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RESUMEN

Debido al importante papel patogénico que recientemente se le ha dado a
Helicobacter pylori en el desarrollo de enfermedades gastrointestinales, tales
como la gastritis y el cancer gastrico, asi como los resultados en la practica clinica
debida a los problemas que representan el uso de farmacos para combatir la
infeccion por esta bacteria; han hecho necesaria la busqueda de nuevas terapias
que permitan el tratamiento de la infeccion y las enfermedades relacionadas de
una manera integral. Una de las fuentes mas importantes de metabolitos activos
son las plantas medicinales, recurso que ha sido utilizado desde tiempos

inmemoriales y nuestro pais no ha sido la excepcion.

En nuestro grupo de trabajo se realiz6 el andlisis de 53 plantas utilizadas en
la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de desérdenes intestinales
con la finalidad de encontrar nuevas opciones que coadyuven a la erradicacion de
H. pylori. En esa ocasidén se encontré que varios extractos, entre ellos el acuoso
de A. ludoviciana subsp. Mexicana, presentaban actividad importante contra el

crecimiento de la bacteria.

Debido a que la infusion es una de las formas mas populares que se le da a
esta especie en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales ademas de su
efecto anti-H. pylori demostrado, se dispuso realizar estudios toxicologicos,

farmacoldégicos y quimicos del extracto acuoso de la planta.

La presente disertacion describe los resultados obtenidos del estudio para
establecer el potencial anti-H. pylori de la infusibn de A. ludoviciana subsp.
mexicana (ALI) asi como de su fraccionamiento biodirigido. De igual forma, el
aislamiento y evaluacién del producto puro estafiatina (10). Adicionalmente, se
estudiaron los efectos toxicos agudos utilizando el modelo de Lorke (1983) y
finalmente se evallio, de manera preliminar, su posible actividad gastroprotectora

en animales de laboratorio siguiendo el protocolo de Bucciarelli (2009).



1. MARCO TEORICO

1.1. Helicobacter pylori.
1.1.1. Antecedentes historicos.

De los primero reportes conocidos sobre microorganismos en la mucosa
géastrica se encuentra el realizado en 1893 por Giulio Bizzozero, quien mediante
observaciones anatémicas de la mucosa gastrica de perros, demostré6 que
bacterias Gram negativas habitaban en las glandulas gastricas e incluso en

algunos pequerios canales de las células parietales (Bizzozero, 1893).

En 1979, Robin Warren, por primera vez encontrd la presencia de una
bacteria en una biopsia gastrica procedente de un paciente con gastritis cronica
activa, asociando la presencia de éste microorganismo con dicha patologia.
Posteriormente, en 1983, Barry Marshall en colaboracion con Warren lograron
aislar a la bacteria (Marshall y Warren, 1984). Realizaron experimentos de auto
inoculacién de cultivos para verificar su caracter patolégico, demostrando que ésta
bacteria puede colonizar el estbmago humano, causar inflamacion gastrica y ser
eliminada con el uso de antibiéticos adecuados con lo que se cumplian los
postulados de Koch (Marshall et al., 1985; v an Amsterdam et al., 2006). Afios
mas tarde, estos cientificos australianos fueron galardonados con el Premio Nobel
en Fisiologia y Medicina de 2005, por el descubrimiento de la bacteria
Helicobacter pylori y su papel en la gastritis y Ulcera péptica (www.nobelprize.org;
20 Oct 2012).

Tiempo después quedaria de manifiesto la relacion entre el cAncer gastrico
y la presencia de esta bacteria. En 1994, se declar6 a H. pylori como el principal
agente causal de Ulcera péptica (Conferencia Consenso de los Institutos
Nacionales de Salud de Estados Unidos, NIH) y en ese mismo afio, fue clasificada
como carcinégeno tipo | por la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer,
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (IARC, 1994).


http://www.nobelprize.org/

1.1.2. Taxonomia

En 1983 esta bacteria fue colocada dentro del género Campylobacter al
compartir con este grupo algunas de sus caracteristicas como su morfologia
curveada, su crecimiento en medios enriquecidos y en una atmésfera
microaerofilica, no ser sacarolitica, ser sensible a metronidazol, asi como por su
porcentaje de contenido de G-C en el DNA (34%). Fue originalmente nombrada

Campylobacter pyloridis y luego renombrada como C. pylori (Warren, 1983).

