inhibitoria de los extractos acuosos por el método de

dilucion en agar (DA).

El método de dilucién en agar (DA) es el recomendado por la CLSI/NCCLS (Clinical and
Laboratory Standards Institute) para el célculo de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
antibidticos contra H. pylori. En este estudio se siguieron parcialmente las recomendaciones y se
utilizé Ginicamente para el extracto acuoso (tabla 5 y figura 9). La CMI se define como la cantidad

minima necesaria del extracto o compuesto para logra inhibir el crecimiento de la bacteria.

Preparacion del agar con extractos:

- Se pesaron 4.2 gr de agar MH para cada concentracion a probar y se depositaron en recipientes de
vidrio con tapadera metélica, a los cuales se les incorpor6 una barra magnética.

- Se disolvieron en 170 ml de agua bidestilada caliente y se esterilizaron a 121 °C por 21 minutos.
Cada uno de los medios se enfrio en recipientes con agua aproximadamente a 4 °C y se mantuvieron
en agitacion constante.

- Antes de que el medio se enfriara se les incorpord 0.2 gr, 0.14 gr, 0.1 gr y 0.05 gr de los distintos
extractos liofilizados disueltos previamente en 20 ml de agua estéril, para obtener las concentraciones
finales de 250 pg/ml, 500 pg/ml, 700 pg/ml y 1000 pg/ml™*

- Una vez que se disolvieron los extractos, se les agregd 10 ml de sangre de carnero desfibrinada
fresca y se vaciaron en cajas de Petri 2 Y ®. Se dejaron incubar 12 h a 37 °C para quitar el exceso de

humedad y descartar la aparicion de contaminaciones.
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Figura 9. Metodologia empleada para determinar la actividad
inhibidora del crecimiento de H. pylori preliminar de plantas.

Preparacion de la bacteria y ensayo:

- La cepa de H. pylori ATCC 43504 almacenada en viales de 200 pl a -80 °C se sembro por tapete en
una caja de agar MH-s a 37 °C en condiciones microaerofilicas, por aproximadamente 24 h*. Bajo
estas condiciones de crecimiento se observo un tapete bacteriano uniforme y translucido, el cual se
cosecho en un tubo de 25 ml, con 2 ml de medio de cultivo MH-c. Posteriormente se midid en el
espectrofotometro realizando una dilucion 1/10 (100 pl del cultivo mas 900 ul MH) a una Agsonm Y
ajusto a 0.1,

- Para realizar la prueba, de nuestro tubo de cultivo con H. pylori a 0.1 D.Oggonm S€ sembraron por
tapete 100 pl por caja con las distintas concentraciones de extractos. Después se incubaron en

ambiente microaerofilico a 37 °C de 3 a 10 dias para determinar la CML"¢
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Notas:

*1- En algunos casos en las concentraciones altas no se disuelven, por lo que se tienen que calentar
ligeramente en el mechero.

*2- Cuando un medio estd muy caliente y se le agrega la sangre, esta se quema y las cajas se observan
de un color més oscuro. Si estd muy fri6 se forman grumos y la concentracion de los extractos ya no
es la deseada.

*3- 200 ml de medio rinden aproximadamente 7 cajas Petri de 8.3 cm.

*4 - Este tiempo de crecimiento puede variar. La CLSI/NCCLS recomienda un subcultivo de 72 horas,
pero en nuestro caso vimos que en un menor tiempo de incubacion las bacterias son mas viables.

*5- A 0.1 de D.O.g60nm S€ tienen de 107-10® CFU/0.1 ml. Esto es calculado por cuenta viable.

*6 - Tres dias es lo que recomienda la CLSI/NCCLS pero en nuestro caso se observaron a los 3, 7y

10 dias.

Tabla 5. Condiciones recomendadas por la CLSI/NCCLS para determinar la sensibilidad a
antibioticos de H. pylori por el método de dilucion en agar.

Medio Agar Mueller-Hinton suplementado con 5 % de sangre
envejecida de 2 0 mas semanas.

Inéculo 1x10"- a 1x10® UFC/ml (Opacidad de 2, McFarland,
obtenido de un cultivo con 2 dias de crecimiento en medio
solido).

Incubacion 35 °C en atmosfera microaerdbica

Lectura 3 dias

Cepa control H. pylori ATCC 43504

Antibidticos de Amoxicilina, ciprofloxacina, claritromicina, metronidazol y

referencia tetraciclina.

Tomado de Clinical and Laboratory Standart Institute/ National Committee for Clinical
Laboratory Standart 2005*.

3.8.2. Calculo de la actividad minima inhibitoria de extractos y compuestos por el método de

cultivo liquido (CL).

El método de cultivo liquido (CL) se utilizé para los extractos metandlicos o de polaridades

menores, asi como para las fracciones y compuestos puros (figura 9).
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Preparacion de la bacteria, extractos y compuestos:

- Se utilizé la cepa ATCC 43504 la cual se almacenaba en viales de 200 pl a -80 °C. Se tomaron de
dos a tres viales y se resuspendieron en un matraz nefelométrico de 120 ml con 50 ml de medio MH-c-
plus™, hasta obtener una absorbencia de 40 unidades Klett (UK) (1 ml de cultivo directo Aggo = 0.2)"%.
Posteriormente se colocaron en la estufa con un agitador a 150 rpm, a 37 °C y en condiciones
microaerofilicas. Se dejo crecer aproximadamente 15 h o hasta que alcanzara 50 UK (1 ml de cultivo
directo Agpo= 0.27), que corresponde al inicio de la fase logaritmica.

- Los extractos y compuestos se disolvieron en DMSO ™.

Ensayo

- En tubos de ensayo estériles de 18 cm x 2 cm con tapa metalica se agregaron 3 ml de medio * MH-c,
de acuerdo al nimero de condiciones experimentales, teniendo en cuenta incluir controles con DMSO.
- De cada condicion experimental o control se agregd la cantidad necesaria de la muestra a analizar,
para obtener la concentracion final deseada y posteriormente se midid la Aggp inicial de 1 ml de cultivo.

- Se dejaron incubando en ambiente microaerofilico a 37 °C y 150 rpm, de 18 (exponencial tardia) a
25 horas (estacionaria) y se midio la Ao finat de 1 ml de cultivo.

- Una vez obtenidas dos mediciones, se obtuvieron las CMI por las diferencias obtenidas entre el

cambio de D.O. de los controles y los grupos experimentales .

Notas:
*1- Deben de estar perfectamente resuspendidas, no deben de quedar grumos.
*2- El volumen inicial del cultivo va a depender del nimero de condiciones experimentales que se

utilicen, pero siempre ajustar a 40 UK.
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*3- El medio no debe de sobrepasar el 1 % de DMSO porque una concentracion mayor afecta al
crecimiento de las bacterias.

*4- No deben de agregarse mas de 4 ml de medio ya que no se agitan bien y no llega suficiente aire a
las bacterias.

*5- Hay que sefialar que con este método la sensibilidad de los antibidticos comerciales disminuye

notablemente.

3.8.3. Calculo de la actividad minima bactericida de la mezcla de acidos anacardicos contra H.

pylori

Se siguieron los mismos pasos que para el calculo de la CMI en cultivos liquidos. De los 2 ml
de cultivo que quedaron después de la primera lectura, se tomaron alicuotas de 100 ul para realizar
cuenta viable aproximadamente cada cuatro horas, hasta llegar a 25 h de incubacién o mas.

El medio utilizado para la cuenta viable fueron cajas de agar Ca-c, las cuales se dejaron
incubando por 10 dias. Después de este tiempo se cuantificaron las colonias y se obtuvieron las
UFC/ml. Con este dato se pudo calcular la concentracion minima bactericida (CMB), la cual se define

como la concentracidon minima a la cual se mata el 100 % de las bacterias.

3.9. Analisis de la actividad bacteriolitica de la mezcla de acidos anacardicos por microscopia

electronica de transmision.

Cultivos de H. pylori de 3 ml en medio MH-c con 50 UK se les agreg6 la mAAref a
concentraciones finales de 12.5, 30 y 50 pug/ml. Se tomaron alicuotas de 0.1 ml de las concentraciones
de 50 pg/ml a los tiempos 0.5, 1 y 2 h; para 12.5 y 30 pug/ml a los tiempos 8 y 18 h, asi como para el

control con DMSO a los tiempos 0, 8 y 18 h.
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Para fijar las bacterias se centrifugaron las alicuotas en tubos de plastico nuevos de 1.5 ml a
6,000 rpm por 5 min. Posteriormente la pastilla se resuspendio en 100 pl de glutaraldehido al 3 %
recién preparado frio y se aforé a un volumen de 1 ml. Antes de haber transcurrido 12 h se procesaron

en la Unidad de Microscopia Electronica del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

3.10. Analisis de toxicidad.

3.10.1. Citotoxicidad de la mezcla de acidos anacardicos determinado por el método de MTT en

linfocitos humanos.

La evaluacion de los efectos citotoxicos de la mezcla de acidos anacardicos, se llevo a cabo en
linfocitos humanos de sangre periférica y se determind por el método colorimétrico de MMT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazolio):

- Los linfocitos se obtuvieron de una muestra de sangre de un donante en condiciones asépticas.

- En un tubo de 15 ml se afiadi6 una parte de ficoll (histopaque) y dos partes de sangre.

- Se centrifugaron a 2000 rpm por 25 min, se tomo el anillo de linfocitos y se agregaron a un tubo
nuevo con 10 ml de medio RPMI1640 (sigma).

- Se centrifugaron a 1,200 rpm por 7 min y se quité el sobrenadante hasta dejar un volumen de 0.5 ml.

- Posteriormente se agregaron 2 ml de medio RPMI1640 (sigma) y se ajustd la soluciéon a una
concentracion de 1x10° células/ml con 10 % de suero fetal bovino inactivado.

- Se sembraron en cajas de 96 pozos 200 pl de suspension celular (2 x 10° células/pozo).

- La mezcla de acidos anacérdicos se determind a concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1, 1, 5, 10 y 50
pg/ml en un volumen final para cada una de 200 pl. Se dieron tiempos de incubacién de 3, 24 y 48 h

por triplicado.
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- El bromuro difeniltetrazolio se disolvié en PBS 1X a una concentracién de 5 pug/ml y se esterilizd
por filtracion. Se agregaron 20 ul en cada pozo después de trascurrido el tiempo de incubacion con la
mezcla de acidos anacardicos y se incubaron por 3 h mas a 37 °C.

- Posteriormente se agregaron 100 pul de DMSO por pozo para disolver los cristales y se leyd la
Asasnm.

- Con los datos se calcula el porcentaje de viabilidad, en los que se considera el 100 % al control

tratado unicamente con DMSO.

3.10.2. Analisis de toxicidad aguda de los extractos de A. adstringens por el método de Lorke.

Se determind la toxicidad aguda de los extractos acuoso, metanolico y hexanico de la corteza
de A. adstringens. En la primera etapa se usaron tres animales por condiciéon como lo marca el
método, a concentraciones de 10, 100, 1000 mg/k, asi como el vehiculo. Con base en los resultados
obtenidos en la segunda etapa se usaron las concentraciones de 1600, 2900 y 5000 mg/k. El volumen
de inoculacion maximo fue de 0.7 ml. Los extractos acuosos se disolvieron en agua corriente, los
hexanicos y los metandlicos en aceite de canola. En las concentraciones altas en las que no se lograba

solubilizar se agregd Tween 80 al 0.2 %.

3.11. Analisis de la presencia de compuestos activos de la corteza de A. adstringens en extractos

acuosos.

Se analiz6 la presencia de los terpenos dcido 3o-hidroximasticadiendnico y masticadienonico,
asi como de la mAA en dos extractos acuosos preparados de la manera tradicional y recomendados

para tratar la gastritis y la ulcera.
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Meétodo 1: 6 trozos de corteza se maceraron por 12 h en 400 ml de agua corriente.

Meétodo 2: 6 trozos de corteza se hirvieron por 5 min (decoccion) en 400 ml de agua corriente.

Para ambos casos, la mitad del extracto se centrifugd a 30,000 rpm durante 10 minutos y filtrd
(papel filtro Whatman # 1), mientras que la otra solamente se decant6. Posteriormente, se liofilizaron
y al producto final se extrajo con 200 ml de éter de petrdleo, el cual se elimind posteriormente usando
un evaporador rotatorio. Los distintos extractos se analizaron utilizando CCF y comparando con

muestras auténticas de acido 3a-hidroximasticadienonico y masticadienonico, asi como de la mAA.

3.12. Relacion estructura-actividad de fenoles de cadena larga.

Usando el método de CL se determinoé la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de
los siguientes compuestos a las concentraciones de 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml, disueltos en
DMSO por duplicado:

Anillos: &cido benzoico (242381 Sigma-Aldrich), acido salicilico (247588 Sigma-Aldrich),
acido parahidroxibenzoico (H2005 Aldrich), aldehido parahidroxibenzoico (S356 Aldrich) y acido
galico (G7384 Sigma).

Compuestos relacionados: vainillina (V-2375 Sigma), 4cido cinamico (C80857 Aldrich), 4cido
caféico (C0625 Sigma).

Cadenas: los alquenos trans 2-hexenal (13265Aldrich) y trans 2-octenal (269956 Aldrich), los
alcanos hexanal (115606 Aldrich) y octanal (05608 Aldrich).

Fenoles de cadena larga: la mezcla de acidos (mAAref) y aldehidos anacardicos (mAL) son las

muestras de referencia originales que nos proporcionaron.
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3.12.1. Separacion de la mezcla de acidos anacardicos de referencia por cromatografia liquida

de alta presion HPLC.

100 mg de mAAref se sometieron a separacion por HPLC utilizando una columna C18 de 25
cm x 0.4 cm y 5 micras de particula (Beckman), con un gradiente de elucion isocratico de
acetonitrilo/agua. Por el tamafio de la columna, la muestra se dividié y corrié diez veces. Los picos
fueron colectados en fracciones para ser concentradas en el evaporador rotatorio y posteriormente se

. . . . 1 1 . s 7
liofilizaron. Solo a 5 picos se les realiz6 RMNH' y/o "*C para su caracterizacion.

3.13. Desarrollo de un modelo animal de infeccion por H. pylori en M. unguiculatus.

3.13.1. Inoculacion de los animales.

Los animales se mantuvieron en el BINN con agua acidificada (pH 2.3-2.4) y alimento
genérico para roedores en cama de aspen de Alamo (Shaven de Northwestern). Para el caso de los
animales del BHIM toda la metodologia se realizd en las instalaciones del Hospital Infantil De
México, Federico Gomez.

- Siete dias antes de la inoculacion se trasladaron al Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de la UNAM a jaulas con un sistema anticoprofitismo (piso con malla metalica 0.8 cm?). Se
mantuvieron en estas condiciones hasta alcanzar el tiempo de infeccion.

- Se dio un tiempo previo a la inoculacion de 24 h con acceso inicamente a agua estéril.

- De un tapete bacteriano incubado 24 h en cajas de agar MH-s se ajustd a 0.2 Agoonm €n BB para
obtener una suspension con 10° UFC/0.5 ml.

- Se inocularon por medio de una canula metalica 0.5 ml de la suspension anterior por cada animal y

se mantuvieron en ayuno 4 h mas.
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- Se repitieron estos pasos tres veces (0 mas), dejando intervalos de 20 h.

- Se dio un tiempo de infeccion de cinco semanas a dieciocho meses.

- Posteriormente, los animales se dejaron en ayuno por 24 h y se sacrificaron por dislocacion cervical.
- Se extrajo el estomago y abrid por la curvatura mayor, después se raspd con un estilete la mucosa y
se resuspendi6 en 2 ml de medio BB-c.

- Se tomaron 0.1 ml y se realizaron diluciones seriales de 1/2 y 1/5 hasta 1x10"® en un volumen de 1
ml.

- Posteriormente se sembraron en cajas de agar Ca-s suplementada 7.5 mg/L anfotericina B (Sigma),
3,500U polimixina B (Sigma), 10 mg/L vancomicina (Sigma) y 5 mg/L trimetoprim (Sigma).

- Al cabo de 7 a 10 dias de incubacion se seleccionaron aquellas colonias que podrian corresponder a
H. pylori y se les determiné la actividad de ureasa, oxidasa y catalasa, asi como también se les

examind al microscopico optico tinéndolas con Gram.

3.13.2. Grupos experimentales.

Grupo |. Trece gerbos machos provenientes del BINN se dividieron en tres grupos, uno control
con 3 animales y dos experimentales con 5 animales respectivamente. Uno de ellos se inocul6 con H.
pylori ATCC 43504 y el otro con el aislado gastrico M2. Se dio un periodo de infeccion de cinco
semanas.

Grupo Il. Cuatro gerbos del BINN con 10 semanas de haber sido inoculados con H. pylori
43504, se reinocularon seis veces mas con un cultivo de la misma cepa pero que sobrepasaba las 10°
UFC. Se dieron dos semanas mas de infeccion y analizé la presencia de H. pylori por la Prueba
Répida en Disco de Papel (PRDP).

Grupo Ill. Se realiz6 un andlisis histolégico de 3 animales provenientes del BINN con 9

semanas de infeccion con H. pylori ATCC 43504 y 3 provenientes del BFC. A cada laminilla se le
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incorpord un corte de biopsia de paciente infectado con H. pylori como control positivo y se tifieron
con Hematoxilina-eosina y Warthin-Starry.

Grupo IV. Un total de 80 animales se inocularon con la cepa H. pylori ATCC 43504 y se
mantuvieron en el BHIM durante un tiempo de infeccion de 18 meses. A 11 animales se les determind
la infeccion por un analisis macroscépico del tejido, prueba rapida en urea (PRU) y cultivo aplicando
la PRDP. Se emplearon 9 animales inoculados unicamente con medio de cultivo, como controles

negativos.

3.14. Prueba rapida en disco de papel (PRDP).

Transferencia de las colonias al papel y actividad de ureasa. Con un aspersor para
cromatografia se aplico en un disco de 8.3 cm de papel filtro del nimero 1 (Whatman) una solucion
que contenia 0.02 % de azul de bromotimol (Merck 3026), 0.05 % de rojo de fenol (Sigma 114529) y
6 % de urea (Gibco BRL 15505), ajustada a un pH de 3 a 4.

El disco se dejo secar por 40 segundos y se coloco sobre la placa con cultivo hasta que volvid a
humedecerse, posteriormente se desprendid y se registro la actividad de ureasa de las colonias en el
disco, la cual es positiva cuando forman un halo de color rosa alrededor de las mismas.

Determinacion de la actividad de oxidasa. En el momento de realizar la prueba se prepard una
solucion de 0.25 % tetrametilfenilendiamina (Sigma T7394) en agua (reactivo de Kovacs), la cual se
asperjo sobre otro disco de papel con las mismas caracteristicas que el anterior. Sin dejar que se secara
por completo se colocod sobre el disco que se utilizo para determinar la actividad de ureasa, del lado
donde se encuentran las colonias teniendo cuidado de no presionar. Se dejaron reaccionar 15 segundos
y se separaron. En el disco donde se dio la actividad de ureasa se determiné la formacion del patron de
reaccion (PR) mostrado por las colonias de H. pylori, el cual se caracterizo por la formacion de un

halo rosa con un centro azul.
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Determinacion de la actividad de catalasa. Esta prueba se realizo tinicamente en las colonias
ureasa-oxidasa positivas, en las cuales se agregd una gota de peroxido de hidrégeno a la vez que se
realiz6 el conteo de colonias. La reaccion de catalasa fue positiva cuando se presentd la formacion de
burbujas en los primeros dos segundos. Los pasos de la prueba se encuentran ilustrados y detallados

en la figura 10.

Figura 10. Cuadrante | muestra los elementos que integran la PRDP, donde la letra A corresponde al
disco impregnado con la solucion para determinar la actividad de ureasa. La letra B corresponde al
disco impregnado con la solucion para determinar la actividad de oxidasa. La letra C hace referencia
mediante un gotero a la solucion de perdxido de hidrogeno para determinar la actividad de catalasa y
por ultimo la letra X indica la placa de agar con antibioticos selectivos para H. pylori, donde fue
inoculada la muestra y después de varios dias de incubacion contiene colonias diversas, incluyendo de
H. pylori. El cuadrante Il muestra los pasos a seguir para realizar la prueba de ureasa: los numeros 1y
2, muestran la colocacion del disco A sobre la placa de agar X con las colonias bacterianas para
conseguir su transferencia al disco A; el nimero 3 representa el paso de la separacion del disco A con
las colonias bacterianas; y el numero 4, indica en el disco A, la formaciéon de halos de color rosa
intenso Unicamente en las colonias con actividad de ureasa alta como es H. pylori. El cuadrante 11l
muestra los pasos a seguir para realizar la prueba de oxidasa, donde los numeros 1 y 2, esquematizan
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lo colocacién del disco B sobre el disco A donde ya se determiné previamente la actividad de ureasa;
el nimero 3 esquematiza la separacion de los discos quedando en el disco B las colonias con actividad
de oxidasa baja, mientras que en el numero 4 muestra en el disco A, solo aquellas colonias con
actividad de oxidasa alta las cuales viran a color azul, pero tinicamente las de H. pylori presentan un
halo rosa, lo que en conjunto da el patron de reaccion para distinguir a las colonias de H. pylori. El
cuadrante IV esquematiza la determinacion de la actividad de catalasa, que consiste en agregar una
gota de peroxido de hidrégeno a las colonias del disco A que muestren el patron de reaccion y asi
corroborar por la tercer prueba que sean colonias de H. pylori, a la vez que se cuantifican. La
produccion de burbujas de la colonia en los primeros segundos se considera como ureasa-oxidasa-
catalasa positiva.

3.14.1. Aislamiento de microbiota del M. unguiculatus.

De dos gerbos del BFC se obtuvieron las siguientes muestras: el estbmago y el ante-estomago
asi como el bolo alimenticio de cada una de estas regiones, 2 cm de duodeno de la porcion cercana al
piloro y 40 mg de excremento fresco colectado del intestino grueso. Las muestras fueron
homogenizadas en 2 ml de medio BB sin antibioticos y se realizaron diluciones seriales de 1 ml 1/2 (a
excepcion del duodeno (1/5) y excremento (1/10)). 0.1 ml de estas diluciones se sembraron en placas
de agar MH-s. Después de siete dias de incubacion se obtuvieron los aislamientos y se realizd una

seleccion preliminar con base a la morfologia y tincion de Gram.

3.14.2. Determinacion de actividad de ureasa, oxidasa y catalasa de los aislamientos con la

PRDP.

Los aislamientos seleccionados se ordenaron en cuatro grupos de acuerdo a la velocidad de
crecimiento de las colonias: G1= 12 h, G2= 24 h, G3=48 h y G4=> 48 h. Alrededor de diez muestras
por caja, se sembraron por punto en agar MH-s sin antibidticos y fueron incubadas en ambiente
microaerofilico, para el caso de G1 por 12 h y para G2-G4 por 24 h. Cada caja se hizo por triplicado y

se le aplico la PRDP.
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3.14.3. Determinacion del patron de reaccion de colonias ureasa y/o de oxidasa positiva en la

PRDP.

Aquellas bacterias que presentaron actividad de ureasa y/o de oxidasa positiva se les analiz6 el
PR que presentaba una colonia individual, para lo cual se sembraron por agotamiento en cajas de agar

MH sin antibi6ticos. Se dejaron incubar de 12 a 48 h y se les aplico la PRDP.

3.14.4. Identificacion de algunos microorganismos aislados del M. unguiculatus.

Se seleccionaron ocho aislamientos bacterianos que mostraron una actividad de ureasa, los
cuales fueron identificados por la Dra. Graciela Castro Escarpulli del Departamento de Bacteriologia
Médica de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas-IPN. Inicialmente se designaron con base al
criterio de Cowal y Steel en el grupo bacteriano al que pertenecian e identificaron posteriormente por

lTM

el método miniaturizado BBL Crystal © GP-ID. Para el caso en particular de algunas colonias no

bacterianas se utilizo el método miniaturizado API-20 C AUX.

3.14.5. Determinacion del numero de H. pylori agregadas a muestras de estomagos de M.

unguiculatus utilizando la PRDP.

Cinco gerbos provenientes del BFC se dejaron en ayuno por 24 h y se les extrajo los
estobmagos teniendo cuidado de desechar el antestdmago. Posteriormente, a cada uno de ellos se les
raspd la mucosa con una cdnula metalica y junto con los restos del estbmago se homogenizaron de
manera independiente en cinco tubos con 2 ml de medio BB, los cuales contenian a su vez 106, 104,

10°,10* y 0 UFC de H. pylori (figura 11). Para el conteo en placa se realizaron diluciones seriales de 1
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ml 1:10 sembrando 0.1 ml en placas MHs-plus, Cas-plus y Cac-plus por triplicado. Se incubaron por

cinco dias y se determino el nimero de UFC/estomago mediante la aplicacion de la PRDP.

3.14.6. Aplicacion de 1a PRDP a muestras de agua corriente.

A un cultivo de H. pylori ATCC 43504 ajustado a una Agponm de 0.1, se le realizaron diluciones
seriales 1/10 hasta 10 en muestras de agua corriente de la Ciudad Universitaria de la UNAM, para
simular muestras con 100, 1000 y 10,000 UFC/ml de H. pylori. Cada una de las diluciones se
sembraron por triplicado en cajas de agar Ca-s suplementada con 3,500 U polimixina, 10 mg/L
vancomicina, 7.5 mg/LL anfotericina y 5 mg/L  trimetoprim. Se incubaron en condiciones

microaerofilicas por 7 dias y se aplicé la PRDP.

Figura 11. Diagrama de recuperacion y cuantificacion usando la PRDP de H. pylori en
estomagos en el que se les agregod la bacteria en diferentes cantidades.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Desarrollo de una metodologia in vitro para determinar la actividad inhibidora del

crecimiento de H. pylori de plantas.

Un problema que presentan los estudios de plantas con actividad inhibidora del crecimiento de
H. pylori a nivel mundial, es la falta de una metodologia in vitro estandar, que permita sefalar un
resultado significativo, asi como realizar comparaciones de actividad entre distintos grupos de

335 A este respecto, en algunas publicaciones se han empezado a considerar las

trabajo
recomendaciones hechas por el CLSI/NCCLS™, sin embargo presentan el inconveniente de que estan
disefiadas para el analisis de solo algunos antimicrobianos y no para extractos complejos o fracciones
derivados de plantas, para los cuales no siempre son adecuadas, como se demuestra con los resultados
que mas adelante se presentan49,62,76,l13,143,145,146,178,210.

Dentro de este contexto, uno de los objetivos particulares del presente proyecto, planteaba la
implementacion de un bioensayo in vitro que estandarice las metodologias utilizadas para determinar
actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori en extractos de plantas. Después de investigar y
probar los diversos métodos reportados en la literatura, se logr6 establecer una metodologia apropiada
que permite conocer de una manera confiable si una planta es activa, en comparacion con otras
metodologias que se han empleado hasta el momento®>'%114113.143.146

En nuestro grupo, la busqueda de actividad in vitro se basa en un criterio etnobotanico y
consiste en analizar la actividad de los extractos acuosos con el método de DA y los metandlicos con
el de CL. Aunque antes de esta tesis se empezO a utilizar para otros trabajos realizados en el
laboratorio, en ninguno de ellos se explica el fundamento del disefio, el cual de manera breve toma en

- 34,69,84
cuenta los siguientes puntos™ """
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1.- El modo de empleo tradicional de las plantas medicinales utilizadas para tratar la gastritis y la
ulcera es unicamente por via oral.

2.- Los tipos de extractos a analizar son el acuoso y el metandlico, ya que para el caso del primero es
la principal forma de uso, mientras que el segundo se consideré porque en algunos casos se reporta el
uso de tinturas extraidas con alcohol.

3.- Con base a los resultados obtenidos en este estudio, el método de DA resulto ser adecuado para
determinar la actividad inhibidora del crecimiento de extractos acuosos y el CL para extractos
metanolicos. Es importante sefialar que ambas metodologias son independientes y no son
comparables.

4.- El intervalo de inhibicion significativo: la concentracion maxima probada para cada método es
diferente, ya que esta en funcion de la méaxima solubilidad alcanzada por los extractos en los
disolventes empleados, que son agua (1000 pg/ml) y DMSO (500 pg/ml). La definicion de los
intervalos de inhibicidon siguen siendo alin arbitraria y se basaron en la mayor y menor actividad
registrada para un total de 120 extractos analizados®~*%,

5.- Debido a la alta sensibilidad que presenta H. pylori in vitro y a la variacion entre cepas: se sigue la
recomendacion de la CLSI/NCCLS para determinar la sensibilidad de antimicrobianos sobre la cepa
de coleccion ATCC 43504, a un nimero de 10°UFC, asi como la incorporacion de dos antibiéticos de
referencia, la amoxicilina por tener la CMI més baja y el metronidazol por la CMI mas alta registrada.
No se utiliza el método de McFarland para ajustar el nimero de bacterias y se sustituye por el conteo
en placa, el cual permite conocer el nimero de bacterias viables. También, dicha comision recomienda
el uso de medios suplementados con sangre envejecida, sin embargo esto afecta a la viabilidad, por lo
cual en el bioensayo de DA usamos sangre fresca. Asi también, se recomienda leer las placas al cabo
de tres dias pero la metodologia estandarizada en este trabajo sefiala la lectura de placas hasta los 10

dias.
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Bajo estas condiciones experimentales la corteza de A. adstringens presenta una actividad
moderada, tanto para el extracto metandlico (250 pg/ml) como para el acuoso (500 pg/ml). Durante el
analisis de 106 extractos de plantas que se utilizan para tratar desordenes gastrointestinales en la
medicina tradicional mexicana, se encontraron varias con una mayor actividad in vitro, sin embargo a
pesar de esto se trabajo con la corteza de A. adstringens® (anexo articulo), ya que es una de las

principales plantas usadas en la medicina tradicional mexicana para tratar la gastritis y la tlcera.