Estudios de microscopia electronica mostraron que la bacteria presenta
multiples flagelos unipolares, a diferencia de los bipolares de Campylobacter;
mediante el analisis de la secuencias 16S de su RNAr se pudo comprobar la
divergencia con otras especies de Campylobacter y asi confirmar el hallazgo de
un nuevo género (Goodwin et al, 1985, 1989; Pearson et al., 1984; Romaniuk et
al., 1987).

Clasificacion taxonémica de H. pylori. (ICSP, 2012; Marshall, 2002).

Reino: Bacteria
Division: Proteobacteria
Clase: Epsilonproteobacteria
Orden: Campylobacterales
Familia: Helicobacteraceae
Género tipo: Helicobacter

Especie tipo: Helicobacter pylori

1.1.3. Morfologia

H. pylori es una bacteria polimorfica, Gram-negativa que mide de 2 a 4 pm
de longitud y 0.5 a 1.0 um de ancho y cuenta con 2 a 6 flagelos unipolares
caracteristicos de 3 um de largo (Fig. 1), los cuales le confieren movilidad, lo que
le permite penetrar a través de la mucosa gastrica (Goodwin et al., 1989; Goodwin

y Armstrong, 1990). Puede presentar la forma cocoide cuando es inducida alguna



condicion de estrés, como el pH alcalino, alta temperatura, aumento en la tensién
de oxigeno (O,), cultivo prolongado o presencia de antibidticos. Se plantea que
estas formas pueden ser un mecanismo de resistencia, asi como de transmision
de la bacteria (O"Rourke y Bode, 2001).

Fig. 1. Micrografia electronica de H. pylori, en la que se aprecia la morfologia en espiral tipica de la bacteria y

los flagelos unipolares. (Atherton, 2006).

Es un microorganismo de lento crecimiento (3 a 5 dias), las condiciones
microaerofilicas bajo las cuales crece son O, de 2 a 5%, CO, entre 5y 10%, con
alta humedad, a 37 °C y a un pH cercano a 7. En condiciones de laboratorio
requiere medios de cultivo enriquecidos como el agar Casman que tiene peptona,
triptona, extracto de levadura, glucosa, suplementados con sangre o suero fetal
bovino. En medios soélidos las colonias son pequefas y translicidas (Dehesa,
1993).



1.1.4. Habitat

H. pylori vive en la capa de moco que recubre al epitelio gastrico humano,
un nicho ecolégico con un pH &cido, con un recambio celular elevado y un
movimiento peristaltico continuo con una baja tensién de oxigeno (Cantén et al.,
1995). Este microorganismo puede atravesar las uniones intercelulares,
probablemente por la expresion de moléculas que ligan proteinas séricas y de la
matriz extracelular del hospedero y se considera rara la invasion celular (Dubreuil
et al., 2002). También se ha detectado en saliva y deposiciones de seres humanos
(Namavar et al.,, 1995; Parsonnet et al., 1999; Burgers et al., 2008). El analisis
genético ha permitido comprobar que un individuo puede albergar en su estbmago
cepas distintas (el 14% de los infectados poseen mdltiples genotipos) (Scholte et
al., 2002).

1.1.5. Especies del género Helicobacter patégenas para el hombre.

Actualmente el género Helicobacter consta de 33 especies reconocidas por
el Comité Internacional de Sistematica Procariotas y 5 especies mas incluidas en
otra publicacion (ICSP, 2003; Fernandez, 2011). De acuerdo con el sitio habitual
de colonizacion, las especies de Helicobacter se pueden subdividir en dos grupos;

gastricas y enterohepaticas (Cuadros la y 1b):

Las especies gastricas colonizan la mucosa gastrica (Solnick y Schauer,
2001) y algunas especies de animales pueden infectar a los humanos (De Groote
et al., 2005).

Las especies enterohepaticas se han identificado en el tracto
gastrointestinal (parte baja del tracto gastrointestinal inferior, incluyendo ileon,
colon), el higado (arbol biliar) de seres humanos y otros mamiferos, y se asocian
con inflamacion cronica e hiperproliferacion de células epiteliales (Kusters et al.,
2006; Solnick y Schauer, 2001).



Cuadro 1a. Especies patdgenas gastricas del género Helicobacter.

GASTRICAS

e 2Iell ceiere Principal hospedero mamifero Patologias asociadas
Helicobacter

Gastritis, Ulcera péptica,

pylori * Humano, algunos primates adenocarcinoma gastrico, linfoma
tipo MALT
Gastritis en huésped natural,

felis 128293031 Gato, perro, ratén y guepardo  puede causar Ulcera péptica o
adenocarcinoma en ratén
Gastritis, Ulcera péptica,

mustelae Hurén adenocarcinoma gastrico, linfoma
tipo MALT

acinonvchi * Guepardo, tigre, otros grandes Gastritis, Ulcera péptica

y felinos
heil . 142031.32.33 Humano, perro, gato, mono, Qastrm_s crc’)nllca actl\{a, sintomas
elimannii guepardo, rata dispépticos, linfoma tipo MALT

bizzozeronii >*"* Perro y humano Gastritis

salomonis "’ Perro Gastritis

suis "° Cerdo, humano Gastritis, Ulceras

Cuadro 1b. Especies patdgenas enterohepaticas del género Helicobacter.

ENTEROHEPATICAS

Especies del género o . . .
PeCIe Y Principal hospedero mamifero Patologias asociadas
Helicobacter
Proliferacion de tiflocolitis,
hepaticus *'*° Raton, otros roedores hepatitis crénica activa,
carcinoma hepatocelular
bilis &1 Rat6n, perro, humano Hepatitis
. Diarrea, gastroenteritis, proctitis
fennellinae 2% Humano ' 2 : :
proctocolitis.
. . 2,15, 16, 17 z Proctitis, colitis, diarrea
cinaedi “ ™ Humano, hdmster RN ’
gastroenteritis
canis “** " Perro y humano Hepatitis, diarrea
20,21, 22, 23 Gastroenteritis, diarrea
ollorum =~ <= Humano ! ’
P enfermedad de Crohn
rappini ** Raton, humano, perro Gastroenteritis cronica, diarrea
canadensis *° Humano Diarrea, bacteremia
westmeadii *° Humano Fiebre, inmunosupresion
winghamensis “’ Humano Gastroenteritis

Kusters et al., 2006 *; Totten et al., 1985 % Hannula y Marja- Lisa, 2007 % De Groote et al., 2005% Hanninen et al., 1996°;
Jalava et al., 2001°% Baele et al., 2009"; van den Bulck et al., 2005% Jalava et al., 1997°% Hamada et al., 2009'%; Fox et al.,
1995 Murata et al., 2004'%;, Raman et al., 2010"%; Vandamme et al., 1991'*; Flores et al., 1989"; Sacks et al., 1991%;
Matsumoto et al., 2007""; Burnens et al., 1993'%; Foley et al., 1999"; Stanley et al., 1994%°; Burnens et al., 1994%"; Ceelen et
al., 2005%; Karagin et al., 2010%%; Romero et al., 1988%*; Tee et al., 2001%°; Trivett-Moore et al., 1997%; Melito et al., 2001%";
Lee et al., 1998%; Otto et al., 1992%; Fox et al., 1992°%; Eaton et al., 1993*; Geyer et al., 1993%; Itoh et al., 1994,



1.1.6. Modos de transmisién y reservorios

Se estima que aproximadamente el 50% de la poblacion mundial esta

infectada por H. pylori. La bacteria tiene una estrecha gama de hospederos pero el

ser humano es considerado el principal reservorio. En algunos estudios se ha

propuesto que la adquisicion de H. pylori se produce a través de una fuente

ambiental comun, en particular los animales y el agua han sido implicados como

posibles fuentes de infeccion (Mitchell, 2001). Se ha aislado H. pylori de animales

domésticos por lo que se ha considerado que la presencia de estos puede ser un

factor de riesgo para la infeccion (Morris et al., 2001; 2002).

Por otra parte, se ha sugerido que la infeccion se da como consecuencia de

transmision directa de persona a persona por tres vias, la via gastro-oral, oral-oral
y fecal-oral (Malaty et al., 2000; Mitchell, 2001).