4.2. Separacion e identificacion de compuestos inhibidores del crecimiento de H. pylori de la

corteza de A. adstringens.

4.2.1. Método de Soxhlet.

Como primer paso para separar e identificar los compuestos activos de la corteza de A.
adstringens, se realizo una extraccion continua basandonos en un estudio hecho por Gonzalez y
Delgado en 1962%". El material seco y pulverizado se extrajo con éter de petroleo, seguido por éter
anhidro, cloroformo, etanol anhidro, etanol 70 % y agua (figura 12). Al analizar la actividad de los
extractos en CL, los mdas activos resultaron ser los extractos de éter de petrdleo y anhidro, con
inhibiciones del 92 al 101 % a concentraciones de 16 y 160 pg/ml respectivamente (figura 13). Los
unicos en los que se pudo calcular una CMI, fueron el extracto de éter de petroleo con 160 pg/ml y el
extracto acuoso con 166pug/ml. También, se registrd una actividad del 75 al 95 % de inhibicion con
166 ng/ml de los extractos de cloroformo, etanol 70 % y etanol anhidro.

La actividad mostrada por los extractos de éter y cloroformo, nos indican que €l o los
compuestos activos se pueden extraer mayoritariamente con este tipo de solventes. Asi como también,

la CMI de 166 pg/ml mostrada por el extracto acuoso estaria indicando la presencia de compuestos
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polares activos. Al respecto hay que senalar que uno de los problemas que se tuvo al intentar analizar

los extractos acuosos en CL, es que a concentraciones altas, la turbidez de los mismos afecta la

medicion en el espectrofotdmetro, de tal manera que en este experimento en particular, no se puede

concluir si dicha actividad es debida a este efecto o a compuestos que solo se pueden extraer en agua.

30gr CORTEZA
SECA
Y MOLIDA
SOLUBLE EN ETER | RESIDUO |
DE PETROLEO |
SOLUBLE EN | RESIDUO |
ETER ANHIDRO |
SOLUBLE EN | RESIDUO |
CLOROFORMO

SOLUBLE EN
ETANOL ANHIDRO

| RESIDUO |

SOLUBLE EN
ETANOL 70%

| RESIDUO |

SOLUBLE
EN AGUA

|RESIDUO I

Figura 12. A: Diagrama de flujo de los pasos de la extraccidon continua con diferentes
solventes. B: Aspecto de las fracciones y su rendimiento.

Para ver si esta inhibicion tuviera algin grado de especificidad para la bacteria, también se

determino la actividad de las fracciones sobre E.coli NM522, a una concentracion maxima de 166

pg/ml. Los resultados mostraron que Gnicamente el extracto de etanol anhidro y el de etanol 70 %

presentaron una inhibicion del 47.9 y 21.6 %, respectivamente (Datos no mostrados), lo cual sugiere

una cierta selectividad de los extractos para inhibir a H. pylori, aunque no se debe de descartar que

esto puede ser debido a que H. pylori es una bacteria de dificil crecimiento lo que la hace mas sensible

in vitro, con respecto a E. coli.
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Figura 13. Efecto inhibidor del crecimiento de H. pylori de las fracciones obtenidas a partir
de la corteza de A. adstringens, usando un método extraccion continua. e-p: éter de petroleo,
e-a: éter anhidro, clo: cloroformo, eta-a: etanol anhidro, eta 70 %: etanol 70 % y acu: extracto
acuoso. Para este experimento se utilizo la cepa H. pylori ATCC 8823.

4.2.2. Fraccionamiento en columna y CCFP.

Con este resultado se procedi6 a la separacion de los componentes activos presentes en un
extracto de éter de petréleo, mediante un fraccionamiento en columna (columna 1). Se colectaron un
total de 13 fracciones (figura 14a), las cuales se recromatografiaron en dos placas y se eluyeron con
AcOEt (figura 14b y c). Una de las placas se reveld con vainillina (figura 14b) y se usé como base
para dividir a la otra en 16 regiones de acuerdo al patron de elucion de los compuestos (figura 14c¢). La
actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de cada una de estas regiones se determin6 en CL,
encontrandose una zona con la mayor inhibicion en el bioensayo (85.7 %) el cual se denominé region
7 (figura 15). También se registro una actividad del 30 % en la region rica en terpenos (region 2),

indicando que existen otros compuestos activos (figura 15).
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Figura 14. Placas cromatograficas de las 13 fracciones. A eluida con
hexano/AcOEt 8:2 y B con AcOEt, reveladas con vainillina. C. Placa
eluida con AcOEt sin revelar y en la cual se recuperaron los compuestos
divididos en 16 regiones (nimeros rojos) usando como base la placa B.

Cabe sefialar que con esta metodologia en la que se recuperan los compuestos directamente de
la placa, se analizan principalmente los mayoritarios o los mas activos y cabe la posibilidad de que
existan otros que por estar en una concentracion menor, no se hayan aislado en cantidades apropiadas.

Asi también, no es recomendable para analizar compuestos termolabiles como se demostrdé en un
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trabajo previo con la amoxicilina, la cual pierde por completo la actividad al ser sometida a este

1
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Figura 15. Actividad anti-H. pylori de las 16 regiones obtenidas de la placa sin revelar de la
figura 14C. Para éste experimento se utilizo la cepa H. pylori ATCC 8823.

A partir de un extracto de éter de petroleo y mediante cromatografia en columna (columna 2)
se obtuvieron 40 mg de una fraccion (F-I1:C2) que contenia el compuesto region 7 parcialmente puro
(figura 16). Para comprobar que la actividad se debe unicamente al compuesto region 7 y no a los
componentes minoritarios, una porcion se purifico por CCFP y se determiné la actividad inhibidora
del crecimiento de H. pylori en CL. Unicamente fueron activas la F-II:C2 completa y el compuesto
region 7 puro. Posteriormente, 10 mg de la F-II:C2 se metilaron para volatilizar la muestra en el
cromatografo de gases y realizar el analisis de masas.

En cuanto a la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de A. adstringens como se
indico anteriormente no se habia investigado, sin embargo, los acidos anacardicos aislados del fruto y
del aquenio de un arbol originario del Brasil llamado A. occidentale (“maraiién o nuez de la india”)

.o .. . 96 . .,
inhiben el crecimiento de la bacteria™. Con este antecedente, se infirid que los compuestos de la
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region 7 podrian ser acidos anacardicos, por lo cual se realizd una colaboracion con el grupo la Dra.
Rachel Mata de la Facultad de Quimica de la UNAM, quienes identificaron por primera vez este tipo

de compuestos en la corteza de A. adstringens'*.

\

Figura 16. Placas de CCF revelada con vainillina de la fraccion
F-II:C2 que muestra a los compuestos region 7 (flechas) en
varios sistemas de elucion con hexano/AcOEt. A 9:1, B 7.3 y C
1:9.

La comparacion en CCF de los compuestos region 7 con una muestra de acidos anacardicos de
referencia (mAAref), asi como el andlisis de espectrometria de masas, confirmaron que se trataba de
una mezcla de 4cidos anacardicos. El andlisis de CG/EM de la fraccion F-II:C2 (referida de aqui en
adelante como mezcla de 4acidos anacardicos I (mAA-I), indicé que estaba constituido por cinco
acidos anacardicos, cuatro con cadenas saturadas de Cs.o (46.8 %), Cic.0 (7.2 %), Ci7.0 (29.9 %), Ci90
(7.5 %) y uno con una monoinsaturada de C9.;; (8.6 %), proporciones similares con la de referencia
previamente reportada (tabla 7). Cabe sefialar que el andlisis quimico fue hecho por el Dr. José Fausto

Rivero Cruz del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM.
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4.3. Actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de compuestos de referencia de A.

adstringens.

Con el objetivo de establecer la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de otros
compuestos presentes en la corteza, se evaluaron muestras de referencia (adcidos masticadienonico, 3-
ohidroximasticadienonico, 3 epioleanolico y mAAref, asi como el [(-sitosterol y los aldehidos
anacardicos (mAL)) comparandolos con la actividad de dos antibidticos comerciales, la amoxicilina y
el metronidazol, utilizando el método de CL (figura 17).

El B-sitosterol, los 4acidos 3-epioleanolico, 3a-hidroximasticadienonico y el masticadiendnico,
se han descrito como los responsables de la actividad gastroprotectora (en un modelo de ulceracion
con métodos quimicos) y para los dos ultimos también de la antinflamatoria®'>'#*-141-14215%1358 ")
unico que mostrd una actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori fue el acido 3-epioleandlico
con una CMI de 200 pg/ml (figuras 18 y 19). Este tipo de compuestos que presentan una actividad
contra la bacteria, complementado con un “efecto gastroprotector”, los hemos denominado
compuestos duales y son muy importantes, ya que uno de los principales problemas que se tienen con
las terapias de erradicacion de H. pylori, es que entre mas agentes se incluyan, mas efectos
secundarios, razon por la cual este tipo de compuestos pueden ayudar a reducirlos, ya que se requiere
de un solo medicamento capaz de actuar a varios niveles. Por otra parte, el 4cido 3-epioleandlico, se
identificé por CCF en la fraccion rica en terpenos (region 2), por lo que la actividad de la fraccion

completa, puede deberse principalmente, o en parte a este compuesto (figura 16).
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Figura 17. Cromatoplaca revelada con vainillina de las muestras de referencia aisladas de la
corteza de A. adstringens. La mezcla de acidos anacardicos vira ligeramente a un color café,

no obstante la de aldehidos no revela y solo se puede ver mediante luz UV. Eluida con
hexano/AcOEt 8:2.
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Figura 18. Actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de los compuestos de
referencia de la corteza de A. adstringens. mAAref: mezcla de acidos anacardicos de
referencia. mas: 4cido masticadiendnico. alfa: 4cido 3a-hidroximasticadienonico. S: [-
sitosterol. La cepa de H. pylori utilizada en este ensayo fue la ATCC 43504.
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Figura 19. Comparacion de la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de tres
compuestos provenientes de la corteza de A. adstringens. mA Aref: mezcla de acidos anacardicos
de referencia. mAL: mezcla de aldehidos anacardicos. epi: 4cido 3-epioleandlico. Antibiodticos de
referencia, metro: metronidazol y amox: amoxicilina.

La mAAref mostr6 una CMI de 10 pg/ml la cual es relevante al compararse con los
antibidticos metronidazol, que con 300 pg/ml logré una inhibicion del 89.9 % y amoxicilina con 0.1
pg/ml el 90 % (tabla 6). Hace unos meses Morais y colaboradores (2010) reportaron que la mezcla de
acidos anacardicos obtenidos del A. occidentale también presenta un fuerte efecto gastroprotector en
ratones con dafio inducido por etanol, por lo cual, este tipo de compuestos puede considerarse también
como dual**.

Otros compuestos que también resultaron activos fueron los de la mAL, con una CMI de 6.25

pg/ml (figura 19). Para este experimento la mA Aref se presentd entre 12.5 y 25 pg/ml, no obstante, es
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relevante destacar que la mAL mostrd el mayor efecto de los tres compuestos activos, ya que sigue

inhibiendo el 48 % con 3.25 pug/ml y el 30 % con 1.56 pg/ml (figura 19).

Tabla 6. Efectividad de la mezcla de 4cidos anacardicos del A.
adstringens con respecto a antibioticos comerciales.

Compuesto pg/ml | % de inhibicion
mAAref 16 *112.3
mAAref 10 109
mAAref 2 48.33
Metronidazol 300 89.8
Amoxicilina 0.1 90.4

La cepa de H. pylori utilizada fue la ATCC 43504. * La inhibicion
mayor al 100 % es debida a un proceso de lisis de la bacteria por
parte del compuesto.

En cuanto a la actividad registrada para las dos mezclas de acidos anacéardicos del A.
adstringens (mAAref y la mAA-I) no se encontraron diferencias importantes en su actividad, ya que
ambas presentan CMI que van de 10 a 20 ng/ml y cabe sefialar que las proporciones de los distintos
acidos anacardicos en ambas mezclas es casi idéntica. Esta situacion es diferente cuando se comparan
con los 4cidos anacardicos del A. occidentale previamente reportados’® (tabla 7).

La principal diferencia radica en el tipo de acidos anacardicos que contienen estas plantas, para
el caso del A. adstringens son mayoritariamente de cadenas saturadas y presenta un grupo de cadenas
de mas de 15 atomos de carbono. Para el caso del A. occidentale, las cadenas estan restringidas a 15
atomos de carbono y son mayoritariamente insaturadas. Kubo en 1996 determind la actividad
inhibidora del crecimiento de H. pylori de los acidos anacardicos de A. occidentale, concluyendo que
el Cys, es inactivo, que la eficiencia aumenta entre mas instauraciones presente y que cadenas mas

largas de 15 atomos disminuyen la actividad’®. La CMI encontrada (200 a 400 pg/ml) para sus acidos
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anacardicos mas activos es de 100 a 200 veces menor que la obtenida con sus antibidticos de
referencia. La CMB del compuesto mas activo el C;s.3, fue de 800 pg/ml, la cual no es significativa.
La mAAref y la mAA-I evaluada contra H. pylori contiene de 48 al 50 % del C;s, y el resto
son principalmente anacardicos saturados y de cadenas mayores de 15 atomos de carbono,
caracteristicas que de acuerdo a los resultados de Kubo, deberian de ser inactivos. Nuestros
experimentos indican que son activos con una CMI de 10 pg/ml y una CMB de 16 pg/ml. Estos
resultados sugieren que los acidos anacardicos del A. adstringens son mas efectivos que los del A.
occidentale y que posiblemente la actividad se debio Unicamente a los anacardicos de cadenas

mayores de 15 atomos de carbono que corresponden al otro 50 % de la mezcla.

Tabla 7. Fenoles de cadena larga del A. occidentale y de A. adstringens.

Fenoles de cadena larga Anacardium occidentale | Amphipterygium adstringens
“marainon” “cuachalalate”
C15¢0 (trazas) [> 800] C]s;o (50%)* (468%)
Cis1 (16.95%) | [400] Cis0 (6.4%)* (7.2%)
Acidos anacirdicos Cis2 (16.33%) | [200] Ci70 (28.8)* (29.9%) | [10]{16}
Cis3 (62.83%) [[2001{800} |Cio (8.5%)* (7.5%)
Cho:1 (6.4%)* (8.6%)

Cis, (trazas)

Cardanoles Cisq (15.32%)
Cis2 (16.57%)
Cis3 (61.45%)
Cis, (trazas)

Cardoles Cisa (1.37%)
Cisa (13.53%)
Ciss (84.55%)

Aldehidos anacardicos Ciz.0 (50%)
CZO:O (35%)
C22:0 (15%)
Entre paréntesis se sefiala el contenido en porcentaje del fenol de cadena larga determinado en el
aceite de la cascara de la nuez (“cashew nut-shell liquid”) del A. occidentale por HPLC'” y de la
corteza de A. adstringens por CG/EM. Con un asterisco mAAref '** y mAA-I*®. La actividad
inhibidora del crecimiento de H. pylori solo ha sido determinada para los acidos acanacardicos

del A. occidentale” y para la mAA del A. adstringens™. [ ]: CMI ug/ml y { }: CMB pg/ml.
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4.4. Actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de los acidos anacardicos y extractos

mediante el método de DA.

Una diferencia importante entre los dos estudios es el bioensayo que se utilizo para determinar
la actividad, para el caso del A. occidentale se realizo en DA (placas multipozos) y para el A.
adstringens se utilizé el CL. Para esclarecer si la actividad de la mAA del A. adstringens era mas
efectiva que la del A. occidentale, se determino su efecto utilizando el método de DA y siguiendo las
recomendaciones de la CLSI/NCCLS con la cepa de coleccion ATCC 43504, asi como con seis
aislamientos gastricos de pacientes mexicanos.

Bajo este método, la mAAref fue inactiva a la maxima concentraciéon de prueba (CMI >250
pg/ml) (tabla 8). Al observar las cajas de agar, se aprecia la mAAref completamente precipitada
(figura 20), por lo cual concluimos que el método de DA no es adecuado para determinar la actividad
de compuestos poco polares, como son los acidos anacéardicos y que las diferencias encontradas con el
trabajo de Kubo en 1996, son debidas basicamente a este punto y no a las diferencias en la estructura
quimica de los compuestos. Para corroborar que el cultivo liquido es un buen método para estudiar la
actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de los acidos anacardicos, se probd el efecto del
acido anacardico 15:0 (Calbiochem) el cual result6 activo con una CMI de 5 pg/ml.

Estos resultados indican que no se ha explorado totalmente el potencial de los acidos
anacardicos contra la bacteria y aun faltan estudios para concluir que parte de su estructura es
determinante para la actividad. Por otro lado, se han reportado otros fenoles de cadena larga aislados
de estas plantas a los cuales no se les ha determinado su efectividad como son los cardoles,

cardanoles, asi como derivados metilados entre otros.
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Figura 20. Baja solubilidad de la mAAref en las placas de agar MH-s. A: control con DMSO.
mAAref a 250 pg/ml (B), 125 pg/ml (C) y 62.5 pg/ml (D).

También, se determiné la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori del extracto de éter
de petroleo en DA, en este caso los medios también presentaron un aspecto grumoso, aunque los
precipitados eran menos evidentes. El extracto resultd activo con todas las cepas probadas, pero con
diversos grados de inhibicion y nunca se logré una actividad como la que presenta el extracto en CL
(tabla 8 y figura 13). Un dato interesante es que las cepas LA-M1, LA-M4 y LA-M6 se inhiben en
presencia del extracto de éter de petroleo, no asi por la mAAref, indicando que existen otros

compuestos activos mas solubles en el medio. Tabla 8.

Tabla 8. Actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de extractos y mAAref con una

cepa de coleccion y seis aislamientos gastricos.

CEPA DE H. pylori CMI pg/ml

43504 |LA-M1 |LA-M2|LA-M3|LA-M4 |LA-M6 |LA-MA2
Extracto acuoso 500 500 250 <125 250 250 500
Extracto con éter de 500 125 500 500 250 125 500
petroleo
Mezcla de acidos >250 | >250 | >250 | >250 >250 >250 >250
anacardicos
Metronidazol 75 353 <8.8 75 <8.8 35.5 75
Amoxicilina 0.05 | 0.025 | 0.025 | 0.025 | 0.025 0.05 0.1
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Aunque la actividad mostrada por el extracto acuoso en CL no siempre es repetitiva a lo largo
de varios experimentos, en DA presenta una CMI clara, ademas de que con este método se pudo
determinar la actividad a una concentraciéon maxima de 1000 pg/ml. Al igual que el extracto de éter de
petroleo, el acuoso también muestra distintos grados de actividad dependiendo de la cepa bacteriana,
la cual se registro en un intervalo de <125 a 500 pg/ml (tabla 8). De manera general, los aislamientos
resultan ser mas sensibles que la cepa de coleccion tanto a los extractos como a los antibiodticos de
referencia, esto ultimo a pesar de que son cepas identificadas como resistentes al metronidazol, a
excepcion de la ultima que también lo es a la amoxicilina (tabla 8). Por otra parte la actividad
mostrada por ambos extractos es mucho menor a la presentada por los antibidticos de referencia, por

lo que es necesario analizar si dicho efecto puede considerarse relevante mediante los estudios in vivo.

4.5. Presencia de compuestos activos en extractos acuosos de la corteza de A. adstringens.

La actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de los compuestos presentes en la corteza
de A. adstringens complementan los estudios previos de la planta y con los cuales se busca justificar el
uso tradicional que se la da. Bajo este contexto, es importante sefialar que en el presente trabajo
también se selecciond a la especie objeto de estudio con base en el criterio etnobotanico. Los
biensayos preliminares se realizaron a partir de extractos acuosos que es lo que emplea la gente para el
tratamiento de la gastritis y la ulcera péptica, por lo cual, es importante cerciorarse que los compuestos
activos se encuentren en dichos preparados. Para responder a esto, se realizaron una serie de
experimentos en los cuales se encontrd que tanto la mezcla de acidos anacardicos, como los terpenos,
solo se extraen con solventes de polaridades menores al etanol y en ninguno de los extractos acuosos

analizados por CCF se lograron identificar (datos no mostrados).
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La principal forma tradicional de uso de la corteza de A. adstringens para el tratamiento de
gastritis y/o ulcera es por decoccidon o maceracion en agua, por esta razon se diseflo un experimento en
el que se reprodujeron las condiciones utilizadas por los dos métodos tradicionales (figuras 21B y D),

incluyendo también la metodologia empleada en este trabajo (figuras 21 A y C).

Fvy A
G pedazos de corteza » MACERLACION
en 400 ml de agua 12hrs . gy
Decanta B | ) jofiliza y extrae con e-p
—F¢ C
B pedazos de corteza
N D_ECOCCl_ON
en 400 ml de agua Hizrve Smin D
—Decanta

Figura 21. Dos formas de preparacion tradicional de la corteza de A. adstringens para el tratamiento
de la gastritis y la tlcera. Se utilizan pedazos de corteza que se extraen por maceracion y decoccion en
agua. En ambos casos, la mitad se centrifuga y se hace pasar por un papel filtro # 1 y la otra mitad
solo se decanta. El material obtenido se liofiliza y se extrae posteriormente con éter de petrdleo y se
identifican los compuestos por CCF.

Los terpenos asi como la mezcla de acidos anacéardicos se presentan unicamente bajo las
condiciones de decoccion de la corteza entera en agua, sin centrifugar ni filtrar (figura 22 carril D). La
decoccion en agua facilitdé que se desprendieran pequefias porciones de la corteza y al no filtrarla ni
centrifugarla se pudo extraer los compuestos activos con el éter de petroleo, a partir del liofilizado. A
simple vista este resultado es l6gico y de alguna manera obvio, ya que la gente no filtra ni centrifuga,
sin embargo en ninguna condicion se pudo determinar el rendimiento de las extracciones con éter de
petroleo, ya que la cantidad era escasa. Aunque no se hizo un analisis cuantitativo, parece dificil que
se logren alcanzar las dosis necesarias para el efecto gastroprotector/antiinflamatorio y alin mas para

que logren erradicar a H. pylori dentro del estbmago humano.
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Figura 22. A: Cromatoplaca de los extractos de éter de petrdleo del experimento de la
figura 21. Eluida con hexano/AcOEt 7:3 y revelada con vainillina. X = Control: corteza
extraida con éter de petroleo. Maceracion: A = centrifugado y filtrado. B = Decantado.
Decoccion: C = centrifugado y filtrado. D = Decantado. Compuestos de referencia, 1:
acido 3o—hidroximasticadienonico, 2: acido masticadienonico, 3: mezcla de acidos
anacardicos y 4: B-sitosterol. B: Presencia de saponinas en el extracto acuoso las cuales
se infiere por la formacion de espuma al agitarse.

Otra posibilidad para poder ingerir dichos metabolitos es por medio del uso de tinturas
extraidas con alcohol, las cuales son incorporadas al agua pero esto no es muy utilizado para la corteza
de A. adstringens. De tal manera que tienen que hacerse mas estudios y determinar si la concentracion
de estos compuestos en el extracto es significativa para afectar la viabilidad de H. pylori o mostrar un
efecto gastroprotector y/o antiinflamatorio. Con base en todas las observaciones realizadas es posible
inferir que es poco probable que los compuestos activos descritos hasta este momento en la literatura
para la corteza, los esté ingiriendo la gente por via oral.

Por otra parte, es interesante sefialar que el extracto acuoso de la corteza centrifugado y
filtrado, en el cual no hay ninguno de los compuestos activos antes mencionados, muestra una
actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori con un CMI de <125 a 500 pg/ml en DA (tabla 8).

Gonzélez y Delgado en 1962 reportaron que el mayor componente presente en el extracto acuoso son
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las saponinas de tipo esteroidal (figura 22B)®’. De Leo y colaboradores en 2006 encontraron una serie
de saponinas triterpénicas con actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori aisladas de la corteza
de Pteleopsis suberosa, por lo cual es posible que la actividad encontrada en el extracto acuoso se
deba a este tipo de compuestos™. Es importante realizar mas estudios al extracto acuoso, ya que los
compuestos con actividad bioldgica reportados hasta el momento (algunos de ellos se estan
incluyendo como controles de calidad en la Farmacopea Mexicana) no estan presentes en el

mismo™*>1*°.

4.6. Actividad bactericida de la mezcla de acidos anacardicos.

Para el célculo de la concentracion minima bactericida (CMB) se realizd cuenta viable de
cultivos liquidos, con diferentes tiempos y concentraciones de la mAAref. Bajo esta metodologia el
valor de la CMB es de 16 pug/ml y se logra la maxima actividad a un tiempo aproximado de 18 h, asi
también, no se registro un efecto del dcido masticadiendnico usado como control negativo (figura
23A). Con una concentracion de 25 pg/ml el efecto bactericida se logra a un tiempo de 15 h y con 50
pg/ml se observo a la primera medicion realizada, que fue de 3 h (figura 23B).

A concentraciones menores de 12.5 pg/ml (2 y 10 pug/ml) se observa un claro efecto de tipo
bacteriostatico ya que el numero de bacterias se mantiene relativamente constante al menos hasta 23 h
que fue el tiempo de la Gltima medicidén y en el que se registro ain bacterias viables (figura 23 A y B).

Por otra parte la CMB registrada para la amoxicilina fue de 0.1 pg/ml en un tiempo de 23 h 'y

para el metronidazol de 250 pg/ml en 8 h (figura 23B).
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Figura 23. Cinéticas del efecto bactericida de la mAAref del A. adstringens,
masticadienonico y los antibidticos de referencia metronidazol y amoxicilina.
mAAref = mezcla de 4cidos anacérdicos de referencia. El tiempo 0 equivale al inicio
de la fase logaritmica del cultivo. Las graficas corresponden a dos experimentos
realizados por separado.

80



4.7. Actividad bacteriolitica de la mezcla de acidos anacardicos.

Para el caso de las dos mezclas de acidos anacardicos (mAAref y mAA-I) al realizar los
bioensayos en cultivos liquidos se observo un posible proceso de lisis bacteriana, ya que al final del
tiempo de incubacion y a concentraciones altas, la absorbencia era mucho menor de la que presentaba
el cultivo inicial y la cual se veia reflejada en el registro de actividades inhibitorias mayores del 100
%. De tal manera que se analizaron los cambios morfologicos que experimentaban las bacterias a
diferentes concentraciones de la mAAref, mediante microscopia electronica de transmision.

Las bacterias tratadas con DMSO (control) y con 12.5 ug/ml de la mAAref, no mostraron un
cambio en la morfologia monitoreado hasta un tiempo méaximo de incubacion de 18 h. En las
preparaciones se observaron bacilos curvos de diferente tamafio, con una estructura integra (figura 24
A, B y C, D), asi como en algunos campos se logro observar algunas estructuras esféricas, que se
pueden apreciar con mayor claridad en las figuras 24 A y D.

Para el caso de las bacterias tratadas con una concentracion de 30 pg/ml de la mAAref a los
mismos tiempos de incubacion (8 y 18 h) se aprecia en las micrografias que los bacilos pierden su
estructura, haciéndose cortos y redondeados, también, se observan las mismas estructuras esféricas
que en las dos condiciones anteriores, en mayor proporcion y diversidad de tamafos (flechas en figura
24EyF).

El cultivo tratado con 50 pg/ml de la mA Aref, se monitore6 a un tiempo maximo de 2 h. En un
tiempo de 30 minutos de incubacion se pueden apreciar bacilos cortos y curvos, los cuales presentan
areas en las que se ha perdido el citoplasma (flechas punteadas figura 24 G), asi como también, se
logra apreciar la aparicion de algunas figuras esféricas mucho mas pequeias (flechas figura 24 G). En
un tiempo de 2 h la morfologia de los bacilos es menos clara y se logra apreciar varios de ellos en

proceso de lisis (flechas punteadas figura 24 H y aumento de la 25 C), no obstante las estructuras
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esféricas se mantienen en una proporcion baja (flechas figura 24 H). Al examinarse con un mayor
aumento las estructuras esféricas, se observo que correspondian a membranas vacias, donde inclusive
se pudo observar la bicapa lipidica (figura 25 A y B).