Via gastro-oral: Debido a la presencia de H. pylori en el jugo gastrico de un
58% de los pacientes, se plantea la posibilidad de que el reflujo del jugo
gastrico represente el vehiculo de transmision de esta bacteria (Varoli et al.,
1991). La posibilidad de que esta ruta sea importante en niflos se debe a
que las secreciones del estbmago, vomitos y regurgitacion de material
gastrico son muy comunes en la infancia (Mitchell et al., 1989; Mitchell et
al., 1992; Axon, 1995).

Via oral-oral: La cavidad oral es un reservorio temporal para la subsistencia
de H. pylori. Cepas idénticas de éste patdgeno han sido detectadas por
PCR y cultivo en la boca y el estbmago de individuos infectados
sintomaticos infectados (Dowsett y Kowolik, 2003; Khandaker et al., 1993),
y se menciona que la colonizacion de la boca es soélo transitoria y se
produce después del vomito (Dowsett y Kowolik, 2003; Olivier et al., 2006).
Asi mismo se ha identificado la bacteria mediante técnicas de PCR a partir
de la placa dental y de la saliva (Cellini et al., 1995; Namavar et al, 1995,
Allaker et al, 2002).
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= Via fecal-oral: Se sabe que esta bacteria no esta bien adaptada para
sobrevivir en el intestino, incluso hay reportes que demuestran que H. pylori
es sensible a los efectos de la bilis (Mitchell et al., 1992; Raedsch et al.,
1989). Sin embargo, H. pylori ha sido detectada en las heces, algunos
estudios muestran la posibilidad de que la dispersién de éstas en el medio
ambiente contamine el agua de consumo humano y alimentos y que esto

podria estar asociado con la infeccién por H. pylori (Vale y Vitor, 2010).

Independientemente de la via de transmision, estd demostrado que la
infecciobn se da principalmente en el entorno familiar. Los datos obtenidos en
diversos estudios concluyen que la infancia es el periodo de mayor riesgo para la
infeccién por H. pylori (Malaty y Graham, 1994).

1.1.7. Factores de virulencia y patogenicidad

La capacidad de H. pylori para sobrevivir en un ambiente tan hostil como el
gastrico es atribuida al desarrollo de caracteristicas especializadas que le permiten
un alto nivel de adaptacion. La colonizacién de la mucosa gastrica y el desarrollo
posterior de la gastritis (dafio al tejido y sobrevivencia) son dependientes de

factores bacterianos

Los factores esenciales para la colonizacion de la mucosa gastrica se

describen a continuacién y se presentan en la Fig. 2.
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Fig. 2. Factores de colonizacion de la bacteria H. pylori. La ureasa contribuye en la resistencia al medio
acido, los flagelos permiten la movilidad y la penetracion a la mucosa gastrica y algunas proteinas como
BabA, SabA, AlpA, AlpB y HopZ, permiten la adhesion de la bacteria a las células epiteliales. (Tomado y
modificado de Holly et al., 2006).

» Ureasa. Esta enzima es central en el metabolismo y virulencia de H. pylori,
se encuentra tanto en el citosol de la bacteria como en su superficie, es de
vital importancia ya que crea un microambiente relativamente alcalino que
protege a las bacterias de la agresividad del acido gastrico, catalizando la
hidrolisis de la urea para producir dos moléculas de amonio y una de acido

carbonico (Fig.3).

HoN-CO-NH; + H,O  HREASAL NH; + H,N-C(O) OH
H,N-C(O) OH + H,O — NH3 + H,COs3
H,COs3 ﬁ H* + HCO3

2NH3 + 2H,0 = 2NH," + 20H

En soluciones acuosas, el acido carbonico liberado y las dos moléculas de
amonio estan en equilibrio con sus formas ionizadas y como consecuencia

de esto hay un incremento de pH (Mobley, 2001).
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Fig. 3. Actividad de la ureasa de Helicobacter pylori. (a) Micrografia electronica de H: pylori y (b)
representacién esquematica que muestra los flagelos polares, ureasa, canal de urea- H' y la
produccion de amoniaco, que neutraliza el ambiente acido (amarillo) y el citosol y el entorno
inmediato a la bacteria (luz azul). (Montecucco y Rappuoli, 2001).