Si se comparan las curvas para el calculo de la CMB (figura 23) y la morfologia de la bacteria
(figuras 24 y 25), se pueden identificar la existencia de dos efectos, uno bacteriostatico que se presenta
cuando se somete a concentraciones menores de 12.5 pg/ml, en el cual la morfologia de la bacteria no
se altera, pero si se ve atenuado su crecimiento y otro bacteriolitico, que se da a concentraciones
mayores de 30 pg/ml, en el que la bacteria sufre un proceso de lisis. Este efecto se observa en los
cultivos tratados con esta ultima concentracion, los cuales presentan una gran cantidad de estructuras
esféricas de diversos tamafios (flechas en figura 24 E y F). Cabe sefalar que en algunos campos de las
micrografias de controles tratados Unicamente con DMSO y con 12.5 pg/ml de la mezcla, se
observaron algunas estructuras liticas, las cuales pueden atribuirse a la lisis “natural” debida a la
agitacion y manejo de los cultivos. Por otra parte, la proporcion de estas estructuras fue menos
evidente a una concentracion de la mezcla de 50 pg/ml, pero se observan los campos con menor
numero de bacterias y es comun la presencia de bacilos, captados en pleno proceso litico, lo que nos
habla claramente de un efecto directo sobre la pared celular y/o la membrana bacteriana, a
concentraciones altas de la mezcla.

De tal manera que se pueden sugerir dos posibles mecanismos de accion, el primero
relacionado con el efecto bacteriostatico, en el cual la molécula de acido anacardico entra a la célula
bacteriana, e interfiere con varias rutas metabolicas que retrasan la duplicacion. Para el caso del efecto
bactericida de tipo bacteriolitico, los resultados sugieren un mecanismo de accion que afecta la
membrana o la pared celular directamente. Por otra parte, al tratarse de una mezcla, puede ser que
cada uno de estos efectos sea atribuido a compuesto en particular, por lo que resulta importante

analizar el efecto de cada uno de manera individual.
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Figura 24. Micrografias electréonicas de transmision. Efecto de tres concentraciones de mAAref en la morfologia de H. pylori. Aumento 8000 x.
Flechas en E y F, sefialan estructuras esféricas. Flechas en G y H sefalan figuras esféricas de menor tamafio que en E y F, asi como las flechas
punteadas a bacilos cortos y curvos, los cuales presentan areas en las que se ha perdido el citoplasma. Estas micrografias son tomadas de un

experimento posterior al de la figura 23, es por eso que la concentracion de 25 pg/ml no aparece.

83



Figura 25. Micrografias electronicas de transmision. A: aumento de 25,000x de la preparacion
original, ubicando la zona marcada en recuadro de la figura 24 F. B: Aumento de 100,000x de la
preparacion original, ubicando el recuadro A. C: Muestra un bacilo en proceso de lisis a un aumento
de 25,000x de la preparacion original, ubicando del recuadro de la figura 24 H.

4.8. Citotoxicidad de los acidos anacardicos y toxicidad aguda de extractos.

Es importante que la actividad de los compuestos activos, incluyendo la actividad bactericida
de la mAA sea lo mas especifica posible sobre la bacteria y que no afecte la viabilidad de las células
humanas. Para el caso de la mAA del A. adstringens, Acevedo y colaboradores (2006) reportaron que
el 6-nonadecil 4cido salicilico (Cj9.), uno de los acidos anacardicos menos abundantes de la mezcla
(8 %) presenta un efecto citotoxico, determinado por el ensayo de microntcleos en eritrocitos

policromaticos de sangre periférica de raton’.
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En este trabajo se evalu6 la toxicidad de la mAAref utilizando el método colorimétrico de
MTT el cual se fundamenta en la reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5
difeniltetrazolio a formazan purpura mediado por las deshidrogenasas mitocondriales de células
viables. Dicha actividad se determind en células mononucleares de sangre periférica humana, a
concentraciones de 0.01 a 50 pg/ml, en las cuales no se afecta la viabilidad en los tiempos de 3 y 24
h, aunque se presentd un ligero efecto no dosis dependiente a las 48 h (tabla 9).

Asi también, los extractos acuosos y hexanicos de la corteza de A. adstringens no mostraron
una toxicidad aguda bajo el método de Lorke, registrando una LDsy de >5,000 mg/K. Para el caso del
extracto metandlico no se determind, ya que no se pudo solubilizar en ninguno de los vehiculos
probados. Estos datos estan acordes con estudios recientes sobre la determinacion de pardmetros de
seguridad de plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana, en las que se clasifica a A.

adstringens como una planta no toxica*>"'>.

Tabla 9. Viabilidad de linfocitos tratados por 48 h
con mAAref.

[mA Aref] final

% de viabilidad

pg/ml
0 100
0.01 92.9
0.05 92.5
0.1 87.4%
0.5 90.2*
1.0 93.7
5.0 87.0%
10.0 91.7*
50.0 92.2%

t de Students. *P< 0.05.
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4.9. Relacion estructura actividad de fenoles de cadena larga.

Como se menciond, aun no se ha estudiado claramente la relacion de la estructura de los
acidos anacardicos (al igual que de otros fenoles de cadena larga) con la actividad inhibidora del
crecimiento de H. pylori. Para el caso de la corteza de A. adstringens se han descrito ademas una
mezcla de aldehidos anacardicos (mAL) (figura 17 y tabla 7), los cuales no se encontraron en el
presente proyecto posiblemente porque la concentracion de estos en la corteza es relativamente baja
(0.0023 %)'**. El grupo de la Dra. Rachel Mata nos proporcion6d una muestra de esta mezcla, que a
pesar de estar parcialmente pura, mostrd ser ligeramente mas efectiva que la mAA ya que presentd
una CMI de 6.25 pg/ml, ademéds de que es capaz de inhibir el 30 % del crecimiento a la
concentracion de 1.56 pg/ml (figura 19). Aunque estamos conscientes de que se trata de mezclas, es
interesante ver que la de aldehidos son cadenas también saturadas ligeramente mayores (Cis.o, Ca0:0 ¥
Ca20) que la mAA. Este aumento en actividad tiene que ser corroborado con una muestra pura, sin
embargo estos resultados nos indican que es importante el grupo funcional que se encuentre en el
anillo y que en este caso un grupo aldehido en lugar de un carboxilo es capaz de potenciar la
actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori.

Para poder inferir una relacion de estructura actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori
de los 4cidos anacardicos, se determin6 en CL la CMI de cinco anillos que varian en los sustituyentes
(posicion y numero de OH, presencia de grupos COOH 6 COH) y de cuatro cadenas que varian en
tamafio y presencia de instauraciones, asi como de algunos compuestos relacionados (tabla 10).

De acuerdo a la CMI obtenida, se puede inferir que la actividad inhibidora del crecimiento de
H. pylori de los acidos anacardicos, depende de la presencia de la cadena, ya que los anillos, acido
benzoico, acido salicilico, acido parahidroxibenzoico, aldehido parahidroxibenzoico, acido gélico y

vainillina, muestran CMI mayores de 200 pg/ml. Asi también, no hay una relacion entre el nimero
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de grupos OH, la posicion de los mismos, o por la presencia de un grupo carboxilo o aldehido con la
actividad, al menos en los anillos solos.

Todas las cadenas probadas (trans-2-hexenal; trans-2-octenal, hexanal y octanal) son activas,
con CMI menor o igual a 100 pg/ml. Para el caso de las cadenas saturadas fue dieciséis veces mas
activa una cadena de C¢ en comparacion con la de Cg, no asi para sus respectivas monoinsaturadas en
las que la actividad fue la misma, registrando una de CMI de 50 pg/ml. Para el caso particular del
hexanal la actividad se ve disminuida ocho veces cuando se presenta la insaturacion. Caso contrario
con el octanal que en presencia de una insaturacion se duplica su actividad. Sin embargo estos
resultados no son concluyentes, ya que no se puede comparar del todo el comportamiento de los

anillos y las cadenas individuales con el comportamiento de los fenoles de cadena larga.

Tabla 10. Estructura quimica y actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de
diversos compuestos.

Compuesto Estructura quimica CMI pg/ml

COOH

Acido benzoico >200

COOH

Acido salicilico on f >200

COOH

Acido parahidroxibenzoico
>200
O%HO
Aldehido
parahidroxibenzoico >200
OH
Acido galico Q >200
Trans 2-hexenal 50

/\/\/CHO
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HO.

Trans 2-octenal 50
\/\/\/\CHO
hexanal CHO <6.25
/\/\/
octanal 100
\/\/\/\CHO
Vainillina <}\ >200
; \ COOH
Acido cinamico ©/v <6.25
OH X _-COOH
Acido caféico j@/v >200
OH
mAArefy mAA-I N ::W\/W\/\/W\/\/\/\\/\/iz
on__~ ‘ R R \/\/\/\/\/\/\/1{;/3 12.5-25
A e NS S S g Ve Ve
N N N N e
Mezcla de aldehido 1 M
anacardicos. NSNS <6.25

Asi pues, resultaba necesario analizar la actividad individual de los fenoles de cadena larga en
los que sugerimos que el grupo funcional y/o el nimero de hidroxilos en el anillo pueden ser
importantes. Un indicio de esto puede ser interpretado a partir de los resultados obtenidos con
algunas moléculas relacionadas como es el acido cindmico, el cual presenta una CMI < 6.25 pg/ml
pero cuando se le agregan dos grupos hidroxilos en el anillo (4cido caféico) pierde por completo la

actividad CMI >200 pg/ml (tabla 10). Por otro lado, el largo y el nimero de insaturaciones de la

cadena también deben ser explorados con mayor detalle.
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4.10. Separacion de la mezcla de acidos anacardicos por cromatografia liquida de alta presion

HPLC.

Con el proposito de analizar por separado cada uno de los acidos anacardicos y determinar la
importancia del largo de la cadena, la mAAref se sometio a una separacion por cromatografia liquida
de alta presion (HPLC) (figura 27b, tabla 11). El anélisis en CCF de las fracciones obtenidas, sugirid
la presencia de 4cidos anacardicos en 5 picos mayoritarios (3 (13.42 %), 5 (30.8 %), 8 (29.5 %), 9
(15.43 %) y 12 (10.73 %)), lo cual coincidia con el andlisis de CG/EM realizado a la mezcla'?. Sin
embargo, al intentar asociar las cinco estructuras quimicas de los acidos anacardicos (Cjs.o (50 %),
Ciso (6.4 %), Ci70 (28.8 %), Cioo (8.5 %) y Ci9.1(6.4 %)) con los picos, comparando las
concentraciones y el orden de elucion en la columna, no se encontrd una correlacion clara.

Al analizar la cromatoplaca en varios sistemas de elucion, se observa que los diferentes picos
no se encontraban puros y que a excepcion del pico 8, mostraban dos o tres compuestos con

fluorescencia adicionales, muchos de los cuales no se aprecian en la mezcla completa (figura 26 A'y

B).
Tabla 11. Fracciones colectadas en HPLC de la mAAref.
Fraccion | Tiempo de Mg Analisis en cromatografia en capa fina
retencion Hexano-AcOEt 8/2
0 2-38 7.4 No se resuelve y no hay fluorescencia
1 17 | - No se resuelve y no hay fluorescencia
2 18 | e No se resuelve y no hay fluorescencia
3 39.5 5 Fluoresce
4 381 | - Fluoresce
5 40.7 19.9 Fluoresce
8 52.1 22 Fluoresce
9 56.1 8.8 Fluoresce
11 685 | - Fluoresce
12 69.2 7 Fluoresce

----- No se pudo pesar. **** Se desecho ya que la cantidad era escasa. Fluorescencia a 365nm.
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Figura 26. Cromatoplacas en UV de los 5 picos mayoritarios. M: mAAref completa. Picos 3, 5, 8, 9
y 12 obtenidos por HPLC. Las flechas sefialan los distintos compuestos que contiene cada pico. Para
el caso del pico 9, la presencia de las tres primeras flechas no es clara, sin embargo en otros sistemas
de elucion de menor polaridad se resuelven perfectamente. Placas a 254 nm (A) y 365 nm (B),
eluidas a 6:4 hexano/AcOEt.

Las muestras se analizaron por RMNH' y para el caso en particular del pico 5 y 8 también se
hicieron por RMNC". Con excepciéon del pico 3, todos mostraron en RMNH' el perfil tipico
asignado para los compuestos del tipo de los acidos anacardicos, presentando las siguientes sefales
diagndsticas (tabla 12).

1.- Un sistema ABC trisustituido en las posiciones 1, 2 y 6.
2.- Un multiplete asignable a los protones de los metilenos alifaticos en 51.25.
3.- Un triplete (3H, J= 7.5 Hz) caracteristico para un metilo alifatico terminal en 60.95 - 0.99.

El espectro de RMNH' del pico 8 muestra ademas un multiplete centrado en 85.34, que
integra para dos protones asignables a una doble ligadura. También, se registrd una sefial que integra
para cuatro hidrégenos asignables a dos grupos metilenos vecinos a una doble ligadura en 62.02, asi
como una sefial en 811 correspondiente al proton del grupo carboxilo. La sefial de 1.25, integra para
26 protones. En el espectro de RMNC" se corroboré el perfil, con las sefiales de desplazamientos
para grupos metilenos 836.7 (C-17), 832.25 (C-27),029.52 (C-37),0629.71 (C-4"), 829.78 (C-
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57), 829.90 (C-6"-C-13"), 0830 (C-14'-C-15") y 0627.32 (C-16"). La posicion exacta de la doble
ligadura se corrobora por 6129.55 (C-17"), 8131.71 (C-18") y la sefal de 20.7 (C-19"), la cual es
caracteristica de un grupo metileno que se encuentra entre una doble ligadura y un metilo terminal
46124 T as sefiales de los grupos metino se asignaron a los carbonos aromaticos §135.62 (C4), §122.96
(C5), 8116.08 (C3), asi como a las carbonos alifaticos 8129.55 (C-17"), 8131.71 (C-18"). La senal de
014.60 (C20") se asign6 al metilo alifatico. Las sefiales correspondientes a carbonos cuaternarios son
atribuibles al carbonilo 6175.84 (COOH) y a los carbonos aromaticos 6110.59 (C1), 8163.84 (C2) y
0147.99 (C6). La estructura propuesta corresponde a las figuras 28 y 29.

El espectro de RMNH' del pico 5, muestra ademas cinco multipletes, cuatro de ellos integran,
cada uno para un proton, centrados en 85.29, 85.44, 65.65 y 65.91. El quinto en 86.25 integra para
cuatro protones. También, se registraron dos sefiales que integran para dos hidrogenos asignables a
dos grupos metilenos vecinos a dobles ligaduras, centradas en 62.06 y 62.18, asi como una sefial en
campo bajo de 611 correspondiente al proton del grupo carboxilo. Por tltimo, la sefial 81.25 en el
espectro de RMNH', integra para 24 protones. En el espectro de RMNC' se confirma el nucleo base
al mostrar sefiales para ocho grupos metinos alifaticos en 8128.26 (C16"), 8123.24 (C17"), 6131.82
(C18"), 0132.41 (C197), 8133.80 (C20"), 6134.98 (C21"), 8123.63 (C22") y 8125.67 (C23"). La sefial
en 821.1, es caracteristica de un grupo metileno que se encuentra entre una doble ligadura y un
metilo terminal. Las sefiales de desplazamiento quimico en 636.7 (C-1"), 632.25 (C-2"), 629.48 (C-
37),829.53 (C-4"), 829.63 (C-5'),829.7 (C-6"),829.8 (C-7'-C-117), 829.9 (C-127), 630 (C-13"),
033.1 (C-14") y 0627.70 (C-15") se asignaron a metilenos alifaticos. Las sefiales en 8135.57 (C4),
0122.93 (C5), 8116.0 (C3) se asignaron a los carbonos aromadticos. La sefial en 514.5 (C25") se
asigno al metilo alifatico. Las correspondientes a carbonos cuaternarios son atribuibles al carbonilo
0175.6 (COOH) y a los carbonos aromaticos 8110.6 (C1), 6163.8 (C2) y 6147.9 (C6). La estructura

propuesta corresponde a la indicada en las figuras 30 y 31.
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El espectro de RMNH' del pico 12 mostrd un patrén similar al del pico 8, con excepcion de
que la sefial en 01.25 asociada a grupos metilenos alifaticos, integrd para 36 protones, indicando que
la cadena es mas larga que la del pico 8, asi como la ausencia de la sefial 511, correspondiente al
proton del grupo carboxilo La estructura propuesta se muestra en la figura 32.

El espectro de RMNH' del pico 9 no mostré diferencia con respecto al pico 5. Se observan
claramente los multipletes que indican la presencia de cuatro dobles ligaduras, al igual que la senal
de 81.25 asociada a grupos metilenos alifaticos, la cual también integra para 24 protones. Al igual
que el espectro del pico 12, no muestra la sefal correspondiente al protéon del grupo carboxilo. La
estructura propuesta corresponde a la figura 33.

La cantidad de muestra obtenida para el pico 3 no fue suficiente para realizar el analisis por
RMNH'.

El espectro de RMNH' del pico 8, presenta las sefiales diagndsticas casi idénticas al acido
anacardico 6-[16 (Z)-nonadecenil] acido salicilico reportado recientemente como un nuevo
compuesto de A. adstringens®' y que difiere en la posicion de la doble ligadura del que originalmente
estaba presente en la mAAref, el 6-[15 (Z)-nonadecenil] acido salicilico'*. Sin embargo, presenta
una diferencia en la integracion de la sefial §1.25 en RMNH', la cual lo hace para 26 protones, en
lugar de 24, lo que indica que es un compuesto con una cadena alifatica de 20 atomos de carbono
(figuras 28 y 29). Una posibilidad es de que se trate del 6-[15 (Z)-nonadecenil] acido salicilico y que
el aumento de dos protones se deba a que el pico presenta algunas impurezas, no obstante la sefial en
820.7 en RMNC", es caracteristica de un grupo metileno que se encuentra entre una doble ligadura y
un metilo terminal, indicando que es mas factible que se trate del 6-[16 (Z)-nonadecenil] 4cido
salicilico*. Este compuesto nunca se encontrd inicialmente en la mezcla que estuvimos trabajando y
para el caso del 6-[15 (Z)-nonadecenil] acido salicilico su concentracion era de 6.48 % y el pico 8 es

mucho mas abundante (29.5 %).

92



Para el caso del pico 5 por la similitud entre los tiempos de retencioén con la muestra de acido
anacardico C;s, de referencia (Calbiochem), puede sugerir que corresponde al mismo compuesto,
pero las sefales diagndsticas en el espectro de RMNH' nos sefialan que no lo son, ya que se observan
claramente cinco multipletes, corroborados por las ocho sefales para grupos metinos alifaticos en
RMNC13, lo que nos habla de una cadena tetrasustituida. Asi también, la sefial en 61.25 en RMNHI,
integra para un total de 24 protones que corresponderia a una cadena de 25 4tomos de carbono
(figuras 30 y 31). El pico 12, presenta las mismas sefiales caracteristicas del pico 8, con excepcion
de carecer de la sefal en 811, correspondiente al protdén del grupo carboxilo, asi como la sefal en
01.25 que indica la presencia de una cadena de 25 atomos de carbono. Esta misma situacion se
observa en el espectro de RMNH' del pico 9, cuyas sefiales son idénticas al pico 5, con la Unica
diferencia de que también carece de la sefal del carboxilo. Estos dos compuestos podrian tratarse de
cardanoles, no obstante el cardcter del sistema ABC trisustituido, asi como su perfil en CCF, nos
indican claramente que se trata de 4cidos anacardicos y que la sefial 511 no pudo ser registrada por el
aparato de resonancia por la cantidad de muestra que se manejo. De tal manera que las estructuras
propuestas para estos dos picos corresponderian a las mostradas en las figuras 32 y 33.

Estas estructuras varian con respecto de las que inicialmente por CG/EM se identificaron en
las mezclas que habiamos estado trabajando (mAA-I y mAAref), sin embargo, todas mostraron el
perfil asignado para los compuestos de tipo acido anacardico en RMNH' y CRAGHLESIN - Cape
sefalar que en éste trabajo se realizo el estudio de CG/EM a la mAA-I, pero al no contar con una

cantidad suficiente se procedio a separar por HPLC la mAAref'*

. La discrepancia encontrada puede
deberse a que la mAAref proporcionada corresponda a una fraccion diferente a la reportada en la
. . , - , qe 124 . .

literatura y por lo tanto contenga otro tipo de acidos anacardicos . Al respecto, en aislamientos
posteriores de la mezcla se observd que se arrastraba en la mayor parte de las fracciones colectadas

de las columnas, de tal manera que se pudieron agrupar por lo menos tres mezclas con diferente rf en

CCF. Por lo tanto, es factible que la diversidad de éste tipo de compuestos sea mucho mayor de la
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que se ha reportado en la literatura. Por otra parte, cabria la posibilidad de que la mAAref pudiera
haber sufrido un proceso de descomposicion, sin embargo hasta el momento no se encuentra bien
documentado dicho fendémeno en este tipo de compuestos. Se plantea que el calentamiento, asi como
el almacenaje por tiempos prolongados de plantas que contienen este tipo de compuestos favorece la
pérdida del grupo carboxilo'®. En este caso se tiene la limitante de no contar con la quimica
completa para poder decir con exactitud la estructura, pero en nuestros resultados el carboxilo se
mantuvo estable. Por otro lado, el analisis en CCF de los picos mostré que no se encontraban puros
tal como se ve en la placa de CCF (figura 26). Debido a estos resultados no fue posible determinar la

actividad de cada uno de los compuestos de la mezcla de manera individual.

4.11. Desarrollo de un modelo animal de infeccion con H. pylori en M. unguiculatus.

Hasta este momento los resultados obtenidos nos indicaban un gran potencial de la corteza de
A. adstringens para ser efectiva en el tratamiento de la gastritis y la tlcera péptica causada por H.
pylori; esto porque cuenta con terpenos que favorecen un efecto gastroprotector y antiinflamatorio,
asi como un grupo de compuestos que actian sobre la bacteria, ademés de que presenta una nula o

1338961901414 IS2158 0o el modelo animal se pretendia corroborar el efecto

baja toxicida
inhibidor del crecimiento de H. pylori in vivo de los extractos y los compuestos activos, sin embargo,
también se tenia interés en el desarrollo de una terapia basada en los compuestos del A. adstringens
para contrarrestar las patologias antes mencionadas, asi como en el andlisis de la reduccion de efectos

secundarios por medio del efecto dual de algunos de sus compuestos, como son los &cidos

anacardicos y el acido 3-epioleanolico.
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12

Figura 27. Cromatogramas de HPLC. A: acido anacardico Cjs. (calbiochem). B: Mezcla de acidos anacardicos de referencia del A. adstringens,
en el que sefalan los picos principales que fueron analizados.

95



Tabla 12. Constantes espectroscopicas de RMN'H y °C para los picos obtenidos en HPLC.

Pico 5 Pico 8 Pico 9 Pico 12
Posicion
RMN'H RMN"C RMN'H RMN"C RMN'H RMN'H
3 5 5 5 3 3
1 _ 110.6 — 110.59 - -
2 — 163.8 — 163.84 - —
3 6.86(1H,dd, J= 8.4,1.5) 116.0 6.86(1H,dd, J= 8.4,1.2) 116.08 6.86(1H,dd, J= 9.6, 1.2) | 6.86(1H,dd, J= 8.1, 1.3)
4 7.36(1H.t, J=7.5) 135.57 7.36(1H,t, J=7.6) 135.62 7.35(1H.t, J=7.5) 7.35(1H.t, J=7.6)
5 6.77(1H,dd, J= 7.5, 1.2) 122.93 6.77(1H,dd, J= 8.4, 1.2) 122.96 6.76 (1H dd, J= 8.7, 0.9) [ 6.76 (1H dd, J= 8.4,0.9)
6 — 147.9 — 147.99 - —
COOH 11 175.6 11 175.84 - -
E 2.97 (2Ht, J=7.8) 36.7 2.97 (2Ht, J=7.6) 36.70 2.96 (2H.t, J=7.8) 2.95 (2Ht, J=7.6)
2’ 1.60(2H,m) 32.25 1.60(2H,m) 32.25 1.60(2H,m) 1.58(2H,m)
3 1.25 (2H)* 29.48 1.25 (2H) 29.52 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
4 1.25 (2H)* 29.53 1.25 (2H) 29.71 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
5 1.25 (2H)* 29.63 1.25 (2H) 29.78 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
6’ 1.25 (2H)* 29.7 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
7 1.25 (2H)* 29.8 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
8 1.25 (2H)* 29.8 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
9’ 1.25 (2H)* 29.8 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
10’ 1.25 (2H)* 29.8 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
11 1.25 (2H)* 29.8 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
12’ 1.25 (2H)* 29.9 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
13’ 1.25 (2H)* 30.0 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
14 1.32(2H,m) 33.1 1.25 (2H) 30.0 1.25 (2H)* 1.25 (2H)*
15’ 2.06(2H,m) 27.70 1.25 (2H) 30.0 2.06(2H,m) 1.25 (2H)*
16’ 5.29 (1H,m)* 128.26 2.02(2H) 27.32 5.31 (1H,m) 1.25 (2H)*
17 5.65(1H,m)* 123.24 5.34(1H) 129.55 5.64(1H,m) 1.25 (2H)*
18’ 6.25(1H,m) 131.82 5.34(1H) 131.71 6.25(1H,m) 1.25 (2H)*
19’ 6.25(1H,m) 132.41 2.02(2H) 20.72 6.25(1H,m) 1.25 (2H)*
20° 6.25(1H,m) 133.80 0.95 (3H,t, J=7.5) 14.60 6.25(1H,m) 1.25 (2H)*
21’ 6.25(1H,m) 134.98 6.25(1H,m) 2.03(2H)
22’ 5.91(1H,m)* 123.63 5.91(1H,m) 5.34(1H)
23’ 5.44(1H,m)* 125.67 5.44(1H,m) 5.34(1H)
24 2.18(2H,m) 211 2.16(2H,m) 2.03(2H)
25 0.99(3H,t, J=7.57) 145 0.99(3H,t, J=7.57) 0.95 (3H,t, J=7.5)

CDCl3, 'H [300.2 MHz, J (Hz), 8 en ppm], CDCL; "°C [75.5 MHz, & en ppm]. * Asignacion de desplazamiento no exacto.
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Figura 28. RMNH' del pico 8.
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Figura 29. RMNC" del pico 8.
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Figura 30. RMNH' del pico 5.
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Figura 31. RMNC" del pico 5.
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PICO 12
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Figura 32. RMNH' del pico 12.
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PICO 9
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Figura 33. RMNH' del pico.
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En la parte del desarrollo del modelo animal que se realizé en la Facultad de Medicina de la
UNAM no se logroé la infeccion de los animales, a pesar de haber elaborado varios protocolos en los
que se inocularon diversas cepas bacterianas, se probaron diferentes tiempos de infeccion, asi como
animales de diferente procedencia. Dentro de las posibles causas por las cuales no se infectaron se
encontraba la presencia de lactobacilos, de los que se reporta interfieren con la colonizacion de H.
pylori y los cuales son ingeridos a través de las heces'®'. Para contrarrestar esto, se disefié y aplicé un
sistema anticoprofitismo el cual consistio en el empleo de pisos con mallas metalicas que evitaban
tener acceso a las heces, atn asi, no se logro la infeccion (grupo ).

El principal método utilizado para diagnosticar la infeccion en los animales fue por medio de
cultivo y solo en algunas ocasiones se tuvo acceso al analisis histologico. Para el caso del primero, un
problema recurrente al momento de analizar los cultivos de las muestras de estdmago, era la
aparicion de microorganismos contaminantes, de tal manera que se ensayaron diferentes
concentraciones de antibioticos selectivos. Pese a que se redujeron las contaminaciones, ain se
presentaron en proporciones importantes sobre todo en diluciones bajas, lo que dificultaba identificar
y sobre todo cuantificar las colonias de H. pylori. Este problema se resolvié mediante el disefio de
una prueba denominada Prueba Rapida en Disco de Papel, la cual en estos momentos se encuentra

en tramite de patente y a continuacion se discute .

4.12. Prueba Rapida en Disco de Papel (PRDP).

Debido a que no se contaba con un método para identificar y mucho menos cuantificar la
cantidad de bacterias en los estomagos de los gerbos, se decidi6 implementar un medio de cultivo
diferencial basado en la reaccion de ureasa. En la literatura se encontrd basicamente dos medios de

este tipo, el Ham’s F-12 y el Hp (ambos suplementados con rojo de fenol y urea) los cuales se sugiere
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pueden funcionar para la identificacion de H. pylori en excretas de gerbo y muestras de agua,
respectivamente®” **'*". Como en el laboratorio no se cuenta con estos medios, se decidié emplear
dos bases que se utilizan rutinariamente (agar Ca y MH) suplementadas con B-ciclodextrinas (¢), para
que fueran translucidos. Unicamente se registrd crecimiento con Ca-c, de tal manera que a este se le
incorpord el rojo de fenol y la urea para poder distinguir las colonias de H. pylori en las placas, por el
cambio de color de amarillo a rojo, sin embargo, la incorporacion de estos compuestos inhibi6 el
crecimiento de la bacteria.

Algunos otros inconvenientes que encontramos para estos medios diferenciales, se refieren a
que el fundamento se basa Ginicamente en la identificacion de H. pylori por su actividad de ureasa y
no considera la presencia de otras bacterias que también la pueden presentar. La reaccion que se
presenta en la placa no es capaz de diferenciar colonias de H. pylori de otras bacterias también
ureasas positivas, tal como se muestra en la figura 34A. Asi también, cuando existe un nimero alto
de colonias H. pylori dificulta que se puedan cuantificar, ya que la reaccion que se da en la placa se
difumina en zonas grandes, tal como se muestra en la figura 34B.

Con base en estos resultados, se desarroll6 una prueba para identificar colonias de H. pylori
en cultivos complejos provenientes principalmente de muestras de estbmago de gerbos y al cual se le
denominé Prueba Répida en Disco de Papel (PRDP). Esta prueba consiste en usar discos de papel
filtro con dos soluciones, una para la reaccion de ureasa y otro mas para la reaccion de oxidasa. La
combinacion de ambos crean un patrén de reaccion (PR) caracteristico de las colonias de H. pylori,
que consiste en un halo de color rosa, con un centro azul (figura 35A). Otra caracteristica de la
prueba es que ademas permite determinar una tercera actividad de las colonias, que es la de catalasa

(figura 35B).
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Figura 34. A: Diferentes bacterias con actividad de ureasa en medio agar Ca-c con rojo de fenol y
urea. 1: Bacillus sphaericus, 8: Aerococus urinae, 58, 61 y 63 son diferentes aislamientos de
Corynebacterium pseudogenitalium, asi como H. pylori ATCC 43504. Cabe sefialar que el
crecimiento de H. pylori se ve inhibido al incorporar el indicador de pH y la urea, no obstante da una
reaccion en el agar. B: Crecimiento y reaccion de actividad de ureasa mostrada por colonias de H.
pylori en medio HP con indicador de pH y urea reportado por Degnan y colaboradores en 2003”2, La
concentracion de rojo de fenol (0.01 %) y urea (0.06 %) es la misma en ambos medios.

A B

Figura 35. A. Disco de papel que muestra el PR dado por la combinacion de la actividad de ureasa y
oxidasa de un cultivo puro de H. pylori ATCC 43504. B. Apariencia del disco después de realizar la
prueba de catalasa.
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4.13. Microbiota y bacterias con actividad de ureasa aisladas del M. unguiculatus.

Para demostrar que ¢l PR exhibido por las colonias de H. pylori en la PRDP permite
distinguirla de otras bacterias, incluso de aquellas que pudieran compartir alguna de las actividades
de ureasa, oxidasa y catalasa, se realizd el aislamiento de microbiota de distintas muestras
provenientes de gerbos. De dos animales se obtuvieron un total de 107 aislamientos, la relacion con
respecto a las muestras fue: 23 % del estomago, 20 % del bolo alimenticio del estomago, 26.3 % del
ante-estdmago, 3.63 % del bolo alimenticio del ante-estomago, 7.27 % del duodeno y el 19.09 % del
excremento. El andlisis microscopico reveld que el 38.5 % de los aislamientos correspondio a una
levadura identificada por el método miniaturizado API-20 C AUX, como Candida guilliermondii.
Este microorganismo se encontr en todas las muestras, pero fue predominante en las de estomago
(48 %), bolo de estomago (52.6 %) y duodeno (57.14 %). La presencia y abundancia de este hongo
difiere con estudios previos en los que se ha encontrado como microbiota mayoritaria del M.

unguiculatus a diferentes especies del género Lactobacillus'®'-'#2%

. Esta diferencia puede deberse a
las condiciones en que se llevo a cabo el aislamiento, asi como a la procedencia de los animales,
aunque hay que senalar que C. guilliermondii no mostr6 ninguna reaccion positiva en la PRDP.

Del 61.5 % restante que corresponden a células bacterianas, se agruparon en 57 aislamientos
finales de acuerdo a las caracteristicas de la colonia, a la morfologia bacteriana, asi como a la muestra
donde fueron obtenidas. Al analizar las actividades presentadas en la PRDP, se encontrd que 25 de
ellas mostraban como minimo alguna de las tres actividades y de las cuales 19 eran ureasas positivas
(figura 36).

En el disco de la figura 36A, cada unos de los aislamientos mostraron una reaccidn particular,

no obstante los aislamientos 58, 101, 60, 1, 61, 4 y 63 presentaron una actividad de ureasa (viraje a

rosa). Més aln, los aislamientos 63 y 61 muestran también una actividad de oxidasa (centro azul) al
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igual que H. pylori. Cabe sefialar que la reaccion tanto de ureasa como de oxidasa que presentan las
bacterias, lo hacen en gradientes tanto de intensidad como de tiempo. Para el caso de los aislamientos
90, 66, y 82 el viraje nunca llega al rosa y solo se muestra en un color naranja. Para el caso de la
actividad de oxidasa (disco B) no todas las bacterias la presentan (50, 65, 82 y 4) y de aquellas que lo

hacen solo la 61, 63 y H. pylori la reaccion se da en las colonias presentes en el disco A.

71 '
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34 89 & 34
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82

65 : & 101
101 61
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63

H. pylori H. pylori

Figura 36. A. Disco que muestra el patron de reaccion de solo 15 aislamientos bacterianos y la cepa
de coleccion ATCC 43504, las cuales fueron sembradas por punto en cajas de agar MH-s y al cabo de
12h de incubacion se les aplico la prueba. El nimero representa los distintos aislamientos
bacterianos. B. Apariencia del disco impregnado con reactivo de Kovac (para la actividad de oxidasa)
y el cual fue sobrepuesto sobre el disco A que contiene a las bacterias y el reactivo de ureasa. Un
total de 57 aislamientos provenientes de muestras de gerbos fueron analizados de esta manera.

El método de siembra que se utiliz6 para el experimento anterior que fue por punto favorece
que al cabo de 12 h de incubacion se forme un cimulo bacteriano grande. Para analizar si la reaccion
exhibida en el disco es la misma para colonias aisladas, se repitid el experimento, pero ahora
sembrando por agotamiento y analizando el patrén de reaccion que dan las colonias individuales.

Bajo esta metodologia solo 8 aislamientos mostraron una actividad de ureasa clara y fueron
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identificadas por el método miniaturizado BBL crystal GP-ID como Corynebacterium
pseudogenitalium, Aerococcus urinae, Bacillus sphaericus, Bacillus brevis y Staphylococcus
simulans (tabla 13).

En muestras de estdémago de M. unguiculatus se ha reportado el aislamiento de bacterias
ureasa positivas como Bacillus subtilis, asi como de algunos géneros como son, Acinetobacter spp,
Pseudomonas spp, Corynebacterium spp, Enterococcus spp y Staphylococcus spp'™. En nuestro
estudio encontramos en muestras de estobmago a A. urinae y B. sphaericus, en el bolo a B. brevis, en
excremento a C. pseudogenitalium y S. simulans. Hay que sefialar que las ureasas positivas que se
aislaron Unicamente en las muestras de excremento, también es muy factible que se puedan encontrar
en cultivos de aislamientos de estomago debido al comportamiento copréfago del M.
unguiculatus'>>'®.  Cabe indicar que de los tres aislamientos identificados como C.
pseudogenitalium, el denominado 63, no concuerda con la morfologia y tiempo de crecimiento de la
colonia, asi como con el PR de los aislamientos 61 y 68, por lo cual puede tratarse de otra especie o
ureasa positiva no-H. pylori y que no fue plenamente identificada a pesar del alto intervalo de
confianza obtenido (0.88). (Tabla 13).

El PR de los ocho aislamientos asi como de dos cepas ureasa positiva de coleccion, uno de
ellos catalogado con una actividad de ureasa alta Proteus vulgaris ATCC 6808 y otra con ureasa baja
Pseudomonas auriginosa ATCC 27853 se comparan en la figura 37. El PR exhibido por las colonias
de H. pylori (37K), es completamente distinguible de las ureasas positivas no-H. pylori a pesar de
que puedan compartir las mismas actividades como es el caso de C. pseudogenitalium y

Pseudomonas auriginosa (figura 37 y tabla 13).
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Figura 37. Patron de reaccion de colonias bacterianas ureasas positivas en la PRDP.
Cada cuadrante representa un tamafio de 2x2 cm. A: C. pseudogenitalium aislamiento 58. B:
aislamiento 61 y C: aislamiento 63. D: A. urinae. E: B. sphaericus. F: B. brevis. G:
Staphylococcus simulans aislamiento 101 y H: aislamiento 60. I: P. vulgaris ATCC 6808. J:
P. auriginosa ATCC 27853 y K: H. pylori ATCC 43504.

Las especies del género Proteus son catalogadas con una actividad de ureasa alta,

86168
7", Para

caracteristica que le permite distinguirlas de otras ureasas de la Familia Enterobacteraceae
el caso de las colonias de P. vulgaris a pesar de que mostrd la formacion del halo, este se encuentra
mas limitado y es mas tenue, también, la morfologia de la colonia asi como la actividad negativa de
oxidasa, le proporcionan un PR distinto al de H. pylori. Por lo tanto, podemos sefialar que también el
tiempo de crecimiento asi como la morfologia de la colonia juegan un papel importante en las
caracteristicas que va a presentar el PR de las bacterias y que van a permitir distinguirlas de H.
pylori

Hay que sefalar que a pesar de que el PR de H. pylori es distinguible del resto de las ureasas
positivas no-H. pylori probadas en este estudio, la presencia de las segundas pueden afectar la
aplicacion de la prueba, debido principalmente al rapido crecimiento de las colonias comparado con
las de H. pylori (tabla 13). Con el uso de medios suplementados con antibidticos se evitd la aparicion

de estas y otras ureasas positivas, aunque en algunas diluciones bajas se presentd un alto numero de

otras colonias contaminantes (figuras 40 y 41).
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Tabla 13. Actividades de los aislamientos del M. unguiculatus y cepas de coleccion con actividad de
ureasa en la PRDP.

*Intervalo
Aislamientos de Muestra ureasa | oxidasa | catalasa
confianza
Aerococcus urinae [48] 0.79 estomago +- +- +
Bacillus brevis [18] 0.87 bolo de estomago +- - +
Bacillus sphaericus [18] 0.99 estomago +- - +
Corynebacterium
pseudogenitalium 63[48] 0.88 excremento +- +- +-
Corynebacterium
pseudogenitalium 61[18] 0.88 excremento +- + +
Corynebacterium
pseudogenitalium 58[18] 0.79 excremento +- + +
Staphylococcus simulans
101]18] 0.90 excremento +- +- -
Staphylococcus simulans
60[18] 0.88 excremento +- +- -
Proteus vulgaris [24] Nd ATCC 6808 + - +
Pseudomonas aeruginosa [18] Nd ATCC 27853 +- + +
Helicobacter pylori [120] Nd ATCC 43504 + + +

Estas actividades se determinaron en colonias y se realiz6 el analisis comparando la velocidad e
intensidad de las reacciones que mostraban las de H. pylori.

La actividad de ureasa mostrada por las de H. pylori se da inmediato al contacto con el disco y se
caracteriza por la formacion de un halo de color rosa intenso. Para el caso de P. vulgaris tarda algunos
segundos y el halo no se extiende mucho, asi como es mas tenue (+). Para el caso de las otras bacterias
se da en el primer minuto y no se forma el halo (+-). La actividad de oxidasa se considera alta (+)
cuando la colonia vira a azul y baja cuando tnicamente la reaccion se da en el disco impregnado con
0.25 % de TMDP (+-). La de catalasa es positiva (+) cuando se da en los primeros 3 segundos y es (+-)
cuando se da después de este tiempo.

[ ] Tiempo en horas en que crecieron colonias y se aplico la PRDP.

*identificadas por el método miniaturizado BBL crystal GP-ID.

El PR que presenta H. pylori ATCC 43504 es similar al de otras cepas de H. pylori como la
ATCC 49503, asi como de tres aislamientos gastricos (M4, M5 y MC3), no obstante dos cepas de H.
pylori utilizadas ampliamente en el laboratorio la N2 y la 8823 resultaron dar una reaccion negativa a

la actividad de ureasa en el disco (figura 38), esto puede deberse a una pérdida de la actividad al ser

resembrada por varios afios en medios con pH neutro. Para el caso de la 2 es una bacteria
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contaminante, aislada de biopsia gastrica humana y la cual tampoco mostr6é una reaccion. Otra cepa
ampliamente utilizada en el laboratorio y que mostrd la formacién de un halo pequefio fue la cepa
8822.

La actividad de ureasa es la prueba bioquimica de referencia mas importante para la
identificacion de H. pylori y es la base para la mayor parte de las pruebas a nivel clinico'”. Una
posible explicacion de la formacion del halo rosa en las colonias de H. pylori seria por las
caracteristicas bioquimicas peculiares que presenta su ureasa, asi como por su ubicacion. La Km
reportada para la enzima es de 0.1 mM, ademés de que del 5 al 10 % de ella se localiza
externamentem, mientras que de manera general las ureasas de bacterias de tracto urinario, suelos o
algunos miembros pertenecientes a la Familia Enterobacteriaceae presentan Km's que van de 0.7-13
mM, ademas de que la enzima se localiza exclusivamente en citoplasma®®'*'.

Algo muy importante que se debe sefialar, es que para poder registrar la reaccion de ureasa en
la PRDP, se requiere de la combinacion de rojo de fenol y azul de bromotimol. Al respecto se ha
reportado que la mezcla de estos dos indicadores en la prueba rdpida de ureasa, aumentan su
sensibilidad para detectar H. pylori en biopsias, comparado con el iinico uso de rojo de fenol'®.

La determinacion de la actividad de oxidasa esta basada en el método de Kovacs, el cual se
fundamenta en la reduccion del TMDP por las citocromo oxidasas de las bacterias. En la practica se
recomienda que para obtener un mejor resultado se debe de usar una solucion 1 %, pero para el caso
particular de las colonias H. pylori la actividad se registr6 con 0.25 % en la PRDP, en colonias
crecidas en 5 dias, lo cual disminuye el costo. Por otra parte, el disco impregnado ayuda a delimitar
los halos de las colonias de H. pylori favoreciendo que se puedan contar mas facilmente.

Un posible inconveniente de la PRDP, es que el conteo de las colonias ureasa-oxidasa

positivas debe hacerse en los primeros 5 minutos, ya que después de este tiempo la reaccion se
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esparce por todo el disco, por lo que se recomienda registrar digitalmente las imagenes y cuantificar

posteriormente.

N2
N2v
2
43504
8823
mMc3
8822
M4 M5

Figura 38. Patron de reaccion en la PRDP mostrado por diferentes cepas de H. pylori.
Cepa de coleccion ATCC 43504 y los aislamientos gastricos MC3, M4 y M5. La 2 es
una cepa contaminante procedente de una muestra de tejido géstrico humano. La cepa
8822, 8823 y N2 son las principales cepas utilizadas en el laboratorio de la Dra. Irma
Romero. N2v es la misma cepa de N2, pero que proviene de los gliceroles originales
que se tienen de la coleccion.

4.14. Capacidad de la PRDP para identificar colonias de H. pylori en cultivos complejos.

Una vez demostrado que el PR exhibido por las colonias de H. pylori en la PRDP es
especifico, se procedié a determinar la sensibilidad de la prueba. Para lo cual se incorpor6 diferentes
UFC de H. pylori a homogenados gastricos de estomagos de M. unguiculatus, los cuales se
sembraron en diferentes medios de cultivo. Después de varios dias de incubacion se determind el
nimero de UFC que se requiere estén presentes en la muestras para que la PRDP las pueda detectar,
asi como también se analizé si disminuye la sensibilidad con la presencia de un grado alto de

colonias contaminantes.
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Con la PRDP se pudo determinar el nimero de bacterias que fueron inicialmente agregadas a
las muestras de estdmago, tanto a UFC altas (10°) como bajas (10?) (figura 39). Aunque con el uso de
la base MH en todos los casos siempre se obtuvieron valores menores, sobre todo en la muestra con
UFC bajas, incluso en uno de los triplicados no pudo ser registrada la presencia de la bacteria, razon

del aumento en la dispersion que se muestra en las figuras 39 y 40.
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Figura 39 Recuperacion y cuantificacion aplicando la PRDP de H. pylori sembradas
en muestras de estdmago de gerbos. Ca= base Casman, MH= base Mueller Hinton, s=
sangre, c=ciclodextrinas y plus = 7.5 mg/L anfotericina B, 3,500 U de polimixina B,
10 mg/L de vancomicina y 5 mg/L de trimetroproprim. El valor esperado es calculado
por conteo en placa en medio Ca-s-plus que es donde se obtiene la viabilidad mas alta.

Por otra parte, el método es capaz de indicar la presencia de un bajo de nimero de colonias
de H. pylori en cultivos con un grado alto de contaminantes (figura 41). También, hay que senalar
que en ninguno de los controles en los cuales no se incorpord H. pylori, se registrd la presencia de

colonias ureasas positivas o con un PR similar a H. pylori.
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Con estos resultados, se demostro que es factible la identificacion y cuantificacion en cultivos
complejos, utilizando la PRDP. El intervalo utilizado de 10% a 10° UFC/estéomago esta en funcion de
los valores reportados para gerbos colonizados con H. pylori, asi como al limite de deteccion del

82:136.149.169203 " gobre este Gltimo punto Tan y colaboradores reportan que la

conteo en placa
cuantificacion de H. pylori en estdmago de raton por PCR tiempo real es de 5 a 6 veces mayor que la
metodologia en cultivo'®. Lee and Kim sefialan que el limite de deteccion en cultivo es de log
2UFC/g de tejido gastrico de gerbo, destacando que es mas sensible el uso de PCR que es de
1UFC/g'™. Sin embargo Mégraud y Lehours sefialan que existen varios estudios que muestran que la
sensibilidad para el caso del PCR estandar es similar a la del cultivo, debido a que la sensibilidad del
PCR disminuye notablemente cuando se trabaja con material biologico'”. Sin embargo, el limite de
deteccion en cultivo se puede aumentar si se concentra la muestra por centrifugacion, aunque
consideramos que la deteccion que registramos de 100-200 bacterias ya sea por estdbmago o por
gramo de muestra, es un valor muy bueno y que puede ser aplicable perfectamente a un gran niimero
de protocolos experimentales.

Una ventaja que se ha sefialado del conteo en placa sobre el uso de PCR, es que en el primero
se cuantifican bacterias viables®®, sin embargo, hay que estar consientes que la viabilidad es
parcialmente subjetiva, ya que estd en funcion del medio en que se realiza el aislamiento. Al respecto
podemos decir que el uso de una base rica como es Ca, permite obtener la misma viabilidad sin
importar si se suplementa con sangre o ciclodextrina o se le incorporan antibidticos. Esto no sucede
cuando se usa una base menos rica como es MH, en el que no hay crecimiento usando ciclodextrinas
y el presentado con sangre se ve afectado al agregar antibidticos. Asi también, en el experimento en
el que se incorporé H. pylori en muestras de estdbmago, la bacteria pudo ser detectada en los tres

medios, pero la viabilidad varia considerablemente al usar la base MH con respecto al uso de Ca,

sobre todo al momento de recuperar un nimero bajo de células de H. pylori. El uso de sangre
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favorece que se obtengan colonias en un tiempo de 3-4 dias, mientras que se requiere mas de 5 con el
uso de ciclodextrinas, sin embargo, en este ultimo se tiene la ventaja de que se reduce notablemente
las contaminaciones. La eleccion del medio para el aislamiento va a depender de nuestros objetivos,
pero siempre hay que considerar cual permite obtener la mayor viabilidad de la bacteria.

El presente trabajo se enfoco en la aplicacion de la PRDP a muestras provenientes de
estobmago de gerbo, con base en la metodologia estandarizada y en los resultados obtenidos, este
novedoso método puede ser aplicado a otras muestras como serian de agua, alimentos, asi como
también a excretas de gerbos para el disefio de un método no invasivo. Hasta el momento solo se ha
aislado H. pylori de muestras de estomago, sin embargo se aplicé la prueba a muestras de agua, a las
cuales se les incorpor6 H. pylori a diferentes UFC. La viabilidad de la bacteria disminuyo
notablemente, pero la prueba es capaz de registrarla cuando se encuentra a una concentracion igual o
mayor de 10,000 UFC/ml en agua corriente.

Con estos resultados podemos decir que la PRDP es un método aplicable al conteo en placa,
para identificar de manera rapida, eficiente y sencilla las colonias de H. pylori en muestras
provenientes de estobmagos de gerbos y tiene la ventaja sobre otros métodos de no restringir su uso a
ciertos medios de cultivo, asi como también al no incorporar los reactivos para la identificacion en
los mismos, no interfiere con la viabilidad de la bacteria. Es un método sencillo, rapido, de bajo costo
y accesible para poder ser considerado como un método de rutina.

Hay que mencionar que a pesar de contar con este método en cuatro gerbos (Grupo Il)
(laboratorio de la Faculta de Medicina de la UNAM) con 10 semanas de infeccion y reinoculados seis
veces mas con H. pylori ATCC 43504, no se logro registrar la presencia de la bacteria en los cultivos

aplicando la PRDP.
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Figura 40. A: Cajas de agar con tres combinaciones distintas de medios opacos (Ca-s-plus y MH-s-plus) y translucido (Ca-c-plus). Las cajas
fueron inoculadas con muestras de estbmago de gerbos con distintas UFC: log 6.26, 4.26, 3.26 y 2.26. El numero en cada caja senala la dilucién
en que se realizé la prueba. B. Muestra los correspondientes discos de la PRDP, en los cuales el patron de reaccion de las colonias H. pylori
facilita la cuantificacion. En la parte superior estan los valores de UFC de H. pylori esperados y en los cuadrantes blancos en cada disco, esta el
valor calculado con su respectiva desviacion estandar.

116



Figura 41. Cultivos complejos obtenidos de estdmagos de gerbos a
los que se les incorpord H. pylori. A) Cajas MH-s-plus con un alto
grado de contaminantes. B) Cajas Ca-s-plus con un alto grado y
diversidad de contaminantes. Los discos solo muestran las dos
reacciones ureasa-oxidasa positivas. C) Caja control negativo donde
a la muestra estomacal no se le incorporo H. pylori.

4.15. Candida guillermondii en modelo de infeccion animal con H. pylori.

La abundancia registrada de C. guillermondii en las muestras de gerbos provenientes del

BFC, permiti6 inferir que posiblemente es el factor que estaba evitando la colonizacion de H. pylori

en los estobmagos de los animales.

117



El analisis histologico de las muestras permiti6 corroborar la presencia de C. guillermondii en
animales provenientes del BFC (Grupo I1l), la cual se encuentra perfectamente adosada a la mucosa
gastrica en grandes proporciones tanto en la region del cuerpo, fondo y piloro (figura 42A).

Para el caso de los animales provenientes del BINN, son animales que tenian nueve semanas
de haber sido inoculados con H. pylori ATCC 43504 bajo las condiciones del altimo protocolo
(Grupo IlI). Sin embargo, en ninguna de las muestras se registro la presencia del hongo o de bacilos
en la luz de la mucosa géstrica, asi como tampoco se observaron infiltrados de linfocitos o
polimorfos nucleares en la submucosa (figura 42B).

Por otra parte a cada laminilla se le incorporaron cortes de una biopsia de un paciente
diagnosticado con la infeccion de H. pylori, como control positivo. En todos se pudo observar
claramente la presencia de bacilos cortos ligeramente curveados, en la luz de la mucosa gastrica
(figura 42C).

Para el caso de los 80 animales con 18 meses de infeccion (grupo 1V) (realizado en el
Hospital Infantil Federico Gomez), hasta el momento de escribir esta tesis, se lograron analizar 11 de
los inoculados con H. pylori y 9 controles negativos. Unicamente resultaron positivos en la PRU seis
de los animales en los que se administro la bacteria (54 %). Con la PRDP se registro la presencia de
colonias de H. pylori en cultivo, lograndose cuantificar un nimero de 60 y 800 UFC por muestra de
estomago (figura 43).

En el andlisis macroscopico se pudieron identificar lesiones blanquecinas de
aproximadamente un milimetro de didmetro en la mucosa géstrica de tres animales, las cuales es
factible que correspondan a ulceras géstricas (figura 44).

A pesar de haber logrado la infeccion de los animales, por el tiempo en que se llevo a cabo ya
no se pudo realizar ninglin ensayo el cual es necesario para corroborar los resultados obtenidos en los

estudios in vitro.
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Figura 42. A: Cortes histologicos del estomago de un gerbo proveniente del BFC, en los que se
observa C. guillermondii a lo largo del epitelio (region antro-piloro). B: Cortes histologicos de
gerbos provenientes del BINN en el que se observa el epitelio gastrico libre del hongo (regién antro-
piloro. Tefiidas con Hematoxilina-eosina (lado derecho) y Warthin Starry (lado izquierdo), aumento
20X. C: Corte histologico de biopsia de paciente infectado con H. pylori, procesada junto con las
muestras gastricas de los gerbos y usada como control positivo (region pildrica), tefiidas con
Warthin-Starry 20X (lado derecho) y 100X (lado izquierdo).
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Figura 43. A. Cultivo de mucosa gastrica de gerbo infectada con H.
pylori. B Fotografia del disco utilizado en la PRDP que muestra el PR para
colonias de H. pylori.

Figura 44. A: apariencia de posibles tlceras gastricas en la mucosa
gastrica de dos animales con 18 meses de infeccion. B: control
negativo.

120



4.16. Sobre el posible mecanismo de accion de las plantas medicinales con actividad inhibidora

del crecimiento de H. pylori.

Los vuelcos que se han presentado en los ultimos afios con respecto a las patologias del tracto
digestivo con el descubrimiento de H. pylori y que contintan hasta el momento, incitan a no
limitarnos unicamente a encontrar el extracto o compuesto con la actividad inhibitoria mas alta, sino
a tratar de entender cudl podria ser el papel de las plantas usadas por miles de afios por nuestros
antepasados, sobre una bacteria que ha estado con nosotros la misma cantidad de tiempo.

Desde el punto de vista del patégeno estricto, el modo de accion mostrado por las plantas
medicinales que favorece la cura de la enfermedad es el efecto erradicador, seguido por el protector y
el preventivo de la infeccion (figura 45). Estos son los principales efectos que se esperan encontrar
en los laboratorios que abordan estas investigaciones, sin embargo, hasta el momento los resultados
nos indican que serian inefectivas para curar las patologias gastricas inferiores cronicas (al menos en
aquellos casos en los que la bacteria es la responsable) ya que no se ha demostrado claramente que
algin  extracto o  compuesto sea capaz de erradicar a H. pylori in

2,10,14,89,111,115,122,125,144,150,183,184,185,189,211

Vivo . La explicacion de estos resultados puede ser de que se

requieren de terapias agresivas para erradicarla dentro del estdbmago, como son con el empleo de

. . o 1,161,162,182
varios agentes y concentraciones altas que son dificiles alcanzar con extractos de plantas .
Asi también, la bacteria esta perfectamente adaptada a su nicho y al parecer el uso de plantas el cual
es mucho mas antiguo a la aparicion de las enfermedades emergentes asociadas a H. pylori, no
parece haberla erradicado. Un caso en el que se plantea se logré disminuir la prevalencia de la
bacteria en la poblacion humana, fue con el uso desmedido de antibidticos en los afios

: 17,24
cincuenta”'"**,
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El panorama anterior cambia cuando observamos el posible modo de accion de las plantas
bajo la perspectiva de la teoria del desequilibrio en la microecologia gastrica”'”'®!? 22124 (Tap]a 1).
Bajo esta idea, el principal modo de accidén que seria ventajoso es el efecto de tipo atenuante de la
poblacion bacteriana, seguido por el protector (figura 45). Si incorporamos los estudios y propuestas
recientes sobre la biologia de la bacteria y los resultados con plantas mencionados hasta el momento,
se puede plantear la existencia de una posible funcion preventiva de las plantas medicinales al
desarrollo de patologias cronicas, especificamente las géstricas inferiores mediante el efecto
atenuante de poblaciones de H. pylori.

De acuerdo con la literatura es dificil suponer que un extracto de planta, logre curar o revertir
las patologias cronicas, sin embargo es factible que pueden actuar como preventivas a su desarrollo,
manteniendo un equilibrio entre las poblaciones. De acuerdo a la propuesta de Blaser y
colaboradores (2007), este se regiria por el modelo de equilibrios tipo Nash (estrategias evolutivas
estables) y en el cual, cuando una poblacion bacteriana cambia de estrategia (sale de equilibrio, por
ende empieza a aumentar su nimero y causar dafio) el sistema inmune acttia sobre toda la poblacion
limitandola por restricciones en las tasas de crecimiento; incluso bajo este modelo, la inmunidad
puede ser definida como la reduccién de la replicaciéon microbiana neta**. De tal modo, las plantas
medicinales podrian tener un efecto atenuante sobre toda la poblacion también de manera
indiscriminada u homogénea, tal como se ha encontrado en los estudios in vivo realizados hasta el
momento' 171212 " Asf también, recientemente se ha relacionando el empleo de plantas tanto de
uso medicinal como de aquellas consumidas frecuentemente en la dieta, con la baja incidencia de
enfermedades causadas por H. pylori en poblaciones humanas con un alto grado de infeccion y con
cepas consideradas altamente virulentas™' > 1%,

El mecanismo de accidén atenuante no solo estaria previniendo el desarrollo de patologias

gastricas inferiores, sino que ademads tendria la ventaja de que al no eliminar a la bacteria, estaria
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evitando a su vez el desarrollo de las enfermedades géstricas superiores (sindrome de Barret, cancer

de esofago, reflujo gastroesofagico) las cuales se plantea la bacteria evita que se desarrollen'®!'**!*

87

Por lo tanto, se puede pensar que los tratamientos tradicionales con plantas no han actuado, ni
actiian erradicando a la bacteria como se busca con las terapias que actualmente se utilizan y es
posible que antes del aumento en la incidencia de la tlcera péptica y del cancer gastrico, la dieta
basada en plantas comestibles o medicinales hayan tenido un papel fundamental en el mantenimiento

del equilibrio H. pylori-humano, evitando el desarrollo de estas enfermedades.