Flagelos y movilidad: Normalmente H. pylori tiene de 2 a 6 flagelos
unipolares que le permiten avanzar en su nicho ecoldgico, ademas permite
el movimiento rapido hacia el pH neutro de la mucosa gastrica. Cada flagelo
muestra una tipica estructura similar a una bombilla en su extremo distal
conocida como vaina lipoprotéica, la cual es una extension de la membrana
externa y se cree que esta estructura protege del ataque del acido del
estbmago (Geis et al., 1993). Las inmunoglobulinas humanas estan
dirigidas contra proteinas flagelares de esta bacteria. Las cepas de H. pylori
con flagelos mutados son menos virulentas que las del tipo silvestre, lo que
indica que los flagelos son cruciales en el proceso patogénico. Cada flagelo
esta compuesto por dos flagelinas, FlaA y FlaB (Kostrzynska et al., 1991),
caracteristica inusual distinta del resto de proteinas flagelares, las cuales
son homopoliméricas. FlaB se localiza en la base del flagelo, mientras que

la mas abundante, FlaA, se encuentra en el exterior. La eliminaci6én de
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ambas flagelinas (FlaA—/FlaB-) da como resultado bacterias inmdviles
(Josenhans et al, 1995), que sin embargo conservan una capacidad de
adherencia similar a la del tipo silvestre (Evans et al., 2000), pero tan sélo
capaces de infectar de manera eficiente en los estadios tempranos de la

infeccion.

Ureasa
Evasion de Ta / ¥
respuesta inmune -’ K (\7
N—*=my ~ Motilidady
\ ™l quimiotaxis

~VacA

~Adesinas

Fig. 4. Principales factores de virulencia y colonizacioén de H. pylori. SSTIV: sistema de secrecion tipo IV.

Vac A: citotoxina vacuolizante. Cag A: proteina asociada al gen A. (Amieva y EI-Omar, 2008).

Adherencia: La colonizacion de la mucosa lleva implicita, como paso
previo, la capacidad de la bacteria para adherirse al epitelio gastrico; esto
sucede por la interaccidon entre las adhesinas bacterianas y los receptores
del hospedero como son algunas proteinas de la matriz celular. Asi, las
lesiones inducidas son de tipo adhesion-desprendimiento que se
caracterizan por la pérdida de microvellosidades del epitelio gastrico en el
sitio de adhesién. La adherencia es necesaria para la induccion y liberacion

de citocinas pro-inflamatorias (Smoot et al., 1993).
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Las adhesinas, son proteinas que le permiten a la bacteria anclarse al
epitelio gastrico y las proteinas de choque térmico, que estan involucradas
en procesos de reparacion en condiciones de estrés (Evans et al., 1992;
Mazari-Hirart et al., 2001; Kusters, 2006). Se han estudiado a detalle dos
adhesinas de H. pylori: la adhesina A (BabA2), de union al antigeno de los
grupos sanguineos A, By O (llver et al., 1998; Aspholm-Hurting et al., 2004)
y la proteina de union al acido siélico, SabA (lliver et al., 1998; Mahdavi et
al., 2002). BabA2 es una proteina de membrana externa que interactia con
el antigeno del grupo sanguineo de Lewis®, en las células epiteliales y esta
asociada con el riesgo de Ulcera péptica y de cancer gastrico y su ausencia
se relaciona con formas no complicadas de gastritis (Gerhard et al., 1999;
Prinz et al., 2001). Por otra parte, se ha reportado que las proteinas de
membrana externa AIpA y AIpB son necesarias para la adherencia
antigeno-independiente de Lewis® a las células de la linea de carcinoma
gastrico Kato Il y al tejido gastrico. La adherencia también esta mediada
por HopZ, puesto que se ha observado que las cepas mutantes de hopZ
han reducido se adherencia (Guruge et al., 1998).

AlpA, AlpB, BabA y HopZ pertenecen a una gran familia de 32
proteinas de membrana externa (PMEs). El hecho de que las cuatro
proteinas estén involucradas en la adherencia sugiere que la familia entera

de proteinas puede tener un papel en este proceso (Mobley et al., 2001).

La infeccion genera una respuesta inflamatoria local caracterizada por la

infiltracion del epitelio gastrico de neutrdfilos, linfocitos, macréfagos y células

plasmaticas, produciendo un dafio tisular permanente de diversa magnitud.

Entre los factores involucrados en la inflamacion y dafio al epitelio

gastrico se encuentra la proteina vacuolizante (VacA) (Fig. 5), 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, posee

multiples actividades celulares, incluyendo la formacion de canales a través de la
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bicapa lipidica, la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria que conduce a la
apoptosis y la union a receptores de membrana celular seguido por la iniciacion de
una respuesta inflamatoria (Cover y Blanke, 2005; Kusters et al., 2006; Atherton y
Blaser, 2009).