Preventivo: eyita la infeccion

Preventivo: evita la infeccion

Atenuante

Patogeno
estricto

Simbionte-patogeno
depende del context
ecologico

Erradicador-

Protector
Protéctor

Figura 45. Posibles mecanismos de accion de las plantas medicinales o comestibles
sobre H. pylori y su relevancia desde el punto de vista de las dos hipotesis sobre la
patogenicidad antes sefialadas. El grueso de las flechas indica cual de los mecanismos
seria mas relevante para cada una.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo tienen la limitante de ser estudios in vitro, por
lo que se requiere de la experimentacion en modelos animales para poder definir si algin extracto o
compuesto de la corteza del A. adstringens puede presentar un efecto atenuante de las poblaciones de

H. pylori dentro del estdbmago. Asi como también, si dicho efecto seria suficiente para prevenir el
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desarrollo de patologias cronicas sin eliminar a la bacteria o si es capaz de revertir el dafio una vez
que se ha causado. El panorama para el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento es amplio y
prometedor, pero solo si logramos entender primero la biologia de la bacteria, la cual va mas alla de

visualizar a H. pylori unicamente como un patégeno.
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5. CONCLUSIONES.

- Se desarroll6 y propuso una metodologia in vitro para evaluar especificamente la actividad
inhibidora del crecimiento de H. pylori de extractos y compuestos puros, sin embargo los resultados
deben de ser complementados con un estudio in vivo y un analisis de toxicidad para determinar la

confiabilidad de 1a misma.

- La corteza de A. adstringens a la que se la ha atribuido un efecto gastroprotector en modelos de
daio producido por agentes quimicos, también contiene metabolitos que actian directamente sobre
el principal factor causante de la gastritis cronica activa, la tlcera péptica y el cancer de estdmago, la

bacteria H. pylori.

- De los compuestos descritos en la literatura como los responsables de la actividad gastroprotectora
y antinflamatoria en modelos de dafio producido por agentes quimicos, el acido 3-epioleandlico es el

unico que presenta un efecto inhibidor del crecimiento de H. pylori in vitro.

- La mezcla de acidos anacéardicos y una de aldehidos anacéardicos, muestran el mayor efecto

inhibidor del crecimiento H. pylori in vitro.

- Se plantea la existencia de dos modos de accion para la mezcla de acidos anacardicos in vitro, los

cuales dependen de la concentracion. Uno bacteriostatico que se da concentraciones menores de

12.5ug/ml y otro bacteriolitico a concentraciones mayores de 30ug/ml.

125



- Los acidos anacérdicos (asi como otros fenoles de cadena larga) tienen un potencial para ser
utilizados en las terapias de erradicacion ya que: 1. Presenta actividades inhibitorias in vitro en el
intervalo de los antibidticos comerciales. 2. Es més eficiente en comparacion con otros compuestos
aislados de plantas. 3. Su estructura quimica es sencilla, lo que puede facilitar su sintesis. 4. Su
toxicidad es baja. 5.- Son estructuralmente diversos. 6.- Su presencia en otras plantas (principalmente

en hojas y frutos) facilita su obtencion.

- La gran diversidad que presentan los fenoles de cadena larga y los pocos estudios acerca de su
actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori, nos indican que no se ha explorado totalmente el
potencial de este tipo de compuestos y aun faltan estudios para concluir que parte de su estructura es

determinante para la actividad.

-En este estudio no se logrd ensayar la actividad en el modelo animal, a pesar de haber logrado la
infeccion de los animales. Este punto resulta de suma importancia para dar mayor peso a los

resultados encontrados con los estudios in vitro.

- Se desarroll6 un nuevo método denominado Prueba Rapida en Disco de Papel, el cual es aplicable
al conteo en placa y permite conocer el nimero de H. pylori viables en los estomagos de gerbos de
una manera eficiente y sencilla, ademés de que presenta la ventaja de ser econdmico y accesible para

poder ser considerado como método de rutina.

- Aln no podemos justificar que el uso tradicional que se le da a la corteza para el caso de la gastritis

y la tlcera péptica (ya sea producida por H. pylori o por agentes quimicos) se deba a la presencia de
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los terpenos y fenoles de cadena larga, ya que no se encuentran en los extractos acuosos que

consume la gente.

- El extracto acuoso presenta una actividad in vitro contra la bacteria, indicando la presencia de

metabolitos potenciales aun no identificados.

- Aunque se pueden proponer diversos mecanismos por los cuales las plantas evitan el dafio causado
por la bacteria, hasta el momento el efecto atenuante y protector perecen ser los principales. Bajo
esta propuesta, estos efectos son la base para el desarrollo de una terapia contra H. pylori mas

selectiva, basada en la regulacion de su poblacion mas que en su erradicacion.
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7.- GLOSARIO:

Carcinogeno tipo 1: clasificacion de la Agencia Internacional para el Estudio del Cancer que refiere
a un carcindgeno definitivo.

Gastritis aguda: procesos inflamatorios en la mucosa y submucosa del estdbmago, caracterizado por
la presencia de polimorfos nucleares dentro de las faveolas y lamina propia. Puede ser de tipo
erosiva cuando se pierden regiones del epitelio gastrico superficial.

Gastritis cronica: inflamacion del estomago caracterizada por la presencia simultanea de infiltrado
de linfocitos, células plasmaticas y polimorfos nucleares neutrofilicos. Se define como activa
cuando se presentan foliculos linfoides en la submucosa.

Linfoma tipo MALT: es un cancer en el sistema linfatico y se presenta como un tumor sélido de
células linfoides.

Metaplasia intestinal: consiste en el cambio de células propias del estdbmago (epitelio cubico simple)
por células presentes en el intestino (epitelio cilindrico simple con células caliciformes y
microvellosidades).

Poblacién panmitica: Poblaciones donde la estructura clonal se pierde por la frecuente
recombinacion.

Parpura trombocitopénica idiopatica: Es una enfermedad que se caracteriza por una falta de
plaquetas, por lo cual ocurren hemorragias en piel y otros 6rganos. Los érganos inmunitarios
producen anticuerpos contra las plaquetas.

Reflujo gastroesofagico: es el reflujo del acido gastrico hacia la region baja del esofago.

Sindrome o esofago de Barret: estado precanceroso caracterizado por la presencia de metaplasias en
la region baja del esofago, en el que el epitelio escamoso es remplazado por epitelio de tipo
glandular compuesto de células columnares.

Ulcera péptica: es el proceso de erosion de la mucosa y que pude sobrepasar hasta la muscular. De

acuerdo a la region donde se localiza el dano puede ser gastrica o duodenal.
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8. -PUBLICACIONES DURANTE EL PERIODO DEL DOCTORADO.

El proyecto desarrollado en esta tesis parte de una inquietud que tuve en el primer semestre
de la carrera de biologia, la cual consistia en determinar un posible efecto inhibidor del crecimiento
de H. pylori de la corteza de “cuachalalate” y la raiz de “cancerina” en un modelo animal. Se inici6
en el laboratorio del Dr. Heliodoro Celis Sandoval en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM
y posteriormente en 2006 se continio a mi ingreso al posgrado en el laboratorio de la Facultad de
Medicina de la UNAM, bajo la tutoria de la Dra. Irma Romero Alvarez.

Con el desarrollo de la metodologia in vitro investigue el efecto inhibidor del crecimiento de
H. pylori de la corteza de A. adstringens, sin embargo, otro de los objetivos que inicialmente eran
parte del proyecto con el que ingrese al doctorado, consistia en evaluar dicha actividad en plantas
que se utilizaran en la medicina tradicional mexicana de una manera global (“screening”). Por lo que
a la par y con ayuda de dos estudiantes de licenciatura, también analicé la actividad de plantas
utilizadas para tratar “desordenes gastrointestinales” y cuyo trabajo finaliz6 en la obtencion de sus
tesis de licenciatura y la publicacion de un articulo que anexo 346984 Asi también, con un tercer
estudiante realice la comparacion de actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de dos plantas
asociadas al A. adstringens, que es la “chupandilla” (Cyrtocarpa procera) y el “cuachalalate blanco”
(Guaiacum coulteri), trabajo con el cual también obtuvo su tesis de licenciatura'®*.

Por otra parte, anexo algunas de varias publicaciones periodisticas cuya informacion esta
basada en el boletin UNAM-DGCS-768/7diciembre2008, pero de manera personal los titulos
parecen tendenciosos en sefialar que de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, la corteza

29 ¢

de “cuachalalate” “alivia o cura” patologias producidas por H. pylori. Cabe sefalar que atin faltan
muchos estudios para concluir esto, ademas de que la actividad de los compuestos descritos hasta el
momento unicamente se ha determinado in Vvitro y no estan presentes en un extracto acuoso, que es la
manera tradicional como la gente ingiere la planta. Para el caso de la nota del diario Milenio, la
estructura quimica del compuesto que describe no corresponde a ninguno de los que encontramos

activos y para el caso del subtitulo de la gaceta de la UNAM que refiere a “Glcera péptica y

duodenal”, aclarar que en el termino ulcera péptica se engloba a la gastrica y a la duodenal.
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Solicitud de patente nacional: 10 de agosto 2010, con numero de registro
MX-a-2010-008774.

Prueba rapida en disco de papel para identificar y cuantificar
5 Helicobacter pylori en cultivos complejos.

Descripcion de la invencion

Campo técnico de la invencion.

10 La presente invencion se relaciona con las pruebas in vitro para identificar
Helicobacter pylori en cultivos, especificamente se refiere a una prueba in vitro en
papel que permite identificar y cuantificar colonias de Helicobacter pylori
presentes en cultivos complejos, mediante la determinacion de las pruebas
bioquimicas reconocidas mundialmente para su caracterizacion.

15
Antecedentes de la invencion.

Helicobacter pylori referido de aqui en adelante como H. pylori, es una
bacteria Gram negativa que coloniza el estdomago humano y es el principal
causante de la gastritis cronica activa y la ulcera péptica, ademas de que esta

20 catalogada como un carcindégeno grupo | por la Agencia Internacional de
Investigacién sobre Cancer.

Actualmente se cuenta con un modelo animal de infeccion por H. pylori,
(lkeno and cols. Helicobacter pylori-induced chronic active gastritis, intestinal
metaplasia, and gastric ulcer in Mongolian gerbils. Am J Pathol. 154:951-60. 1999;

25 Nakagawa and cols. Long-term infection of Mongolian gerbils with Helicobacter
pylori: microbiological, histopathological, and serological analyses. Clin Diagn Lab
Immunol.12:347-53, 2005) en el que se emplean gerbos de Mongolia (Meriones
unguiculatus). En este roedor se han podido reproducir las principales patologias
asociadas a la bacteria en humanos, como son la gastritis, Ulcera géastrica y

30 duodenal, atrofia, metaplasia intestinal asi como cancer. Los resultados obtenidos
con este modelo animal. son extrapolables a humanos.

Actualmente la bacteria se identifica en los cultivos por medio de tres

pruebas bioquimicas de rutina que detectan la actividad de ureasa, oxidasa y
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catalasa. La primera se determina mediante la llamada prueba rapida de ureasa
(PRU), que consiste en agregar una muestra bacteriana en una solucién que
contiene urea-rojo de fenol la cual se cataloga como positiva cuando el color vira
a rojo. Para la prueba de oxidasa se emplea una placa comercial |{Dr1,rs|ideTM
5 oxidase. Difco) que registra la actividad positiva por el viraje a color azul, en la
zona donde se colocd la muestra. Finalmente, para registrar la actividad de
catalasa se agrega una gota de peroxido de hidrogeno en un portaobjetos y
posteriormente se afiade la muestra, que se registra como positiva cuando se
presenta la formacion de burbujas.
10
No obstante que en cultivos puros realizar estas tres pruebas es factible, en
cultivos de primo-aislamiento tanto de biopsias de humano o gerbos asi como de
otras fuentes contaminadas con la bacteria, como puede ser agua o alimentos,
existe la presencia de contaminantes a pesar del uso de medios selectivos. Esto
15 dificulta notablemente la identificacién y sobre todo la cuantificacion de H. pylori,
debido a que se tiene que analizar cada una de las colonias pequefas
transllucidas presentes en la placa de cultivo para determinar su presencia o
ausencia, lo que resulta poco practico y tardado. Asi también, la aparicion de
colonias contaminantes dificulta identificar a H. pylori, sobre todo cuando su
20 numero es bajo. Por otro lado, la PRU y la placa comercial (Dr;.rsli-dewI oxidase.
Difco) no permiten hacer distinciones entre bacterias como H. pylori, con actividad
enzimatica de ureasa y oxidasa alta, de las consideradas con actividad enzimatica

baja, aumentando el riesgo de registrar falsos positivos.

25 Para el caso especifico de biopsias de estdmago de gerbo, se han
desarrollado algunos medios diferenciales como es el Belo Horizonte (BHM), asi
como otros que se basan en el mismo principio, en los que se incorpora el 2,3,5-
trifeniltetrazolium, el cual es reducido por H. pylori, provocando un viraje de color
de las colonias a dorado (Mine and cols. Characteristics of a clinical isolated of

30 urease-negative Helicobacter pylori and its ability to induce gastric ulcers in
Mongolian gerbils. Helicobacter. 10:125-31, 2005; Sun and cols. Profiling and
identification of Eubacteria in the stomach of Mongolian gerbils with and without
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Helicobacter pylori infection. Helicobacter. 8:149-157, 2003). Cabe sefialar que
esta reaccidn no es reconocida como una prueba de rutina para identificar a H.
pylori, ademas de que la apariencia de la colonia fue determinada para la
entonces llamada Campylobacter pylori, por comparacidon con otras bacterias
5 control y no se da un fundamento claro del por qué, exclusivamente, las colonias
de H. pylori serian las unicas en mostrar éste cambio de color (Queiroz and cols.
Indicator medium for isolation of Campylobacter pylori. J Clin Microbiol. 25:2378-9,
1987). Por esta razon, en los estudios en los que se ha empleado estos medios
se hace necesario confirmar su presencia mediante la aplicacion de ofras

10 pruebas, incluidas la determinacién de ureasa, oxidasa y catalasa.

Ofros medios diferenciales propuestos para la identificacion de H. pylori en
muestras de heces y agua, son los que se basan en la incorporacién de rojo de
fenol-urea a las placas (Cellini and cols, New plate for growth and detection of

15 urease activity of Helicobacter pylori. J Clin Microbiol. 30:1351-1353, 1992.
Degnan and cols. Development of a plating medium for selection of Helicobacter
pylori from water samples. Appl Environ Microbiol. 69:2914-2918, 2003;
Testerman and cols. Helicobacter pylori growth and urease detection in the
chemically defined medium Ham's F-12 nutrient mixture. J Clin Microbiol. 39:3842-

20 3850, 2001). Estas pruebas tienen el principal inconveniente de que al agregar
estos agentes al medio disminuyen la viabilidad de la bacteria y en algunos casos
la inhiben por completo. También presentan el inconveniente de que solo se
pueden usar medios translucidos y que la reaccién que se da en la placa se
disemina en zonas grandes lo que impide realizar una cuantificacién. Asimismo, la

25 presencia de H. pylori se registra por una sola prueba bioquimica (ureasa) de las

tres reconocidas, por lo que existe la posibilidad de falsos positives.

Por lo anterior, el ohjeto de la presente invencion es proporcionar una

prueba in vitro para identificar colonias de H. pylori (basada en las tres pruebas
30 bioquimicas de identificacion de la bacteria), aplicable a cultivos complejos
provenientes de diversas muestras, como son estomagos y de agua, basado en la

transferencia de las colonias a un disco de papel en el cual la combinacion de la

164



4
actividad de ureasa-oxidasa crean un patron de reaccion caracteristico para las
colonias de H. pylori que las hace perfectamente distinguibles del resto de las
colonias contaminantes. Con esta prueba se reduce el tiempo de analisis,
ademas, de que permite que se puedan cuantificar las colonias y puede ser usado

5 rutinariamente en los laboratorios de investigacidn o de analisis clinicos, al igual
que puede ser aplicado para analisis de calidad de agua, alimentos o de cualquier

fuente de donde pueda ser aislada la bacteria.

Ofro de los objetos de la presente invencion es proporcionar una prueba in
10 vitro para identificar colonias de H. pylori en la que los reactivos utilizados para la
identificacion de las colonias, no interfieran con la viabilidad de la bacteria y que

no se restrinja su aplicacion unicamente a medios translucidos.

Un objeto adicional de la presente invencién, es proporcionar una prueba in
15 vifro que permita realizar una cuantificacion de las colonias de H. pylori

encontradas en los cultivos complejos.

Breve descripcidn de las figuras.
La figura 1. Cuadrante | muestra los elementos que integran la Prueba
20 Rapida en Disco de Papel (PRDP), donde la letra A corresponde al disco
impregnado con la solucion para determinar la actividad de ureasa. La letra B
corresponde al disco impregnado con la solucion para determinar la actividad de
oxidasa. La letra C hace referencia mediante un gotero a la solucién de peréxido
de hidrégeno para determinar la actividad de catalasa y por ultimo la lefra X indica
25 la placa de agar con antibidticos selectives para H. pylori, donde fue inoculada la
muestra y después de varios dias de incubaciéon contiene colonias diversas,
incluyendo de H. pylori. El Cuadrante Il muestra los pasos a seguir para realizar la
prueba de ureasa: los numeros 1y 2, muestran la colocacién del disco A sobre la
placa de agar X con las colonias bacterianas para conseguir su transferencia al
30 disco A; el numero 3 representa el paso de la separacién del disco A con las
colonias bacterianas; y el numero 4, indica en el disco A, la formacién de halos de

color rosa intenso unicamente en las colonias con actividad de ureasa alta como
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es H. pylorl. La presencia de colonias con actividad de ureasa baja se registra
porque solo la colonia vira a rosa y no forman halos. El cuadrante Ill muestra los
pasos a seguir para realizar la prueba de oxidasa, donde los numeros 1 vy 2,
esquematizan lo colocacidon del disco B sobre el disco A donde ya se determind
5 previamente la actividad de ureasa; el numero 3 esquematiza la separacién de los
discos quedando en el disco B las colonias con actividad de oxidasa baja,
mientras que en el humero 4 muestra en el disco A, solo aquellas colonias con
actividad de oxidasa alta las cuales viran a color azul, pero unicamente las de H.
pylori presentan un halo rosa, lo que en conjunto da el patrén de reaccion para
10 distinguir a las colonias de H. pylori. El cuadrante IV esquematiza la
determinacién de la actividad de catalasa, que consiste en agregar una gota de
peroxido de hidrégeno a las colonias del disco A gue muestren el patron de
reaccion y asi corroborar por la tercer prueba que sean colonias de H. pylori, a la
vez que se cuantifican. La produccién de burbujas de la colonia en los primeros
15 segundos se considera como ureasa-oxidasa-catalasa positiva, indicativo

suficiente para sefialar que es una colonia de H. pylori.

La figura 2 muestra una tabla con aislados de gerbos y cepas de coleccion

con actividad de ureasa registrada con la Prueba Rapida en Disco de Papel de la
20 presente invencion. El anélisis de estas actividades se realizd comparandolas con
la velocidad e intensidad de las reaccién que mostraron las colonias de H. pyloti.
La actividad de ureasa de H. pylori se da inmediatamente al contacto con el disco

y se caracteriza por la formacién de un halo de color rosa intenso. Proteus
vulgaris tarda algunos segundos en dar actividad, el halo no se extiende mucho y
25 el color rosa es mas tenue (++). Para el caso de las otras bacterias, la actividad
se da en el primer minuto y no se forma el halo (+). La actividad de oxidasa se
considera alta (++) cuando la colonia vira a azul y baja cuando Unicamente la
reaccion se da en el disco B, el impregnado con 0.25% de tetrametil-p-
fenilendiamina (+). El numero dentro del corchete [ ] indica el tiempo, en horas, en
30 que crecieron las colonias y se aplicd la Prueba Rapida en Disco de Papel. El
intervalo de confianza en la identificacion de los aislados es obtenido mediante el

metodo miniaturizado BBL crystal GP-ID cuya interpretacion va del 1.0 que indica
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100% de certeza en la identificacion del microorganismo y arriba de 0.8 indica un
valor confiable de identificacion. Para el caso de Corynebacterium
pseudogenitalium y de Staphylococcus simulans, el numero que les sigue
corresponde a diferentes aislados.
3
La figura 3 muestra la reaccion obtenida de bhacterias ureasas positivas no-
H. pylori en la Prueba Rapida en Disco de Papel de la presente invencién y se
comparan con el patron de reaccion mostrado por H. pylori ATCC 43504 en la
misma prueba. La linea 1, muestra a Corynebacterium pseudogenitalium aislado
10 de heces de gerbo, que muestra una reaccion diferente al patron de reaccién de
H. pyleri mostrado en el recuadro K. El recuadro A es el aislado 58, acotado en la
linea 1; el recuadro B es el aislado 61, acotado en la linea 1 y el recuadro C es el
aislado 63, acotado en la linea 1. En la linea 2 se identifican los aislados: en el
recuadro D de Aerococcus urinae, en el E de Bacillus sphaericus y en el F de
15 Bacillus brevis, los cuales también tienen patrones diferentes al recuadro K. La
linea 3, corresponde a Staphylococcus simulans donde el recuadro G es el
aislado 101 acotado en la linea 3 y el recuadro H es el aislado 60 acotado en la
linea 3. Finalmente la linea 4 corresponde a cepas de coleccion: en el recuadro |
se trata de Proteus vulgaris ATCC 6808 y en el recuadro J a Pseudomonas
20 aeruginosa ATCC 27853, con patrones de reaccion también diferentes al del
recuadro K.

La figura 4 presenta una grafica que muestra la recuperacion vy
cuantificacion de H. pylori, aplicando la Prueba Réapida en Disco de Papel de la
15 presente invencién, agregada a muestras de estdmago de gerbos y crecida en
diferentes medios tanto transltucidos como opacos. Ca = base Casman, MH =
base Mueller Hinton, s = sangre, ¢ = ciclodextrina y plus = anfotericina B 7.5mg/l,

polimixina B 3,500 U, vancomicina 10mg/l y trimetroprim 5mg/l.
30 Descripcion detallada de la invencién.

La presente invencion se refiere a una prueba in vitro para deteccién y
cuantificacion de H. pylori denominada Prueba Rapida en Disco de Papel (PRDP)
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gque integra las ftres pruebas bioquimicas de identificacion de la bacteria
reconocidas mundialmente, con la novedad de que las colonias se transfieren a
un primer disco de papel denominado A, donde en un primer paso registra la
actividad de ureasa. Este disco A esta impregnado con el reactivo 1 que consiste

5 de azul de bromotimol a una concentracion de 0.002 a 0.02%, rojo de fenol 0.005
a 0.05% vy urea 4 a 6%, ajustando el pH de 2 a 6, preferentemente de 4.5, en
agua bidestilada. El rojo de fenol y la urea son utilizados comunmente para la
prueba réapida de ureasa, el agregar bromotimol y realizar la reaccion en el disco,
permite un resultado que da la formacién de un halo color rosa intenso que indica
10 bacterias con actividad de ureasa alta. La combinacién de dos indicadores de pH
es necesaria para registrar la actividad en el disco y el bromotimol favorece que
se puedan diferenciar colonias bacterianas con actividad de ureasa alta tal como
H. pylori, por la formacién de un halo de color rosa intenso que se da alrededor de
las mismas en los primeros segundos, situacion que no se da en aquellas
15 colonias con baja actividad, que solo viran a color rosa. Para proseguir con la
prueba y determinar la actividad de oxidasa, se utiliza un segundo disco de papel
denominado B el cual esta impregnado con el reactivo 2, que consiste de una
solucién de tetrametil-p-fenilendiamina menor al 1%, preferentemente al 0.25%,
en agua y el cual al ser sobrepuesto en el disco A, (Figura 1) permite distinguir
20 colonias con actividad de oxidasa alta (como es H. pylori) en el que las colonias
presentes en el disco A viran a un celor azul, mientras que las de baja actividad

no dan reaccién y unicamente se registra un viraje en el color a azul en el disco B.

Las ventajas que presenta el uso de discos de papel, es que los reactivos
25 no interfieren con la viabilidad de la bacteria, ya que no se incorporan al medio de
cultivo. También, facilita el estudio en conjunto de todas las colonias presentes en
las placas, lo que reduce a su vez el tiempo de anélisis. Por otra parte, las
reacciones se pueden observar independientemente de la transparencia del
medio.
30
Oftra novedad de la Prueba Rapida en Disco de Papel en el estado de la

técnica de las pruebas bioquimicas de identificacion de H. pylori, es el efecto que
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se consigue por la combinacién de la actividad de ureasa-oxidasa en el disco A,
que junto con las caracteristicas peculiares de las colonias (pequefia y de lento
crecimiento) muestran un patrén de reaccion caracteristico que consiste de un
halo color rosa con un centro azul (Figura 3-K), que permiten distinguirla del resto
5 de las contaminantes, incluso de aquellos que puedan compartir alguna o ambas
actividades. No obstante esto, en la Prueba Rapida en Disco de Papel se realiza
la tercer prueba que es la actividad de catalasa, para la cual se agrega una gota
de peréxido de hidrégeno uUnicamente en las colonias ureasa-oxidasa positivas
presentes en el disco A, donde la produccién de burbujas de la colonia en los
10 primeros segundos se considera como ureasa-oxidasa-catalasa positiva,
indicativo suficiente para sefialar que es una colonia de H. pylori. Otra ventaja
importante de la presente invencién es que permite realizar cuantificaciones, ya
que el patrén de reaccién de las colonias es claro y no se difumina como en los
medios diferenciales basados en la actividad de ureasa.
15
Ejemplo de uso 1
La aplicacion de la Prueba Rapida en Disco de Papel objeto de la presente
invencidn se realiza de la siguiente manera:
Transferencia de las colonias al disco de papel A y actividad de ureasa: Se aplica
20 en un disco de papel el reactivo 1, que consiste de azul de bromotimol 0.02%, rojo
de fenol 0.05% y urea 6%, ajustada a pH de 4.5 cuya concentracion es tal que
permite registrar la actividad en el disco al que para fines de identificacion se le
denomina A. Se deja secar un minuto y se coloca sobre las placas con cultivo
hasta que se humedezca por completo, acto seguido se desprende de la placa de
25 cultivo. La actividad ureasa positiva para H. pylori se observa por la formacion de
un halo rosa alrededor de las colonias. Figura 1.
Determinacion de la actividad de oxidasa. Para realizar la prueba se prepara el
reactivo 2, haciendo una solucion de tetrametil-p-fenilendiamina al 0.25%.
Posteriormente, se asperja sobre un segundo disco de papel, que se denomina B
30 para fines de identificacion y sin dejar que se seque por completo se coloca sin
aplicar presion, sobre el disco A del lado donde se encuentran las colonias. Se
deja reaccionar de 10 a 20 segundos y se separan ambos discos. La reaccién

169



9

positiva oxidasa para H. pylori se da cuando la colonia que se encuentra en el
disco A, vira a color azul. El patron de reaccién que se ohserva para colonias de
H. pylori ureasa-oxidasa positiva es un halo rosa con el centro azul. Figura 1.
Determinacion de la actividad de catalasa. Esta prueba se realiza unicamente en

5 las colonias ureasa-oxidasa positiva del disco A, en las cuales se agrega una gota
de peroxido de hidrogeno a la vez que se realiza el conteo de las colonias ureasa-
oxidasa-catalasa positivas. Se considera que la colonia es catalasa positiva
cuando se presenta la formacion de burbujas en los primeros 2 segundos.

10 Para determinar la especificidad y sensibilidad de los resultados obtenidos

se presentan los siguientes estudios:

Ejemplo de uso 2: Estudio de especificidad
Con la presente invencidn, Prueba Rapida en Disco de Papel se puede
15 detectar la actividad de ureasa y oxidasa responsables del patrén de reaccién de
colonias de H. pylori, permitiendo diferenciarlas de otras bacterias que no la
presentan. Para determinar si el método es capaz de distinguir las colonias de H.
pylori de ofras colonias bacterianas que pudieran compartir estas actividades y
gue pueden estar presentes en los cultivos complejos, se realizd el aislamiento de
20 la microbicta de algunas regiones del tracto digestivo del gerbo y posteriormente
se analizaron con la Prueba Rapida en Disco de Papel.

De dos gerbos se obtuvieron las siguientes muestras: el estdmago y el
ante-estomago, asi como el bolo alimenticio de cada una de éstas regiones, 2 cm
25 de duodeno de la porcion cercana al piloro y 40 mg de excremento fresco
colectado del intestino grueso a una distancia de 3 cm con respecto al ano. Las
muestras se homogenizaron en 2 ml de medio Brucella sin antibidticos y se
realizaron diluciones 1:2 a excepcion de las muestras de duodeno que fue de 1:5

y de excremento que fue de 1:10. Se sembrd 0.1 ml de cada muestra en placas
30 Mueller Hinton agar 5% sangre de carnero desfibrinada sin antibidticos y despues
de siete dias de incubacion se obtuvieron un total de 107 aislados. El analisis

microscopico reveld que el 38.5% correspondid a una levadura, identificada como
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Candida guilliermondii por el método miniaturizado API-20 C AUX. Del 61.5%

restante, que correspondié a células bacterianas, se agruparon en 57 aislados

finales de acuerdo a las caracteristicas de la colonia y a la morfologia bacteriana.

5 Para determinar el patrén de reaccién de las colonias seleccionadas con la
Prueba Rapida en Disco de Papel se sembraron por puncién en Mueller Hinton
agar 5% sangre de carnero desfibrinada sin antibiéticos y se incubaron de 12 a 24
hrs, tiempo suficiente para obhservar cumulos bacterianos. Se enconiré que 25 de
ellas mostraba como minimo alguna de las tres actividades, de las cuales ocho

10 mostraron la actividad de ureasa. Estas ocho fueron clasificadas con base en el
criterio de Cowal y Steel en el grupo bacteriano al que pertenecian y se
identificaron por el método miniaturizadoe BBL crystal GP-ID, como:
Corynebacterium pseudogenitalium, Aerococcus urinae, Bacillus sphaericus,
Bacillus brevis y Staphylococcus simulans. Figura 2. El patrén de reaccién que

15 presenta H. pylori ATCC 43504 es similar al de otras cepas de H. pylori como la
ATCC 48503 asi como de tres aislados gastricos y es claramente distinguible del
de las ureasas positivas no-H. pylori a pesar de que puedan compartir las mismas
actividades, como es el caso de Corynebacterium pseudogenitalium vy
Pseudomonas auriginosa como puede ser apreciado en las Figuras 2 y 3. Proteus

20 vulgaris presentd la formacion de un halo, pero mas delimitado y mas tenue que el
exhibido por H. pylori. Ademas, por la morfologia de la colonia asi como por la
actividad negativa de oxidasa, el patrén de reaccidon que presenta es

completamente distinguible del de H. pylori como se aprecia en la Figura 3.

25 Ejemplo de uso 3: Estudio de sensibilidad con muestras de estémago de gerbo
Para determinar la sensibilidad de la Prueba Rapida en Disco de Papel
para identificar colonias de H. pylori en cultivos con contaminantes, se inocularon
diferentes unidades formadoras de colonias (ufc) de la bacteria en muestras
provenientes de estomagos completos de gerbos, para simular animales

30 colonizados con diferente numero de H. pylori.
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Cinco gerbos se dejaron en ayuno por 24 hrs y se les extrajeron los
estomagos. Posteriormente a cada uno de ellos se les raspd la mucosa con una
canula metalica y junto con los restos del estomago se homogenizaron de manera
independiente en cinco tubos con 2 ml de medio Brucella, los cuales contienen a
5 su vez 10° 10% 10% y 10% ufc de H. pylori, asi como un control al que no se le
agregd la bacteria. Para el conteo en placa se realizaron diluciones seriales 1:10
sembrando 0.1 ml en placas Mueller Hinton-sangre-4 antibidticos, Casman-
sangre-4 antibidticos y casman-ciclodextrina-4 antibidticos por ftriplicado. Se
incubaron por cinco dias y se determiné el humero de ufc de H. pylorifestdmago

10 mediante la aplicacidon de la Prueba Rapida en Disco de Papel.

Mediante la Prueba Ré&pida en Disco de Papel se pudo determinar en
diferentes medios de cultivo, valores cercanos al numero de bacterias que fueron
inicialmente agregadas a las muestras de estémago como se aprecia en la Figura

15 4. También, el método es capaz de indicar la presencia de un bajo de numero de
colonias de H. pylori en cultivos con un grado alto de contaminantes. Por otro
lado, hay que sefialar que en ninguno de los controles en los cuales no se agregd
H. pylori, se registré la presencia de colonias ureasas positivas o con un patrén de
reaccion similar a H. pylori.

20
Ejemplo de uso 4: Estudio de sensibilidad con muestras de agua corriente

A un cultivo de H. pylori ATCC 43504 ajustado a una Absorbencia a 600
nm de 0.1, se le realizaron diluciones seriales 1/10 hasta 10° en muestras de
agua corriente de la Ciudad Universitaria de la UNAM, para simular muestras con

25100 ufc/ml, 1000 ufc/mly 10,000 ufc/ml de H. pylori. Cada una de las diluciones
se sembraron por ftriplicado en agar Casman 5%-sangre suplementada con
polimixina 2.5mg/l, vancomicina 10mg/l, anfotericina 7.5mg/l y trimetroprin 5mg/I.
Se incubaron en condiciones microaerofilicas por 7 dias y se aplicd la Prueba
Répida en Disco de Papel. La viabilidad de la bacteria diminuye notablemente en

30 agua corriente, no obstante, la prueba es capaz de registrarla cuando se

encuentra a una concentracién igual o mayor de 10,000 ufc/ml en agua corriente.
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La actividad de ureasa es la prueba bioquimica de referencia mas
importante para la identificacion de H. pylori y es la base para la mayor parte de
las pruebas a nivel clinico. La formacion del halo rosa en las colonias de H. pylori
en el papel, es por las caracteristicas bioquimicas peculiares que presenta su
5 ureasa, asi como por su ubicacion. La Ky que es un parametro cinético que da
una idea de la afinidad de la enzima por el sustrato, por ejemplo a Ky bajas mayor
afinidad y viceversa, la reportada para la enzima es de 0.1 mM ademas, del 5 al
10% de ella se localiza externamente, mientras que de manera general las
ureasas de bacterias de ftracto urinario, suelos o algunos miembros
10 pertenecientes a la Familia Enterobacteriaceae, presentan Km’'s que van de 0.7-

130 mM y estas enzimas se localizan exclusivamente en citoplasma.

La determinacién de la actividad de oxidasa, esta basada en el método de

Kovacs, el cual se fundamenta en la reduccion del tetrametil-p-fenilendiamina por

15 las citocromo oxidasas de las bacterias. En la practica se recomienda que para

obtener un mejor resultado se debe de usar una solucion 1%, pero para el caso

en particular de las colonias H. pylori la actividad la pudimos registrar con 0.25%,

lo cual disminuye el costo y ademas permite hacer una distincion entre bacterias

con actividad alta y baja. Por otra parte, el disco impregnado ayuda a delimitar los

20 halos de las colonias de H. pylori, favoreciendo que se puedan contar mas
facilmente.
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Reivindicaciones

1.- Una prueba in vitro para identificar y cuantificar colonias de H. pylori en
5 cultivos simples o complejos que consiste de:
a) Un disco A, que es impregnado de una solucidn que contiene azul de
bromotimol en concentracién que puede ir de 0.002 a 0.02%, rojo de fenol en
concentracion de 0.005 a 0.05% y urea de 4 a 6%, ajustada a pH de 2 a 6, &l cual
se aplica sobre una placa de cultivo complejo y sirve de base para transferir las
10 colonias, asi como para determinar la actividad de ureasa alta de las colonias de
H. pylori, las cuales se identifican por la formacion de un halo rosa intenso
alrededor de las mismas. Utiliza la combinacion de dos indicadores de pH
necesarios para que se de claramente la formacién del halo.
a') Un disco A, de acuerdo al inciso anterior, en que preferentemente se impregna
15 de una solucion de azul de bromotimol 0.02%, rojo de fenol 0.05% y urea 6%,
ajustada a pH de 4.5.
b) Un disco B, que es impregnado de una solucion menor al 1% de tetrametil-p-
fenilendiamina, el cual es sobrepuesto en el disco A y al cabo de unos segundos
retirado. Su funcién consiste en permitir determinar la actividad de oxidasa alta de
20 colonias de H. pylori en el disco A, las cuales viran a color azul. De tal manera
gue la combinacion de estas actividades (ureasa-oxidasa positiva) registradas en
el disco A, son las responsables de mostrar el patrén de reaccion caracteristico
gue permite distinguir las colonias de H. pylori del resto de las contaminantes.
Ofra funcion del disco B, es que ayuda a delimitar los halos permitiendo que se
25 puedan cuantificar mas facilmente las colonias de H. pylori en el disco A.
b") Un disco B, de acuerdo al inciso anterior, en que preferentemente se impregna
de una solucion de 0.25% tetrametil-p-fenilendiamina
c) Un gotero o contenedor que contiene perdxido de hidrogeno, el cual al
agregarse a las colonias ureasa-oxidasa positivas presentes en el disco A,

30 permite determinar su actividad de catalasa.
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2.- La prueba in vitro para identificar colonias de H. pylori en cultivos simples o
complejos de conformidad con la reivindicacién 1 caracterizada porque al aplicar
el disco A sobre la placa de cultivo y posteriormente separarlo, se realiza una

transferencia de las colonias tanto de H. pylori como de contaminantes al disco.

3.- La prueba in vifro para identificar colonias de H. pylori en cultivos simples o
complejos de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizada porque en
contacto con colonias de H. pylori presenta la formacion de un halo de color rosa
intenso alrededor de las mismas.

10
4.- La prueba in vitro para identificar colonias de H. pylori en cultivos simples o
complejos de la reivindicacion 1, caracterizada por que en el disco A y con ayuda
del disco B, se crea un patrén de reaccion caracteristico de las colonias de H.
pylori que consiste en un halo de color rosa intenso alrededor de colonias azules.

15
5.- La prueba in vitro para identificar colonias de H. pylori en cultivos simples o
complejos de la reivindicacion 4, caracterizada porque al agregar el peréxido de
hidrogeno el patrén de reaccién permite que pueda realizase un conteo a simple
vista de las colonias, permitiendo cuantificarlas.

20
6. La prueba in vitro para identificar y cuantificar colonias de H. pylori en cultivos
simples o complejos de la reivindicacion 1, caracterizada porque puede aplicarse
en cualquier cultivo complejo independientemente de la muestra, donde se
pretende identificar la prescencia de H. pylori.

25
7. La prueba in vitro para identificar y cuantificar colonias de H. pylori en cultivos
simples o complejos de la reivindicacion 1 caracterizada porque las muestras
pueden ser de estdmago de un mamifero, agua, diversos tipos de alimentos,
heces, o saliva.

30
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8. La prueba in vitro para identificar y cuantificar colonias de H. pylori en cultivos
simples o complejos de la reivindicacién 7 caracterizada porque las muestras de
mamifero son preferentemente gerbos o humanos.
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Resumen

La presente invencion seé refiere a una prueba in vitro que permite identificar

5 y cuantificar de manera rapida y sencilla colonias de Helicobacter pylori presentes
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en cultivos complejos, mediante la determinacion de pruebas bioquimicas
aceptadas mundialmente para su identificacion; con la novedad de que se
registran en un soporte sodlido, en el cual la combinacién de la actividad de
ureasa-oxidasa crean un patron de reaccién caracteristico, que las hace

perfectamente distinguibles del resto de las colonias contaminantes.
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Resumen: La bucteria Helicobacter pylori esti reconocida como el principal agente causal de la gastritis crénica activa v de la
lilcera péptica. Por muchos aiios, en la medicina tradicional se han utilizado diversas plantas para tratar estos padecimientos: sin
embargo, s6lo recientemente se ha empezado a investigar su posible cfecto sobre la bacteria, Este trabajo compendia v analiza
los estudios de plantas con actividad anti-H. pylori que hasta la fecha se han realizado. Se propone que la forma como pudieran
estar actuando estas plantas sobre H. pylori es mediante un efecto atenuante de la poblacion bacteriana y no mediante su erradi-
cacion. como lo hacen los antibidticos de la terapia anti-ulcerosa que actualmente se utiliza. Las especies vegetales se presentan
como una fuente muy diversa para la obtencién de compuestos activos con potencial bactericida. asi como para el desarrollo de
nuevas terapias disefiadas para el control de H. pviori.

Palabras clave: actividad anti-H. pylori. agentes derivados de plantas. gastritis, Helicobacter pylori. dlcera,

Abstract: The bacterium Helicobacter pylori is recognized as the main causal agent of active chronic gastritis and peptic ulcer.
For many years. traditional medicine has made use of several plants for the treatment of these afflictions: nevertheless. their
possible effect upon the bacterium has just begun to be investigated. This study summarizes and analyzes the studies. conducted
up to date, of plants with anti-f. pv/ori activity. It is proposed that their action on H. pylori is mainly directed to the depletion of
bacterial population rather than to its eradication. as the current anti-ulcer therapy does. Plant species are presented as a very

diverse source of bactericidal compounds, as well as for the development of new therapies for /. pylori control.
Key words: anti-H. pylori activity, gastritis, Helicobacter pylori. plant derived agents, ulcer,

H elicobacter pylori es una bacteria polimérfica Gram
negativa que habita en la superficie del epitelio del
stomago humano. En 1994, fue declarada por la OMS
ymo el principal ggente causal de la dicera péptica y la
gencia Internacional de Tnvestigacion sobre Cincer la
asificé como un carcinggeno grupo 1 (IARC, 1994; NIH,
794). En 2005, tos investigadores Barry J. Marshall y J.
obin Warren recibieron el premio Nobel de Fisiologia o
ledicina “por el descubrimiento de H. pyviori y su papel
1 la gastritis y la dlcera péptica”™ (nobelprize.org).

La gastritis consiste en una serie de procesos inflama-
rios € inmunes en la mucosa y submucosa del estéma-
>, mientras que ia dlcera es una etapa posterior ¢ impli-
L el rompimiento de la mucosa que sobrepasa la muscu-

laris mucosae 'y se puede presentar tanto en el estémago
como en duodeno. Se sabe que la gastritis aguda es pro-
ducida por diversos factores como son H. pylori, autoin-
munidad, reflujo biliar, firmacos y substancias téxicas,
pero para el caso de la gastritis cronica activa, la bacteria
es la principal causante. As{ mismo, es la responsable de
85% de las ulceras gdstricas y de 95% de las duodenales,
y estd ligada al desarrollo de cdncer gastrico, el cual
ocupa el segundo lugar dentro de la mortalidad por cin-
ceres (Dixon, 1994; IARC. 1994: Kuipers et al., 1995;
Valle et al., 1996: Ferlay er al., 2001). Se estima que en
los paises desarrollados, entre 30 y 50% de las personas
estdn colonizadas por H. pylori, fraccion que asciende a
80% de la poblacion en los paises en vias de desarrollo
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(Taylor y Parsonnet, 1995). Sin embargo. solamente de 10
a 20% desarrolla dlceras v de 1 a 2% cdncer gdstrico
(Ernst y Gold. 2000).

Para eliminar a la bacteria se utiliza un procedimiento
denominado triple terapia. el cual consiste en la combina-
cion de dos antibidticos (que pueden ser amoxicilina,
metronidazol. tetraciclina o claritromicina) y un inhibidor
de la secrecién dcida (Goodwin, 1997: Dehesa er al..
1998). Este tratamiento no es efectivo en alrededor de 20%
de los casos. principalmente por la aparicion de cepas
resistentes, por lo que se ha propuesto la utilizacién de una
segunda linea de tratamiento (una terapia cuddruple) en la
que se anade bismuto y antibidticos diferentes de los pre-
viamente utilizados (Parente et al., 2003). El uso de varios
agentes en la terapia resulta limitado debido a los efectos
secundarios que provocan, lo que sugiere que el tratamien-
to contra H. pvlori necesita ser redisenado (Gisbert y
Pajares. 2002: McLoughlin er al., 2004: Bytzer y
O Morain, 2005; Di Mario er al., 2006: Ford et al., 2006).

Aungque estd demostrado el papel de la bacteria en las
patologias descritas, existen evidencias de que no todas las
cepas de H. pylori causan dafo y se plantea que antes de
iniciar una campaia de erradicacion se debe estudiar cud-
les serfan los beneficios y las consecuencias de hacerlo.
Actualmente se recomienda que se haga tinicamente en los
pacientes que presenten tlcera péptica y/o linfomas gdstri-
cos MALT (del inglés mucosa-associated lymphoid tissue)
y en algunos casos de gastritis crénica activa (Blaser,
1992, 1997, 1998, 1999a, b).

Antes de reconocer a H. pylori como el principal agen-
te etioldgico de la gastritis y la dlcera péptica, la biisqueda
de agentes derivados de plantas (AP) —extractos crudos,
fracciones y compuestos— para tratar estas enfermedades
ya habia sido abordado. En estos trabajos se encontraron
mecanismos de accién que involucraban efectos gastro-
protectores o inhibidores de la secrecién de dcido (Borelli
¢ Izzo, 2000), pero actualmente se ha visto que muchas
plantas reportadas etnoboldnicamente para este tipo de
padecimientos actudn también sobre el principal agente
causal, la bacteria H. pylori.

La bisqueda de propiedades anti-f. pyvlori en plantas es
reciente. El primer reporte que se tiene es de Cassel-
Beraud et al. (1991), y es a partir de los dltimos cinco anos
que este tipo de estudios ha aumentado considerablemen-
te. El presente articulo compendia y analiza la informacién
de los estudios que se han hecho hasta la fecha sobre plan-
tas con actividad anti-H. pylori en todo el mundo.

Plantas con actividad anti-H pylori

En el apéndice 1 se enlistan 327 plantas. tanto de uso
medicinal como comestible, a las que se les ha analizado
su potencial anti-H. pviori. Se encuentran ordenadas por

familias, seguidas por el nombre cientifico y el comin;
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este ultimo se tomé del trabajo original, pero de aguellas
plantas que también se distribuyen en México, asi como de
algunas que no se les reporta, se mencionan con el nombre
comtin que se les da en nuestro pais. Las familias. asi
como algunos nombres cientificos, fueron corregidos o
corroborados de acuerdo con la base de datos en linea del
Jardin Botdnico de Missouri, W' TROPICOS (consultada
durante 2006). También se sefala la actividad anti-H.
pylori, 1a parte de la planta utilizada, asi como el tipo de
extracto que se probo.

En cuanto a la actividad anti-H. pylori, a 60.8% de estas
especies se les ha identificado algin AP positivo, pero a la
mayoria s6lo se le ha demostrado con estudios i vitro.
Cabe sefalar que el criterio para considerarlas activas se
basa en lo reportado por los autores que realizaron el ana-
lisis. Debido a la gran variacién de las condiciones en las
que fueron evaluados. no es posible definir un intervalo de
inhibicidn significativo o hacer comparaciones de efectivi-
dad entre los distintos trabajos. En la Gltima columna del
apéndice | se indican los compuestos o grupos de com-
puestos identificados con actividad anti-H. pylori.

A continuacion se reseian los trabajos de las plantas a
la cuales se les ha estudiado su efectividad anti-f{. pylori
in vivo, asi como de aquellas que ayudan a contrarrestar ¢l
dafio producido por la infeccion.

Brassica oleraceae (broécoli)

Se ha investigado la eficacia del retofio fresco de brécoli
para eliminar a H. pylori en pacientes infectados a dosis de
14, 28 y 56 g, suministrado dos veces al dia por siete dias.
Al medir la respuesta mediante antigenos de suero. biop-
sias gdstricas y por la prueba de la ureasa, se encontrd una
ligera mejoria en los pacientes que lo consumieron (Galan
et al., 2004). En otro estadio hecho con 438 empleados de
una fdbrica japonesa. por medio de encuestas y por medi-
cion de los pepsindgenos Iy II (indicadores de dano y
atrofia de la mucosa gdstrica). se observd que no existia
una asociacién entre el consumo de brécoli y la baja pre-
valencia de gastritis crénica atréfica (Sato er al., 2004). En
un estudio posterior, se administraron yogures que conte-
nian brdcoli y brécoli fresco a voluntarios infectados con
H. pvlorr; este tratamiento también resultd inefectivo para
la erradicacién de la bacteria (Opekun er al., 2005). Sin
embargo, el sulforofano (figura 1), compuesto muy abun-
dante en el brocoli, es capaz de eliminar a f7. pylori en cul-
tivos de lineas de células epiteliales de estémago humano
(HEp-2) infectadas con la bacteria (Fahey et al., 2002;
Haristoy et al.. 2005). Ademds, resultd efectivo (a una
dosis de 1.33 mg/dia, administrado via catéter durante
cinco dias) para erradicar a la bacteria en ratones desnudos
con injertos de tejido gdstrico humano (xendgrafos) a los
cuales se les infectd con H. pylori (Haristoy ef al., 2(03).
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Fig, 1. Principales compuestos con actividad anti-H. pyvlori aislados de plantas.

Camellia sinensis (té negro, té verde, té de catequinas)

De las hojas del drbol de Camellia sinensis se elabora el té
verde (Polyphenon 70s®) y el té negro (Theaflavin®),
cuya diferencia radica en que el segundo se somete a un
proceso de fermentacién. Ambos han mostrado capacidad
para inhibir el crecimiento de H. pvlori (Mabe et al., 1999;
Yee et al., 2002; Matsubara er al., 2003; Takabayashi et
al., 2004} y se ha identificado una mezcla de catequinas
como la responsable. La eficiencia de estos compuestos
estd determinada por la presencia de dcido gilico, asi
como de grupos hidroxilos dentro de su estructura. De la
mezcla de catequinas, la epigalocatequina galata (EGCG)
(figura 1) es el compuesto mayoritario y el mds activo

{Mabe ef al., 1999). Se han realizado varios estudios utili-
zando gerbos como modelo animal, en los que la mezcla
de catequinas disminuye el ndmero de bacterias y la erra-
dica en 10-36% de los animales tratados. Entre los posi-
bles mecanismos de accién de estos compuestos se ha
demostrado que dafan la membrana. afectando la morfo-
logia de la bacteria y su movilidad. ademds de inhibir la
actividad de la ureasa (Mabe et al., 1999; Matsubara et al..
2003). Contrario a esto, Tombola er al. (2003) no encon-
traron un efecto sobre la urcasa y proponen, junto con cl
trabajo de Yahiro er al. (2005), un mecanismo de accién
directo sobre la citotoxina vacuolizante (Vac A) de H.
pylori, tanto del té como de las catequinas. Por otro lado,
se ha visto que la EGCG no s6lo actia sobre la bacteria,
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sino que también protege a la mucosa gdstrica de la apop-
osis v del dario al ADN producidos por H. pyvlori. estimu-
la la proliferacion celular v. al evitar la glucosilacién del
TLR-4. atenia la sintesis de mediadores pro-inflamatorios
(Lee K.M. ¢r al.. 2004),

Croton sublyratus (croton, plaunoi)

Al terpeno plaunotol. aisiado de las hojas de Croton sublv-
rarus (figura 1), se le ha atribuido una accién citoprotecto-
ra en la patologia de la dlcera, pero también se ha visto que
presenta un efecto bacteriolitico sobre H. pyvlori (Koga et
al., 1996). Asimismo, este conpuesto inhibe la secrecién
de interlucina 8 (IL-8) y afecta la adhesion de la bacteria a
las células epiteliales gasuicas (Takagi er «f., 2000),
Utilizando ratones como modelo animal, se ha observado
que es capaz de disminuir el nimero de bacterias. efecto
que es favorecido si se combina con amoxicilina y claritro-
micina (Koga er al., 2002).

Evodia rutaecarpa (gosyuyu, wu-chu-yu)

Del fruto de esta especic sc ha aislado una serie de quino-
lonas tipo alcaloide que inhiben el crecimiento de H. pvlo-
ri (Rho et al., 1999). Su eficacia in virro es muy similar a
la de los antibidticos de referencia utilizados en el estudio
y no muestran toxicidad ni afectan la viabilidad de culti-
vos de ¢élulas humanas (Hamasaki er al.. 2000). Las qui-
nolonas 1-metil-2-[(Z£)-8-tridecenil]-4-( H)-quinolona y el
I-metil-2-[(Z)-7-tridecenil]-4-( 1H)-quinolona (figura )
son capaces de disminuir el nimero de bacterias en los
estomagos de gerbos a dosis de 2, 10 y 20 mg/kg de peso
administrados durante siete dias, permitiendo ademds que
exista una disminucion en el infiltrado de neutréfilos en la
mucosa gistrica. Se observé que la actividad anti-H. pylori
aumenta si se combinan con un inhibidor de la secrecion
gdstrica (Tominaga er al., 2002). El mecanismo de accidn
ain no queda claro, pero se ha encontrado que este tipo de
compuestos inhiben la sintesis del ADN bacteriano al
actuar sobre la ADN girasa v la ADN topoisomerasa [V,
ademds de que son inhibidores competitivos del transpor-
te de electrones en la cadena respiratoria de la bacteria
(Rho er al.. 1999; Tominaga et al., 2002: Tominaga et al.,
2005).

Panax ginseng (ginseng) v otras plantas con propieda-
des anti-adhesion

Se han identificado varios compuestos con actividad anti-
H. pylori de la raiz de Panax ginseng, siendo el panaxitriol
el mas activo (Bae et al.. 2001a). También se ha encontra-
do un grupo de carbohidratos de caricter dcido que mues-
tran una actividad inhibitoria de la hemoaglutinacién de la
bacteria (Belogortseva et al.. 2000). Fracciones de polisa-
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caridos. tanto del ginseg como de Artemisia capillaris,
inhiben el pegado de la bacteria a células epiteliales huma-
nas derivadas de adenocarcinoma gastrico (Lee ILH. er al.,
2004: Lee et al., 2006). En el caso del ginseg se ha encon-
trado un cfecto protector, ya que es capaz de inhibir Ia
muerte celular apoptética. reducir el dafio al ADN vy ate-
nuar la expresion del gen de la IL8 (Park er al.. 2005). Por
otra parte, se han identificado polisacdridos dcidos de las
semillas de Ribes nigrum y del jugo de Abelmoschus escu-
fentus (quingombd) que inhiben la adhesidn en secciones
de mucosa gadstrica humana al bloguear los receptores de
superficie de la bacteria (Lengsteld er al., 2004a. b),

Los extractos acuosos de las hojas de Arctostaphylos
uva-ursi y Vacciniun vitis-ideae presentan una actividad
bacteriostatica. la cual s¢ atribuye a la gran cantidad de
laninos que contienen ¥ que ademads son capaces de modi-
ficar la hidrofobicidad de la superficie. aumentando la
agregacion celular (Annuk er al.. 1999). Por otro lado,
algunos constituyentes de elevado peso molecular del jugo
del fruto de Vaccinium macrocarpon inhiben la adhesién
especifica al dcido sidlico, el cual es importante para las
adhesinas de la bacteria (Burger ez al., 2000; Burger ef al.,
2002; Shmuely er al., 2004). El extracto acuoso de V.
macrocarpon también presenta un efecto anti-H. pyvlori
asociado a la presencia de compuestos fendlicos, que se ve
favorecido por la combinacion con Origammm vulgare (Lin
et al.. 2005). En un estudio con pacientes H. pylori positi-
vos se encontrd un efecto positivo de V. macrocarpon en la
eliminacion de la bacteria a una dosis de 500 ml de
jugo/dia administrado oralmente durante 90 dias v deter-
minado por la prueba de la ureasa (Zhang er al., 2003).

Polygonum tinctorium (indigo japonés)

Un conjunto de compuestos aislados de la planta presentan
actividad and-H. pylori in virro (Hashimoto er al., 1999),
de los cuales el flavonoide kaempfero! vy el alcaloide trip-
tantrina (figura 1) son capaces de disminuir el nimero de
bacterias en estomagos de gerbos a una dosis de 5 mg/kg
de peso. administrados durante 10 dias. La triptantrina es
mis efectiva que el kaempferol, pero el efecto se aumenta
si se administran conjuntamente. Sin embargo, el trata-
miento con amoxicilina, claritromicina y metronidazol uti-
lizado como control positivo resulta ser mds efectivo que
el de los tratamientos experimentales, aunque cabe sefialar
que en ninguno de los dos casos se logré erradicar a la bac-
teria por completo (Kataoka er al., 2001).

Mezclas herbales y extractos de diversas plantas

El kampo hochu-ekki-to es ampliamente utilizado en
Japdn y es una mezcla de extractos acuosos calentados de
distintas plantas (“raiz de Astragali, Ginseng, Angelicae,
Bupleuri y Glycyrrhizae; rizoma de Atractviodis lanceae.
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Cimicifugae y Gingiberis: {ruto de Zizyphi y pericarpo de
Auranti nobilis”, composicidn reportada en Yan er al.
2002). Esta mezcla inhibe el crecimiento de diferentes
cepas de H. pvlori. algunas de ellas resistentes a antibioti-
cos comerciales (Imamura et al.. 1995: Hizuka et al.,
1997; Kijima er al.. 1999; Yan ef al., 2002). Asi mismo,
disminuye el nimero de bacterias cn ratones C57BL/6
infectados, a dosis de 1.000 mg/kg/dia de extracto por 21
dfas (7 dias antes de la inoculacion y 14 posteriores), pero
s6lo se logra erradicar si se combina con otros antibidticos
(Yan et al., 2002).

El extracto acuoso de arroz sometide a un proceso de
sacarinizacion y fermentacién muestra un efecto bacterios-
titico sobre H. pylori. En un modelo animal con gerbos
infectados con la bacteria, se encontré que la administra-
cion ad libitum de este extracto durante 10 dias causa una
ligera reduccidn en el nimero de bacterias. ademds de
reducir la inflamacién y la proliferacién epitelial de Ia
mucosa gastrica (Murakami er al.. 2005).

El concentrado de jugo de albaricoque japonés Prunus
numme (ume) reduce significativamente el nimero de bac-
terias en un modelo de infeccién con gerbos, a dosis de |
y 3% de jugo en agua de beber durante 10 semanas, asi
como también disminuye la inflamacién y el dafo a la
mucosa (hiperplasias) (Otsuka et al., 2005). Del fruto se
ha aislado e identificado el compuesto (+)-Siringaresinol,
el cual inhibe la movilidad de H. pyiori in vitro (Miyazawa
et al., 20006).

La actividad anti-H. pylori de extractos y compuestos
de Allium sativiim (ajo) in vitro, es de las mds reportadas
(Cellini et al., 1996; Sivam er al., 1997 Chung et al..
1998; Jonkers et al.. 1999; Ohta er al., 1999: Yoshida er
al., 1999; Mahady y Pendland, 2000; O’ Gara ef al.. 20(0);
Mahady er al., 2001; Sivam. 2001; Cafizares et al.. 2002;
Sovova et al., 2002; Ohno et al.. 2003: Adeniyl y Anyiam,
2004; Caifiizares et al.. 20044, b) y s6lo en algunos casos
se han obtenido resultados negativos (Tabak er al.. 1996:
O’Maheny er al., 2005). Sin embargo. en los pocos estu-
dios in vivo que se han hecho no se ha encontrado que
afecte la viabilidad de la bacteria.

Introduciendo en la dieta de pacientes H. pyvlori positi-
vos rebanadas de ajo y midiendo la infeccién por la prue-
ba de la ureasa no se observé algtin efecto en la disminu-
cion de la infeccién (Graham er af.. 1999). Tampoco se
observaron resultados positivos con el tratamiento de una
cipsula de 4 mg de aceite de ajo, administrada cuatro
veces al dia durante 14 dias (McNulty er al., 2001). Estos
resultados se obtienen nuevamente utilizando un modelo
de infeccion en gerbos. los cuales recibieron una dosis de
extracto de ajo al 4% durante seis semanas, aunque en este
caso si se observa una reduccion, dependiente de la dosis,
de las hemorragias y de la gastritis en los grupos tratados
(Timuro et al., 2002).

La actividad anti-f. pvlori de extractos in virro de la

corteza de Cinnamomum cassia (canela china) es muy efi-
ciente; incluso éstos inhiben en el espectro de los antibig-
ticos de referencia (ampicilina. tetraciclina y eritromici-
na). De esta planta se han aislado e identiflicado 57 consti-
tuyentes quimicos, de los cuales 10 se han probado contra
la bucteria, resultando el cinamaldehido el mds activo
(Tabak er al.. 1999). Contrario a estos resultados, se obser-
vo que el extracto alcohdlico de C. cassia, administrado a
pacientes infectados con H. pylori a una dosis de 80
mg/dia por cuatro semanas, cs incapaz de erradicar a la
bacteria (Nir et al.. 2000).

Finalmente. el extracto metandlico de Lafoensia pacari
(mangava-brava). administrado a una dosis de 500 mg por
14 dias a 35 pacientes H. pylori positivos, dio resultados
negativos (determinado mediante la prueba de rompimien-
to de urea) en la erradicacion de la bacteria (da Mota
Menezes er al.. 2000).

Comentarios finales

Antes del descubrimiento de H. pviori como ¢l principal
agente ctioldgico de la gastritis cronica y la dlcera péptica,
se crefa que estas patologias se debfan tinicamente a un
desequilibrio entre los factores defensivos y 1os agresivos
de la mucosa gdstrica, causado bdsicamente por el exceso
de acidez. el estrés, la ingesta de algunos productos como
el alcohol. los irritantes y algunos medicamentos. Los
estudios de plantas con potencial anti-ulceroso eran reali-
zados en modelos de ulceracién producidos por métodos
gquimicos y fisicos (ligado del piloro, estrés. administra-
cion de farmacos antinflamatorios no esteroidales, dcido
clorhidrico, alcohol, etc.) (Robert er al., 1979) y las activi-
dades que se reportaban tenian que ver con efeclos gastro-
protectores ¢ inhibidores de la secrecién de dcido (Borrelli
e [zzo. 2000).

Marshall y Warren (1984) propusieron que la gastritis y
la ulcera péptica eran producidas principalmente por H.
pyiori. Sin embargo. hace apenas algunos afios que se
comenzd a buscar AP con una accidn directa sobre ella
(Mahady. 2005). Por otro lado, es también reciente el desa-
rrollo de modelos animales. en los cuales la gastritis ¥ 1a
tilcera se producen por la infeccion de la bacteria (Sawada
el al., 1998; Watanabe et al.. 1998; Ikeno er al., 1999).

Se han descrito ya varios AP que afectan la viabilidad
de H. pvlori, aunque adin no hay estudios orientados a
conocer €l mecanismo exacto por ¢l cual lo hacen. El prin-
cipal inconveniente sobre estos trabajos es que la mayoria
solo han sido realizados in vitro y las condiciones que se
han utilizado presentan una gran variacion (tamaifio del
indculo, cepa bacteriana, liempo de incubacion. falta de
uso de antibidticos de referencia, entre otras), lo que difi-
culta la realizacion de un andlisis comparativo de la efec-
tividad o la definicidn de un intervalo de inhibicidn signi-
ficativo. Con el objetivo de estandarizar las condiciones
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para el cdlculo de la actividad minima inhibitoria de com-
puestos sobre H. pylori in vitro. se han propuesto dos
métodos, uno por el Comité Nacional para la
Estandarizacién Clinica de Laboratorio y el otro por el
Grupo Europeo de Estudio de H. pylori (Glupczynski et
al.. 1998). Cabe sefialar que sélo en algunos trabajos de
AP con actividad anti-H. pylori se han tomado en cuenta
dichas recomendaciones ( Yee y Koo. 2000; Haristoy et al..
2003; Mahady er al.. 2005; Nostro ef al.. 2005; De Marino
et al., 2006: Nosiro et al., 20006).

Se pueden clasificar los mecanismos por los cuales los
AP pudieran aliviar las patologias producidas por H. pylo-
ri en varios niveles, pero hay que estar conscientes de que
atn faltan mds estudios y que muchos de ¢llos han mostra-
do que hay sinergismos que favorecen su actividad.

1. Preventivo. En esta categoria tendriamos plantas que se
consumen frecuentemente en la dieta, como algunos frutos
y especias. Aunque adn no estd muy claro su papel. el bro-
coli, el ajo y el chile, al igual que algunos citricos, podrian
incluirse en este grupo (Lépez-Carrillo y Fernandez-
Ortega. 1995: Zhang er al., 1997: Yee et al., 2002:
Bergonzelli et al., 2003; Lépez-Carrillo er al., 2003; Li er
al., 2005, O"Mahony er al.. 2005: Nakagawa et al., 2006).
Un factor indispensable para la colonizacién de la bacteria
es el pegado a las células epiteliales del estémago, por lo
que teniendo en cuenta los estudios realizados en A. capi-
Haris, P. ginseng (Lee J.H. er al., 2004; Lee et al., 2006),
R. nigrum, A. esculentus (Lengsfeld ef al., 2004a, b) y V.
macrocarpon (Burger er al., 2000; Burger et al.. 2002;
Shmuely er al., 2004), estas plantas podrian estar previ-
niendo la infeccion de esta manera.

2. Atenuante. Probablemente este sea el principal mecanis-
mo de accidn de las plantas usadas tradicionalmente y que
actuan sobre H. pvlori, en el que se disminuye su nimero
o retrasa su crecimiento. Este efecto se ha encontrado prin-
cipalmente a nivel de extractos o mezclas herbales. como
es el caso de las hojas de A. uva-ursi'y V. vitis-idea (Annuk
et al., 1999), del kampo (Imamura et al.. 1995; Hizuka et
al., 1997; Kijima er al., 1999; Yan et al., 2002), del arroz
(Murakami et al.. 2005) y de P. imume (Otsuka et al.. 2005;
Miyazawa et al., 2006).

3. Protector. Muchos extractos y compuestos son capaces
de atenuar el dano causado por la infeccién al disminuir la
inflamacion v el dafo a la mucosa. Se ha reportado que
disminuyen el infiltrado de polimorfos nucleares, atentdan
la expresion o la secrecién de interlucina 8, reducen el
dafio al ADN, inhiben la muerte celular apoptética y favo-
recen la proliferacion epitelial. Algunas de estas activida-
des o varias de ellas son exhibidas por la epigalocatequina
galata aislada de C. sinensis (Lee K.M. et al., 2004), ¢l
extracto de arroz (Murakami er al.. 2005), el jugo de P.
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mume (Otsuka ef al., 2005). el P. ginseg (Park et al., 2005).
el plaunotol aislado de C. sublvratus (Takagi er al.. 2000)
y algunas quinolonas de E. rutaecarpa (Tominaga ef al..
2002).

4. Eliminador. Se han encontrado diversos AP que presen-
tan esta actividad en estudios in vitro, pero hasta la fecha.
para ninguno de ellos se ha demostrado que elimine com-
pletamente a la bacteria in vivo. No obstante, los compues-
tos puros tienen un gran potencial para ser incluidos en la
terapia en combinacion con otros AP o antibidticos comer-
ciales (Kawase y Motohashi, 2004).

Por otra parte, no toda la variedad de cepas de H. pvlo-
ri son patdégenas, ya que el dafo se presenta tunicamente
bajo ciertas circunstancias y asociado a determinados
genotipos bacterianos (Blaser, 2005). Recientemente se ha
analizado el efecto de la eliminacién de H. pylori a nivel
mundial y se ha encontrado una correlacién directa entre la
disminucion de la bacteria y el aumento en la incidencia
del reflujo gastroesofdgico, del sindrome de Barret y del
cdncer de eséfago. Esto ha llevado a pensar que la bacte-
ria puede resultar benéfica para el humano, ya que su pre-
sencia, aparentemente, evita la aparicién de estas enferme-
dades gdstricas superiores (Blaser, 1992, 1997. 1998,
1999a, b, 2005: Akhter er al.. 2007).

Para explicar esta situacion se ha sugerido que existe un
equilibrio entre las diversas poblaciones de H. pylori y el
humano que favorece una relacion simbidtica. pero que el
uso desmedido de antibidticos y la disminucién de su inci-
dencia en los nifios (que son el principal amplificador de
la bacteria en las poblaciones humanas) han provocado la
seleccidn de cepas y un decremento de la diversidad gené-
tica de las poblaciones de H. pylori, conduciendo a la rela-
cidn patégena. Aparentemente, el desequilibrio entre H.
pylori v el humano se ha hecho mds evidente en las dlti-
mas décadas y ha ocasionado un aumento en la incidencia
de la gastritis y de la dlcera péptica (considerada como una
“enfermedad de la civilizacidn” o de la era moderna) y el
cdncer géstrico (Blaser, 1998). Sin embargo, el uso de
plantas para tratar estos padecimientos es mucho mds anti-
guo. ;Cudl podria ser entonces el efecto de estas plantas
sobre H. pyvlori?

La necesidad de utilizar terapias tan agresivas para eli-
minar a la bacteria indica su enorme adaptacion para per-
manecer en el cstémago y nos habla de lo dificil que serfa
lograr erradicarla usando un dnico AP. Si se compara la
eficiencia de los AP con algunos antibiéticos de referencia
utilizados en los estudios, solo algunos compuestos puros
presentan una eficiencia similar in vitro. Ademds, no se ha
demostrado que erradique a la bacteria in vive y solo se ve
aumentado su efecto si se utilizan varios de ellos o se com-
binan con otros antibidticos (Jonkers er al., 1999; Mabe et
al., 1999; Koga et al., 2002; Tominaga et al.. 2002; Yan et
al.. 2002 Takabayashi et al., 2004; Nostro et al., 20006).
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Estos datos parecen indicar que los tratamientos tradicio-
nales con plantas no han actuadoe. ni actian. erradicando a
la bacteria como se busca con las terapias que actualmen-
te se utilizan. Es posible que antes del aumento en la inci-
dencia de la dlcera vy del cancer gdstrico. las plantas hayan
tenido un papel fundamental en el mantenimiento del equi-
librio H. pyvlori-humano. evitando el desarrollo de estas
enfermedades.

Los estudios de plantas con posible actividad anti-H.
pylori sc han hecho con la idea de encontrar una total erra-
dicacion de la bacteria por parte de los AP, pero como se
menciond anteriormente, sélo es recomendable hacerlo en
una pequenia parte de las personas colonizadas. Por tal
razon, lejos de ver una desventaja en el efecto atenuante
del crecimiento de H. pyiori por parte de los AP hasta
ahora reportados, su sinergismo con los efectos preventivo
y gastroprotector, son una buena opcion para el desarrollo
de una terapia reguladora del equilibrio H. pyvlori-humano.

Como conclusién, se puede afirmar que para muchas
especies vegetales reportadas etnobotdnicamente en varias
regiones del mundo para tratar la gastritis y las tdlceras se
ha encontrado que afectan la viabilidad de la bacteria H.
pylori. La mayor parte de esta actividad ha sido analizada
linicamente in vitro, procedimiento que requiere de una
estandarizacién y de su corroboracion con estudios in vivo.
Muchos AP pueden actuar a diferentes niveles y favorecer
la cura de la enfermedad por medio de efectos sinérgicos.
Las plantas son una fuente muy diversa para la obtencion
de compuestos quimicos con potencial bactericida, que
pueden ser incluidos en las terapias de erradicacion, exclu-
sivamente en aquellos casos de patologfas muy avanzadas
(dlcera péptica y cdncer gdstrico) y en los que es necesario
eliminarla. Proponemos que el modo de accion de las plan-
tas utilizadas tradicionalmente para padecimientos relacio-
nados con la gastritis y la dlcera péptica. ha sido y es a tra-
vés del control de la poblacién de la bacteria y no elimi-
nindola por completo, como se pretende con las terapias
actuales.
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Apéndice 1. Plantas con estudios de actividad anti-Helicobacter pylori. Simbologia: A = Con actividad anti-H. pylori; ¢ =

Inhiben adhesién; » = Sin actividad anti-H. pylori; (

actividad gastroprotectora v/o anti-ulceroso: — Informacion no disponible.

) = solvente utilizado para la extraccion; @ =

Reporte de estudio con

Familia v nombre
cientifico

Nombre comun

Parte probada

Grupos guimicos
identificados

Aizoaceae
Mollugo cerviana

Amaranthaceae
Achyranthes japonica
Amaranthus spinosus
Amaranthus viridis

Anacardiaceae
Anacardium occidentale

Pistacia lentiscos @
Rhus chinensis

Rhus javanica

Rhus semialata
Apiaceae

Angelica coreana
Angelica dahurica
Angelica gigas
Angelica tenuissima
Anthriscus sylvestris
Bupleurum chinense
Bupleurum falcatum @
Carum carvi ®

Centella asiatica ®

Cnidium officinale
Coriandrum sativum

Cuminum cyminum

Daucus carota

Foeniculum vulgare @

Ligusticurm chuanxiong
Petroselinum crispum

Pimpinella anisum

Anisillo

Flor de barcia
Quintonil
Amaranto verde

Nuez de la India

Lentisco
Agalla china

Sumac

Sumac

Bai zhi

Mirra
Chai hu
Thorow-wax
Alcaravea

Centella asiatica,
hierba de clavo

Cilantro, culantro

Comino
Zanahoria

Hinojo

Chuang xiong
Perejil

Pimpinela blanca,

anis

Trachyspermum copticum  Ajwain

A Semilla (agua); O'Mahony et al. (2005)

» Raiz (agua); Bae et al. (1998)
» Raiz (etanol); Wang y Huang (2005a)
» Tallo (etanol); Wang vy Huang (2005a)

A Fruto y falso fruto (etanol); Kubo et al.
{1999)
A Goma y resina; Marone et al. (2007)

A Galla rhois [agallas] (agua); Bae et al.
(1998)
» Tallo (etanol); Wang y Huang (2005a)

» Raiz (agua); Bae et al. (1998
A Raiz (agua); Bae et al. (1998)
A Raiz (agua); Bae et al. (1998)

> Raiz (agua); Bae et al. (1998)

» Raiz {agua); Bae et al 1998

A Parte aérea (etanol y agua); Li et al. (2005)
» Raiz (agua); Bae et al. (1998)

A Semilla (metanol}; Mahady et al. (2005)

» Planta completa (etanol); Wang y
Huang (2005a)
> Rizoma (agua); Bae et al. (1998)
» Semilla (agua); O’Mahony et al. (2005)
A Semilla (agua y etanol); Nostro ef al. (2005)
A Semilla (agua); O’Mahony et al. (2005}
A Semilla (etanol); Nostro et al. (2005)
A Semilla (metanol); Mahady et al. (2005)

» Fruto (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
> Fruto {etanob); Li et al. (2005)

» Semilla {agua y etanol}; Nostro et al. (2005]
A Semilla {(metanol); Mahady et al. (2005)

A Raiz (etanol); Li ef al. (2005)

A Hoja (agua); O'Mahony et al. (2005}

» Parte aérea (metanol); Mahady et al. {2005])
A — (metanol); Mahady et al. (2005}

A Parte aérea (metanol); Nariman et al. (2004)

Fenoles; Kubo et al.
(1999)

Tanino; Funatogawa et al.
{2004)

Cumarinas; Bae et al.
(1998)

Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003),
May et al. (2003)

Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)

Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003}
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Familia v nombre Nombre comdn Parte probada Grupos quimicos
cientifico identificados
Magnolia sieboldii Magnolia oyama A Corteza (metanol); Park et al. {1997) Costunolida; Park ef al.
(1997}
Schisandra chinensis Wu-wei-zi A Fruto (etanol); Li et al. (2005)
» Fruto (agua); Bae et al. (1998)
Malpighiaceae
Malpighia emarginata Cereza de Barbados — a Fruto (hexano); Motohashi et al. (2004)
Malvaceae

Abelmaschus esculentus — Planta de quingombd & Fruto (agua); Lengsfeld et al. (2004a}
> Fruto (jugo); Lengsfeld et al. (2004b)

Hibiscus muthtabilis — » Planta completa {etanol};
Wang y Huang (2005a)
Sida rhombifolia Barbarisco > Planta completa (etanoll; Wang v Huang (2005a)
Melastomataceae
Melastoma candidum Melastoma asidgtica  » Tallo y raiz (etanoli; Wang vy Huang (2005a)  Tanino; Funatogawa et al,
(2004}
Meliaceae
Azadirachta indica @ Arbol de neem » Corteza {(metanol) y hojas (metanol);
Fabry et al. {1996a)
Melia toosendan Chuan lian zi » Fruto (etanol v agua); Li et al. (2005)
Menispermaceae
Coscinium fenestratum Falso columbo de A Raiz (agua); O'Mahony et al. (2005)
Ceildn
Tinospora sagittata Gagnep » Raiz (etanol y agual; Li et al. (2005}
Musaceae
Musa sapientum Platano » Fruto (metanol); Goel et al. (2001)
Myristicaceae
Myristica fragans Nuez moscada A Aril (metanol); Bhamarapravati et al. (2003)
A Kernel (agua); O'Mahony et al. (2005)
A Raiz (metanol 95%); Mahady et al. (2005)
Myrtaceae
Eucalyptus globosa Eucalipto Aceite esencial;
Bergonzelli ef al. (2003)
Eucalyptus spp. Eucalipto Taninos; Funatogawa et
al. (2004)
Eugenia caryophyllata Clavo A Flor (agua); Bae et al. (1998); Aceite esencial;
{agua y metanol); Li et al. (2005) Bergonzelli et al. (2003)
Leptospermum scoparium  Manuka Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)
Melaleuca leucadendron  Maleleuca Polifenol v terpeno;
Funatogawa et al. (2004}
Melaleuca quinquenervia  Malelauca A Hoja (metanol); Bhamarapravati et af. (2003)
Melaleuca alternitolia Arbol de té Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)
Psidium guajava Guayabo » Hoja (etanol); Wang v Huang (2005a) Tanino; Funatogawa et
al. (2004)
Syzygium aromaticum Clavo A Hoja (metanol); Bhamarapravati et al. (2003)
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Familia v nombre
cientifico

Nombre camun

Grupos quimicos
identificados

Parte probada

Oleaceae

Forsythia viridissima
Ligustrum vulgare
Ximenia caftra

Onagraceae

Ludhwigia octovalvis
Oenothera stricta

Opocynaceae
Catharanthus roseus
Orchidaceae

Bletilla formosana
Bletilla striata
Papaveraceae
Sanguinaria canadensis
Passifloraceae

Passiflora incarnata

Pinaceae
Abies maritima

Cedrus libani

Piperaceae
Piper longum

Piper nigrum

Pothomorphe umbellata

Plumbaginaceae
Plumbago zevlanica

Poaceae
Cymbopagon citratus
Setaria palmfolia
Polygonaceae
Polygonum chinense

Polygonum senticosum

Polygonum tinctorium

Mimaosa de Paris
Trueno
Ciruela agria grande

Hierba de clavo

Cielo razo

Orquidea blanca
Orquidea jacinto

Sanguinaria de
Canada

Pasiflora

Pino

Cedro del Libano
Pimienta
Pimienta negra

Santa Maria,
cordoncillo

Té limon

Indico japonés

» Fruto (agua); Bae ef al. (1998)
A Parte aérea (mezcla); Nariman et al. (2004)
4 Raiz (metanol); Fabry et al. (1996a)

> Tallo (etanol); Wang y Huang (2005a)
Taninos; Funatogawa
et al. (2004)

> Planta completa (etanol); Wang vy Huang (2005a)

» Tallo (etanol); Wang v Huang (2005a)
» Tallo {etanoly; Li et al. (2005)

Alcaloides; Mahady
et al. (2003a)

A Rizoma (metanol}; Wang y Huang (2005a)

A Parte aérea (metanol); Mahady et al. (2005)

Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)
A Cono (metanol); Yesilada et al. (1999)

» Estaca (etanol y agua); Li et al. (2005}

A Semilla (agua); O'Mahony et al. (2005)

» Semilla y fruto (agua); O"Mahony et al. (2005)
Alcaloides y flavonoides;
Isobe ef al. (2002)

Plumbagina; Wang vy
Huang (2005a, b)

A Tallo (etanol, agua, acetona);
Wang y Huang (2005a)

Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003),
Ohno et al. (2003)

» Planta completa (etanol); Wang y Huang (2005a)

» Raiz (etanol); Wang y Huang (2005a)
> Planta completa {etanol); Wang y
Huang (2005a)
Alcaloides v flavonoides;
Kataoka et al. (2007),
Hashimoto et al. (1999)
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Familia v nombre
cientifico

Nombre comdn

Parte probada

Grupos quimicos
identificados

Rheum emod|i
Rheum palmatum
Polyporaceae

Paria cocos
Primulaceae
Lvsimachia christinae
Ranunculaceae
Cimicifuga heracleifolia
Coptidis japonica
Hydrastis canadensis
Nigella sativa
Paeonia albiflora

Paeonia montana

Rosaceae
Agrimonia pilosa

Cowania mexicana
Eriobotrya japonica

Fragaria spp.
Malus sylvestris

Prunus armeniaca
Prunus avium

Prunus mume

Rosa rugosa

Rubus idaeus
Rubiaceae

Gardenia jasminoides

Paederia scandens

Rutaceae
Aegle marmelos @

Boronia pinnata
Citrus aurantium @

Citrus fimonum

Ruibarbo del
Himalaya
Ruibarbo de china

Poria

Jin gian cao
Bugbane

Ohren

Carcuma canadiense
Neguilla

Peonia china

Peonia

Agrimonia china
Chivatillo

Nispero

Fresa
Manzana

Chabacano
Cerezo

Chabacano japonés
Rosa de ramanas

Frambuesa

Cardenia

Membrillo de Bengala

Naranjo amargo

Limon

» Rizomas (agua); Ibrahim et al. (2006)
A Rizoma (agua); Bae et al. (1998)

> —- (agua); Bae et al. (1998)
> Raiz {etanol y aguaj; Li et al. (2005)

A Planta completa (etanol); Li et al. (2005)

» Rizoma (agua); Bae et al. (1998)

A Rizoma (agua); Bae et al. (1998)

A Rizoma (metanol}; Mahady et al. (2003a)
A Semilla (agua); O'Mahony et al. (2005}

> Raiz {agua); Bae et al. (1998)
» Corteza (agua); Bae ef al. (1998)

» Planta completa (etanol); Wang vy

Huang (2005a)

A Fruto (—-); Chatterjee et al. (2004)

» Semilla (agua); Bae et al. (1998)
A Pedinculo (agua y etanol);
Nostro et al. (2005)
A Jugo del fruto; Otsuka et al. (2005)

A Fruto (—); Chatterjee et al. (2004)

» Fruto (agua); Bae et al. (1998)
A Planta completa; Wang y Huang (2005a)

» Raiz {agua); O'Mahony et al. (2005)

» Fruto (agua); Bae et al. (1998)

Alcaloide; Bae et al.
{1998)

Alcaloides; Mahady et al.
{2003a)

Taninos; Funatogawa
et al. (2004)
Taninos; Funatogawa
et al. (2004)
Terpeno; Funatogawa
et al. (2004)

Protocianidinas;
Funatogawa et al. (2004)

Siringaresinol; Mivazawa
et al. {2006}

Taninos; Funatogawa

et al. (2004)

Acido cinamico; Epifano
et al. (2006)

Acido boropinico; Epifano
et al. (2006)

Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)
Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)
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Familia y nombre
cientifico

Nombre comun

Parte probada

Grupos quimicos
identificados

Citrus x paradisi

Citrus reticulata
Citrus sinensis

Citrus sudachi

Evodiae rutaecarpa
Phellodencdlron amurense @
Poncirus ftrifoliata
Zanthoxylum nitidum

Santalaceae
Santalum album e

Sapindaceae

Sapindus mukorossi

Saururaceae
Houttuynia cordata

Scrophulariaceae
Bacopa monnieri

Simaroubaceae
Harrisonia abyssinica

Solanaceae
Capsicum (género) @

Capsicum annuum

Lvcium chinense
Solanum nigrum

Solanum surattense
Solanum xanthocarpum
Sterculiaceae

Theobroma cacao

Theaceae
Camellia sinensis @

Toronja

Mandarina

Sudachi, limén

Gosyuyu

Arbol de Amur

Naranjo trifoliado

Sandalo

Ritha, aritha

Planta camaledn

Rasayana

Chile

Chile

Hierba mora

Ela battu
(Nightshade)
Katu val batu

Cacao

Té negro, té verde

A Cascara del fruto {etanol); Li et al. (2005)

A Cascara (metanol); Nakagawa ef al. (2006}

A Fruto (metanol); Rho et al. (1999;

A Fruto (metanol) (éter de petroleo);
Hamasaki et al. (2000)

A Corteza (agua); Bae et al. (1998)

» Fruto (agua); Bae et al. {1998)

> Raiz (etanol); Wang y Huang {2005a)

» Pericarpo del fruto (agua};
Ibrahim et al. (2006)

» Planta completa (etanol); Wang v
Huang (2005a)

A Planta completa (metanol); Goel et al. (2003)

A Raiz {metanol); Fabry et al. (1996a)

A Fruto (agua); O'Mahony et al. (2005)
» Fruto (varios); Motohashi et al. (2003)

A Fruto (agua); Bae et al. (1998)
> Planta completa (etanol); Wang y
Huang (2005a)
» Fruto vy raiz {agua); O’Mahony et al. (2005)

A Planta completa; O'Mahony et al. (2005)

» Hojas (agua); O'Mahony et al. (2005)
A Té de catequinas; Imai et al. (2001}

Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)

Acido cinamico; Epifano
et al. (2006)

Sudachitina; Nakagawa
et al. (2006)

Quinolonas; Tominaga et
al. (2002), Hamasaki et al.
(2000), Rho et al. (1999)

Flavonoides; Kim et al.
(1999), Bae et al. (1999)

Terpenos; Ochi et al. (2005)

Capsaicina; Jones et al.
(1997)

Flavonoide; Chung et al.
(2001)

Diterpeno; De Marino
et al. (2006)

Protocianidinas;
Funatogawa et al. (2004)

Flavonoides; Mabe et al.
{1999), Yee et al. (2000),
Funatogawa et al. (2004)
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Familia y nombre
cientifico

Nombre comuin

Parte probada

Grupos quimicos
identificados

Camelia japonica
Thea chinensis
Tiliaceae

Tilia platyphyllos
Tilia tomentosa
Trichocolaceae
Trichocolea lanata
Urticaceae
Pouzolzia pentandra
Verbenaceae
Lippia citriodora
Phyla nodiflora
Vitex rotundifolia
Violaceae

Viola mandshurica
Vitaceae

Cayratia japonica
Vitis vinifera
Alpinia speciosa
Zingiberaceae
Amomum villosum e

Amomum xanthioides
Curcuma fonga @

Elettaria cardamomum

Kaempferia galanga
Larrea divaricata

Zingiber officinale @

Tilo de hojas grandes
Tilo plateado

Cedron

Falso tymo

Kolokolo

Sumire

Arbusto mortal
Semilla de uva

Planta de concha

Azafran

Cardamomo

Galanga
Jarilla

Gengibre

» Hojas (metanol 70%); Stamatis et al. (2003}

» Flores (agua y etanol); Nostro et al. (2005)
» Flores {(metanol 70%); Stamatis et al. (2003}

A Hoja (metanol}; Bhamaraprevati et al. (2003)

» Hojas imetanol 70%:; Stamatis et al. {2003)

» Planta completa (etanol); Wang y
Huang (2005a)
A Fruto; Bae et al. (1998)

» Planta completa (etanol); Wang y
Huang (2005a)

» Planta completa (etanol}; Wang y
Huang (2005a)

A Raiz (etanol); Wang y Huang (2005a)

A Fruto (etanol); Li ef al. (2005)
» Semilla {agua); Bae et al. (1998}
A Rizoma (metanol); Mahady et al. (2002)
A Rizoma (agua); O'Mahony et al. (2005)
A Rizoma (metanol); Mahady et al. (2005}
A Semilla (etanol): Imai et al. (2001,
Nostro et al. (2005)
A Semillas (metanol); Mahady et al. (2005)
A Rizoma (metanol); Bhamaraprevati
et al. (2003)
» Hoja v ramas blandas {(agua); Stege
et al. (2006}
» Rizoma (agua); Bae et al. (1998)
A Rizoma (metanol); Mahady ef al. (2003b)
A Rizoma (agua); O'Mahony et al. (2005)
A Rizoma (agua y etanol); Nostro et al. {2005)
A Rizoma {metanol); Mahady et al. (2005}
A Rizoma (etanol); Nostro et al. (2006}

Taninos; Funatogawa
et al. (2004)

Acido cinamico;
Epifano et al. (2006}

Aceite esencial;

Bergonzelli et al. (2003);

Ohno et al. (2003)

Protocianidinas;

Funatogawa et al. (2004}

Politenol; Mahady
et al. (2002)

Polifenol; Mahady
et al. (2003h)
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Familia y nombre
cientifico

Nombre comdn

Parte probada

Grupos guimicos
identificados

Araceae
Pinellia ternata

Araliaceae
Panax ginseng @
Aralia cordata

Arecaceae
Areca catechu @

Aristolochiaceae
Aristolochia debilis

Aristolochia mallisima
Aristolochia paucinervis

Asteraceae
Achillea ligustica
Achillea millefolium

Anthemis altisima

Anthemis chia

Anthemis melanolepis
Anthemis tinctoria

Anthemis tomentosa
Artemisia argvi
Anthriscus sylvestris
Artemisia capillaris

Artemisia dracunculus

Atractyvlodes japonica e
Bidens bipinnata

Bidens pilosa @
Calendula officinalis @

Centaurea affinis

Centaurea pelia
Centaurea salonitana @

Centaurea solstitialis @

Centaurea spinosa

Pinellia
Ginseng
Nardo japonés
Areca, betel

Ma dou ling

Candil

Mil hojas de ligur
Mil en rama

Manzanilla altisima

Manzanilla olorosa

Manzanilla
Manzanilla amarilla

Manzanilla

Mirra
Yin chen hao

Tarragon

Packchut
Aguja espanola

Aceitilla
Mercadela

Cardo estrella
amarilla
Pincel

> Tubérculo (agua); Bae et al. (1998)

» Raiz (agua); Bae et al. (1998)
# Raiz (agua); Lee ).H. et al. (2004)

» Raiz (agua); Bae et al. (1998)

» Semilla (etanol); Wang v Huang (2005a)

» Raiz (etanol}; Li ef al. {2005)

» Hoja (etanol v agual; Li et al. (2005)

A Hoja seca v rizoma (metanol v hexano);
Gadhi et al. (2001)

» Parte aérea (metanol 70%); Stamatis et al.
{2003)

A Parte aérea (metanol); Mahady et al.
(2005)

» Parte acrea (metanol 70%);
Stamatis et al. {2003)
A — (metanol 70%); Stamalis et al. (2003)
» Parte aérea (metanol 70%;;
Stamatis et al. (2003)
» Flor y hoja (metanol 70%);
Stamatis et al. {2003)

» Tallo v hoja (etanol); Wang y Huang (2005a)

» Raiz (agua); Bae ef al, (1998)

» Planta completa (aguaj; Bae et al. (1998)
* - (—); Lee .H. et al. (2004)

A Hoja (agua); O'Mahony et al. (2005)

» Rizoma (agua); Bae et al. (1998}
» Planta completa (etanol); Wang vy Huang
(2005a)
» Tallo (etanol}; Wang v Huang (2005a})
» Flor (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
» Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
A —- (metanol 70%); Stamatis et al. {2003}
» Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis ¢t al. (2003)
A Parte herbacea (metanol y agua);
Yesilada et al. (1999)
» Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)

Poliacetilenos y azicares;
Bae et al. (2001a},
Belogortseva et al. (2000)

Flavonoides, terpenos,
fenoles; Beil et al. (1995},
Konstantinopoulou et al.
(2003)

Aceite esencial;
Bergonzelli ef al. (2003)
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cientifico identificados
Centaurea thessala — A —- (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
Chamomilla recutita Manzanilla A — (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
Chrysanthemun indicum — —- » Flor {agua); Bae et al. (1998}
Cichorium intvbus @ Achicoria comdn A Raiz (Etanol); Nostro et al. (2005}
Conyza albida Cimonillo A —- (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
Convza bonariensis Rama negra A —- (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
Cvnara scolymus Alcachofa A Hojas (agua y etanol}; Nostro et al. (2005)
Dittrichia viscosa Falsa cabeza amarilla a —- (metanol 70%); Stamatis ef al. (2003)
Dittrichia graveolens Stinkwort » Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003}
Entada abyssinica Umusange » Corteza (metanol); Fabry et al. (1996a)
Gnaphalium adnatum — » Planta completa (metanol); Wang y Huang
(2005a)
Helichrysum stoechas Perpetua, siempreviva » Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
Inula verbascitolia Inula » Parte aérea {metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
Inula viscosa Inula A — {agua y etanol 95%;); Tabak et al. (1996)
Matricaria aurea — » —- (agua v etanol 95%); Tabak et al. (1996)
Matricaria matricarioides  Mala hierba de pifa  » Flor (agua); Annuk et al. (1999)
Matricaria recutita Manzanilla alemana » Flor (aguai; Annuk et al. (1999) Aceite esencial;
» Flor (metanol); Mahady et al. (2005) Bergonzelli et al. (2003)
Phagnalon graecum Phagnalon » Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003}
Saussurea lappa @ — » Raiz (agua); Bae et al. (1998)
A Raiz (etanol); Li et al. (2005)
Senecio scandens Senecio » Planta completa (etanol); Wang y Huang
{2005a)
Senecio thapsoides Senecio » Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
Sonchus arvensis Lechuguilla » Planta completa {etanol); Wang y Huang
(2005a)
Spilanthes mauritiana - » Raiz (metanol); Fabry et al. {1996a)
Vernonia cinerea Chamorro » Planta completa (etanol); Wang y Huang
(2005a)
Wikstroemia indica — » Corteza (etanol); Wang y Huang (2005a)
Xanthium brasilicum Cardillo A Parte aérea (metanol); Nariman et al. (2004)
Xanthium sibiricum — » Fruto {aguaj; Li et al. (2005)
Xanthium strumarium Cardillo » Planta completa (etanol); Wang y Huang (2005)
Betulaceae
Corvlus heterophvlia Avellana siberiana Taninos; Funatogawa et
al. (2004)
Bignoniaceae
Tabebuia impetiginosa Taheebo » Corteza {metanol); Park et al. (2006} Antro y naftoquinonas;
Park et al. (2006)
Bombacaceae
Bombax malabaricum Arbol de alzoddn A Raiz (etanol 95%); Wang y Huang (2005a)

de seda roja

Boraginaceae
Borago officinalis Borraja A Flor {agua); O'Mahony et al. (2005)
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Familia y nombre Nombre comudn Parte probada Grupos gquimicos
cientifico identificados
Ehretia acuminata Arbol de kodo » Raiz (etanol); Wang y Huang (2005a)
Lithospermum Mijo » Raiz (agua); Bae et al. (1998}
erythrorhizon
Brassicaceae
Brassica oleracea ® Brocoli Sulforofano; Fahey et al.
(2002),

Haristoy et al. (2003)
Wasabia japonica Wasabi A Raiz, corteza y hoja (éter anhidro);
Shin et al. (2004)

Burseraceae

Canarium album Olivo blanco » Raiz (etanol); Wang y Huang (2005a)
Campanulaceae

Platycodon grandiflorum  Flor de globo » Raiz (agua); Bae et al. (1998)

Cannabaceae

Humulus lupulus Lapulo » Flor (metanol 70%}; Stamatis et al. {2003)
Capparaceae

Cleome viscosa Frijol cimarrén A Hoja {metanol}; Bhamaraprevati et al. (2003)

Caprifoliaceae

Lonicera japonica Madreselva japonesa » Flor {agua); Bae et al. (1998}

Sambucus canadiensis Baya de sauco A Fruto (——); Chatterjee et al. (2004)

Sambucus chinensis Sauco chino » Planta completa (etanol}; Wang vy Huang
(2005a)

Sambucus ebulus Matapuigas, sauquillo » Parte herbacea (agua v metanol);

Yesilada et al. (1999)

Caryophyllaceae
Cerastium candidissimum  Oreja de raton A — (metanol 70%); Stamatis et al. {2003)
plateada
Herniaria incana — » Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
Casuarinaceae
Casuarina stricta Casuarina Taninos; Funatogawa et
al. (2004)
Chenopodiaceae
Chenopodium Epazote » Tallo y hoja (etanol); Wang y Huang (2005a)
ambrosioides
Cistaceae
Cistus creticus Estepa menorguina > Flor y hoja (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
Cistus ladanigerus Cistus Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)
Cistus faurifolius @ Fstepa real A Flor (metanol); Yesilada et al. (1999) Flavonoides; Ustun et al.
(2006)
Cistus monspeliensis Jaguarzo negro » Flor y hoja (metanol 70%);

Stamatis et al. (2003)
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Familia y nombre
cientifico

Nombre comdn

Parte probada

Grupos quimicos
identificados

Cistus parviflorus
Cistus salvifolius
Clusiaceae

Hypericum amblycalyx
Hypericum perforatum

Combretaceae
Pteleopsis suberosa @

Terminalia chebula

Terminalia spinosa

Commelinaceae
Murdannia bracteata

Cornaceae
Cornus ofticinalis

Cucurbitaceae
Momordica charantia

Cupressaceae
Cupressus sempervirens

Juniperus communis

Cycadaceae
Cycas resoluta
Cycas siamensis

Cyperaceae
Cyperus rotundus

Ebenaceae
Diospyros kaki

Elaeagnaceae
Flaeagnus umbellata

Hippophae rhamnoides

Rosa de roca

Rosa de roca

Hierba de San Juan

Myrobalan negro

Shan zhu vu

Melon amargo

Ciprés

Enebro comdn

Palma de sago

Coyolillo, coquito

Manzana del oriente

Aceituna del otono

Espino marino

» Flor y hoja imetanol 70%;
Stamatis et al. (2003)

» Flor y hoja imetanol 70%;;
Stamatis et al. (2003)

» Parte aéreaimetanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
A Flor {metanol); Yesilada et al. {1999}

a Corteza (metanol y agual; Germano et al.
(1998), De Pasquale et al. (1995)

A Corteza (metanol y agual;
Malekzadeh et al. (2001)

A Ramas superiores (metanol);
Fabry et al. (1996a)

A Corteza {metanol); Fabry et al. (1996b)

» Planta completa (metanol); Wang y Huang
(2005a)

A Fruto (metanol}; Yesilada et al. (1999)

A Fruto (etanol); Nostro et al. (2005)
A Fruto (metanol); Mahady et al. (2005)

> Hoja (etanol); Wang y Huang (2005a)
A Hoja (metanol); Bhamaraprevati et al. (2003)

A Rizoma tagua); Bae et al. (1998)

» Cascara (diversas); Kawase et al. (2003)

A Hoja (etanol); Li et al. (2005)

Saponinas triterpénicas;
De Leo et al. (2006}

Taninos; Funatogawa et
al. (2004)

Aceite esencial;
Bergonzelli ef af. (2003}
Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)
Terpeno; Nakanishi et al.
(2005}

Taninos; Yoshida et al. (2000,
Funatogawa et al. (2004}
Tanino; Funatogawa ef al.
(2004}
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Familia y nombre
cientifico

Nombre comin

Parte probada

Grupos quimicos
identificados

Ericaceae
Arctostaphvlos uva-ursi

Vaccinium vitis-ideae
Vaccinium macrocarpon
Vaccinium myrtillus
Vaccinium uliginosum
Euphorbiaceae
Bischofia javanica
Croton lechleri

Croton sublyratus @

Fuphorbia hirta

Phyllanthus urinaria

Fabaceae

Abrus cantoniensis

Astragalus
membranaceus @

Cassia grandis

Cassia obtusifolia

Derris malaccensis

Dorycnium pentaphyllum
Flemingia philippinensis
Glycyrrhiza aspera @
Glyveyrrhiza glabra @

Glycyrrhiza Inflata @

Glycyrrhiza uralensis @

Myroxylon peruiterum
Pueraria thunbergiana
Sophora flavescens @
Spartium junceum ®

Trigonella foenum
graecum

Manzanita
Cereza negra
Arandano agrio

Arandano
Arandano

Toog
Sangre de grado
Croton, plaunoi

Hierba de la
golondrina

Astragalo chino
Carao, lluvia rosa
Vaina o

capullo de oz
Enredadera de
Nueva Guinea

Bocha, socarrillo

Orozus
Orozus

Orozus

Orozus

Balsamo de Per(
Kudzu
Ku shen

Retama de olor
Alhova

A Hoja tagua); Annuk et al. (1999)
A Fruto (—-); Chatterjee et al. (2004)
A Hoja (agua); Annuk et al. (1999)
A Fruto (—); Chatterjee et al. (2004)
* — (—); Burger et al. (2000}

A Fruto (—); Chatterjee et al. (2004)
A —— (—); Lin et al. (2005)

A Fruto (—-); Chatterjee et al. (2004)
A Fruto (—-); Chatterjee et al. (2004)

» Tallo tetanol); Wang v Huang (2005a)
A Latex v productos comerciales;
Ortiz et al. (2003), Tran et al. (2006)

» Planta completa (etanol); Wang y Huang
(2005a)

> Planta completa (etanol); Wang y Huang
(2005a)

A Hoja (metanol); Li et al. (2005)

» Raiz (etanol); Li et al. {(2005)

» Raiz (agua); Bae et al. (1998)

A Hoja (metanol); Bhamarapravati et al. (2003}
A Hojas {agua); Li et al. (2005)

» Semilla (agua); Bae et al. (1998}

» Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
» Tallo (etanol); Wang y Huang (2005a)
A Parte aérea (mezcla); Nariman et al. (2004)
A —- (agua y etanol); Tabak et al. (19906)
A Raiz (orozus); Krausse et al. (2004)
A Tallo (agua); O'Mahony et al. (2005)

» Raiz (agua); Bae et al. (1998)
» Rizoma {etanol y agua); Li et al. (2005)
» Raiz (agua); Bae et al. (1998)

» Raiz (agua); Bae et al. (1998)

» Raiz (etanol}; Wang v Huang (2005a)

» Raiz (etanol v agua}; Li et al. (2005)

» Flor {agua y metanol); Yesilada et al. (1999)
» Semilla {etanol y agua); Li et al. (2005)

» Semilla {agua); O'Mahony et al. (2005)

Plaunotol; Koga et al.
(1996), Koga et af. (2002),
Takagi et al. (2000)
Taninos; Funatogawa

el al. (2004)

Rotenoides; Takashima
et al. (2002), Isobe et al.
(2002}

Flavonoides v saponinas;
Fukai et al. (2002),
Krausse et al. (2004)
Flavonoides; Fukai et al.
(2002)

Flavonoides y saponinas;
Fukai et al. (2002)

Flavonoides: Ohsaki et al.
(1999

Flavonoides; Bae et al.
{2001h)
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Familia v nombre
cientifico

Nombre comun

Parte probada

Grupos quimicos
identificados

Fagaceae
Quercus aliena

Fumariaceae
Corydalis vanhusuo

Gentianaceae
Gentiana lutea

Geraniaceae

Geranium thunbergii

Ginkgoaceae
Ginkgo biloba

Gramineae
Hordeum vulgare

Grossulariaceae
Ribes nigrum

Juglandaceae
Juglans regia

Labiatae
Perilla sikokiana

Lamiaceae
Acinos suaveolens

Anisomeles indica

Coridothymus capitatus

Hyptis fasciculata
Lavandula angustifolia

Majorana syrica
Melissa officinalis

Mentha arvensis
Mentha haplocalyx
Mentha x piperita

Mentha spica

Micromeria juliana
Nepeta argolica

Nepeta camphorata

Roble blanco oriental

Yan hu suo

Flor de hielo

Geranio

Ginkgo

Cebada

Grosella negra

Nogal

Fang feng cao
Timo

Lavanda
Zaatar

Melisa, toronjil,
cedron

Menta japonesa
Menta china
Hierbabuena

Menta

Savory

A Tallo (etanol); Li et al. (2005)

A Raiz (metanol); Mahady et al. (2005}

» Hoja (metanol 70%;); Stamatis et al. (2003)
» Hoja (metanol); Mahady et al. (2005)

A Semilla (acuoso); Bae et al. (1998)

» ¢ Semillas (acetona); Lengsield et al. (2004a)

A Parte aérea (mezcla); Nariman et al. (2004)

» Parte herbacea (agua); Bae et al. (1998}

» Flor y hoja (metanol 70%;);
Stamatis et al. (2003)
A Tallo (etanol 95%;); Wang y Huang (2005a)
A — (agua); Tabak et al. (1996)
A Partes aéreas (—-); lsobe et al. (2006)

A Flor (metanol}; Mahady et al. (2005)

A —- (agua y etanol 95%); Tabak et al. (1996)
A —- (agua y etanol 95%); Tabak et al. (1996)
» Flor (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
A Hoja (metanol); Mahady et al. (2005)

A Planta completa; Bae et al. (1998)

» Parte aérea (etanol); Li et al. {2005)

» Hoja (agua y etanolj; Nostro et al. (2005)

A Hoja {(metanol}; Mahady et al. (2005)

> Hoja (metanol 70%;); Stamatis et al. (2003)
» Parte aérea (metanal 70%);
Stamatis et al. (2003}

Tanino; Funatogawa et al.

(2004)

Taninos; Funatogawa et
al. (2004)

Flavonoides; Isobe et al.
(2006)

Aceites esenciales;
Imai et al. (2001), May
et al. (2003)

Aceites esenciales;
Imai et al. (2001)

Aceites esenciales;

Kalpoutzakis et al. (2001)

Aceites esenciales;

Kalpoutzakis et al. (2001}
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PLANTAS CON ACTIVIDAD ANTI-HELICOBACTER PYLOR!

Familia y nombre Nombre comin Parte probada Grupos quimicos
cientitico identificados

Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003}

Ocimum basilicum e Albahaca A — (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
Orégano A —- (metanol 70%); Stamalis et al. (2003}
Mejorana, mayorana 4 —- (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
A Parte aérea (metanol); Mahady et al. (2005)

Origanum vulgare Orégano A —- (metanol 70%); Stamatis et al. {2003)

A Hoja (agua); O'Mahony et al. (2005)

A Hoja {agua); Nostro et al. (2005)

A Hoja (metanol); Mahady et al, (2005),

Preuss et al. {2005)
A —- {agua); Lin et al. (2005]

Origanum dictamnus
Origanum majorana

Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)

Rabdosia trichocarpa — Terpeno; Kadota et al.

(1997)

Rosmarinus officinalis @ Romero » - (agua v etanol 95%;); Tabak et al. (1996)

» Hoja imetanol 70%;); Stamatis et al. (2003)

A Hoja (etanol); Nostro et al. (2005)

A Hoja (metanol); Mahady et al. (2005)
Salvia fruticosa Artemisa, salvia » Parte aérea (metanol 70%);

griega Stamatis et al. (2003}

Salvia officinalis Salvia > —- (agua y etanol 95%); Tabak et al. (1996) Aceite esencial;

A Hoja (agua); O'Mahony et al. (2005) Bergonzelli et al. (2003}
A Hoja (agua v etanol); Nostro et al. (2005)
A Hoja (metanol); Mahady et al. (2005)
> Parte aérea {metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)
Ajedrea Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003}
Aceite esencial; Tzakou
y Skaltsa (2003)

Salvia pomifera Salvia manzana
Salvia sclarea Salvia

Satureja montana

Satureja parnassica

Scutellaria albida
Scutellaria baicalensis
Scutellaria barbata
Scutellaria sieberi

Sideritis italica

Stachys alopecurus
Stachys candida

Stachys chrysantha
Stachys cretica

Stachys germanica
Stachys ionica
Stachys menthifolia
Stachys officinalis

Stachys melangavica

» Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
A Raiz (agua); Bae et al. (1998)
» Planta completa (etanol vy agua); Li et al. (2005)
» Parle aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
A Parte aérea vy flor (aceite esencial);
Basile et al. (20006}
A —— (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
» Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
» Hoja (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
» Parte aérea (metanol 70%;);
Stamatis et al. (2003)
> Flor y hoja (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003}
» Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis ef al. (2003)
» Parte aérea (metano! 70%);
Stamatis et al. (2003)
» Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
» Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. {2003)

th



ISRAEL CASTILLO-JUAREZ E IRMA ROMERO

Familia y nombre
cientifico

Nombre coman

Grupos quimicos
identificados

Parte probacla

Stachys scyronica
Stachys argolica
Teucrium flavum
Thymus atticus
Thymus citroidorus

Thymus kotschyanus

Thymus serpyllum
Thymus vulgaris

Thymus zygis
Lauraceae
Cinnamomum cassia @

Cinnamomum verum
Cinnamomum zeylanicum

Laurus nobilis @
Lindera strychnifolia
Litsea cubeba

Litsea elliptica
Sassafras officinale
Lecythidaceae
Barringtonia acutangula
Liliaceae

Allium ascalonicum
Allium sativum @

Aloe vera @
Fritillaria thunbergii
Liriope platyphylla
Veratrum (género}
Lithraceae
Lafoensia pacari

Magnoliaceae
licium verum

Magnolia officinalis

Tomillo
Tomillo
Tomillo
Tomillo

Tomillo
Tomillo

Tomillo rojo

Canela china

Canela de Ceilan
Canela

Laurel

Wu yao
Pimienta de la
montana

Medang
Sassafras

Nuez cortada

Ascalonia, ajo
Ajo comun

Savila
Zhe bei mu

Ballestera

Mangava-brava

Anfs estrella

Magnolia china

» Parte aérea imetanol 70%1;
Stamatis et al. (2003)
» Parte aérea (metanol 70%);
Stamatis et al. (2003)
» Parte aérea (metanol 70%); Stamatis et al. (2003)
> Parte aérea (metanol 70%); Stamatis ef al. (2003)
A — - (agua y etanol 95%); Tabak et al. (1996]
A Raiz (mezcla de metanol/éter anhidro/benceno
de petréleo}; Nariman et al. (2004)
A “TOP” {agua y etanol); Nostro et al. (2005)
A —- (agua y etanol 95%); Tabak et al. (1996)  Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)
Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)

Cinamaldehido, eugenol;
Tabak et al. (1999}

A Ramas pequefas (agua); Bae et al. (1998)

a Corteza {etanol 95%); Tabak et al. (1999)

a Corleza (acuoso); O'Mahony et al. (2005)

a4 —- (Agua y etanol 95%;; Tabak et al. (1996)
a Corteza (etanol); Nostro et al. (2005)

> — - (agua y etanol 95%); Tabak et al. (1996)
» Hoja (metanol 70%); Stamatis et al. (2003}
A Hoja (metanol); Mahady et al. (2005)

» Raiz (etanol); Li et al. (2005)

» Tallo (etanol): Wang y Huang (2005a)

Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)

A Hoja (metanol); Bhamarapravati et al. (2003}
Aceite esencial;
Bergonzelli et al. (2003)

A Hoja (metanol); Bhamarapravati et al. (2003)

A Hoja (metanol); Adeniyi-Anyiam (2004)

a Fruto (acetona, etanol); limuro et al. (2002)
» Bulbo (agua); O’Mahony et al. (2005)

» Fruto (agua y etanol); Tabak et al. (1996)

& — (—-); Prabjone et al. (2006}

» Bulbo {agua); Bae et al. (1998)

A Tallo (agua y etanol); Li et al. (2005)

» Tubérculo (agua); Bae et al. (1998}

Tiosulfonatos;
(Referencias en el texto)

Alcaloides; Tezuka et al.
{1999)

» — (metanol); Da Mota ef al. (2006)

» Fruto (metanol 70%:; Stamatis et al. (2003)
a Fruto (metanol); Mahady et al. (2005)

a Corteza (agua); Bae et al. (1998)

A Tallo (etanol); Li et al. (2005)

Magnolol; Bae et al.
(1998)
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(§ Banco de Boletines 12:30 hrs. 7 de Diciembre de 2008

Boletin UNAM-DGCS-768
Ciudad Universitaria

DESCUBREN UNIVERSITARIOS, COMPUESTOS CONTRA BACTERIA CAUSANTE DE
GASTRITIS

o  La corteza del cnachalalate confiene alquilfenoles con actividad bactericida contra Helicobacter pylori, dijo Irma
Romero, del Departamento de Bioguimica de la FM de la UNAM

s Detienen el crecimiento v matan al microorganismo; se planea extraer antibioticos, como alternativa para el
tratamiento de la enfermedad

s Ese padecimiento puede degenerar en nicera péptica o duedenal v, en menor porcentaje, en cancer gistrico

La corteza del cuachalalate (Amplypteringinm adstringens) no sélo contiene compuestos anfiulcerosos y
antinflamatorios, como va se habia demostrade, sine también otros que actian contra el microorganismo
Helicobacter pylori, principal causante de la gastritis cronica.

Un equipo multidisciplinario de cientificos universitarios, encabezado por Irma Romero Alvarez, del
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina (FM), descubrieron que esa planta, tradicional de la
herbolaria mexicana, contiene sustancias con efecto bacteriostatico (detiene el crecimiento de la bacteria) v
bactericida (la mata): se piensa aislar dichos compuestos para_probar su posible funcién como antibioticos.
alternativos en el tratamiento de ese padecimiento.

Ese microorganismo es uno de los principales causantes de la gastritis cronica, que puede degenerar en ulcera
gastrica o duodenal y, en menor porcentaje. en cancer gastrico. También, se asocia con el linfoma MALT (Tejido
Linfoide Asociado a Mucosas).

Las terapias existentes fallan en un 20 por ciento de los casos, principalmente porque las bacterias generan
resistencia a los farmacos y. de ahi, la importancia de encontrar nuevos elementos que ayuden a los pacientes a
superar el mal, dijo Romero Alvarez.

La incidencia de la gastritis en México se desconoce, pero se encuenfra entre las 10 primeras causas de atencion en
el sector salud: ademas, se calcula que la prevalencia de personas con Helicobacter es de alrededor del 60 por
ciento.

Eso no significa que esas personas desarrollaran el padecimiento, ni presentaran los sintomas de la gastritis —acidez
estomacal v ardor—, o de la ulcera —sangrado, que de no tratarse puede provocar la muerte—: algunas viviran con la
bacteria sin problemas, aclare.

En paises v regiones industrializadas, como EU o Europa, el porcentaje de poblacion con ese bacilo es menor, pues
la incidencia depende de factores socioecondmicos que fienen que ver directamente con las condiciones sanitarias
de la poblacién.

La académica recordé que antes de 1983 se pensaba que la gastritis era producida por algin efecto fisico, como el
uso de medicamentos, café, alimentos irritantes, o estrés: entonces, el tratamiento comsistia enm la ingesta de
antiacidos. Pero ese afio se descubrid la presencia de Helicobacier, v ahora se sabe que el tratamiento debe incluir
antibidticos.

No obstante, alerto que de no haber una sintomatologia definida, no es recomendable destruir a la bacteria.
“Parece ser que la presencia de Helicobacier protege del desarrollo de alzunas enfermedades del tracto digestivo
superior; entonces, solo cuandoe hayva sintomas graves de gastritis cromica activa o ulceras, entre otros, debe
eliminarse™.

La herbolaria, tradicion mexicana

En Meéxico, el uso de plantas medicinales proviene de la época prehispanica y permanece vigente; la poblacion
utiliza algunas para curarse de la gastritis.
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