Se plantea que el determinante de la patogenicidad esta dado por un
conjunto de genes agrupados en la isla de patogenicidad cag (cagPAl) con un
elevado polimorfismo y que codifica para un sistema de secrecion tipo IV (Kusters
et al., 2006). Se sabe que el 60% de las cepas de H. pylori producen proteinas
codificadas por esta isla, como son CagA (proteina asociada al gen A), asi como
otras involucradas en la formacion del sistema de secrecion y la induccion de IL-8
(Kusters et al.,, 2006). 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 sefales diversas en la célula hospedera (Ogura et al., 2000).

Dentro de los factores de sobrevivencia, la bacteria posee una superoxido
dismutasa y una catalasa, que le ayudan a prevenir la fagocitosis.

7& H. pylori Lumen
= Gastrico

QY
Capa de

Moco

Decremento de pH

Células
Epiteliales

7| 5\

ROIs
o Neutrofilo o
° Monout Neutrofilo o
o Monocito
o

3 2=
& o o @\a
— O — O <

Fig. 5. Patogénesis de la infeccion por H. pylori (Montecucco y Rappuoli, 2001).

Vaso sanguineo
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1.2. Patologias asociadas con la presencia de H. pylori.

1.2.1. Gastritis aguda

La gastritis se puede clasificar de acuerdo a varios criterios y por la
combinacion de los mismos segun el Sistema Sydney (Price, 1991), pero para el
caso de las patologias desarrolladas por H. pylori, solo consideraremos las

gastritis agudas y cronicas que es donde la bacteria esta involucrada.

La gastritis aguda incluye procesos inflamatorios en la mucosa vy
submucosa, que pueden desaparecer en dias si se encuentra en una fase aguda y
es retirado el factor causal. Existen una serie de factores ligados
etiopatogénicamente a las gastritis como el alcohol, los farmacos, el estrés y H.
pylori (NIH, 1994; Valle et al., 1996).

Cuando la bacteria empieza a colonizar, en el huésped se presentan en
general dos mecanismos de defensa, uno inflamatorio en la fase aguda y uno
inmune (folicular) en la crénica. En la fase aguda, el organismo penetra a la capa
mucosa del estbmago, principalmente en las faveolas y muy cerca de la superficie
del epitelio (Fig. 6). Este ultimo responde a la infeccion con deplecién de mucinas,
exfoliacion celular y con cambios regenerativos compensatorios, ademas,
comienzan a presentarse células del sistema inmune como polimorfonucleares
dentro de las faveolas y lamina propria. Esta fase es acompafiada por

hipoclorhidria, asi como una disminucion del acido ascérbico en el jugo gastrico.
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Fig. 6. Representacion de la estructura gastrica. El estdmago se divide en 5 regiones: cardio, fundus, cuerpo,
antro y piloro. El epitelio gastrico esta recubierto por una capa protectora de moco secretada por células
epiteliales especializadas las faveolas contienen varios tipos de células, incluyendo las células secretoras de
moco. La colonizacion por H. pylori se limita en gran medida al antro que carece de secrecion de &cido por las

células parietales (Tomado y modificado de Testerman et al., 2001).

Se ha visto que esta fase esta mediada por la liberacion de
lipopolisacéridos bacterianos y un namero de moléculas quimiotacticas, estas
moléculas quimiotacticas penetran a través del epitelio dafiado, induciendo la
migracion de los polimorfos. Esto va acompafiado de otros productos bacterianos
qgue liberan otros mediadores inflamatorios que incrementan la permeabilidad
vascular. La bacteria estimula al epitelio provocando la liberacion de la IL-8. Esta
fase es de vida corta y en una pequefa parte de la poblacion, particularmente en
los nifios, la bacteria puede ser controlada espontaneamente y la morfologia del
estbmago retornar a su normalidad. Sin embargo, en la mayor parte de las

personas, la respuesta inmune del hospedero es incapaz de eliminar la infeccién y
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en tres o cuatro semanas se manifiesta la acumulacién de células inflamatorias,

para dar origen a una gastritis cronica activa (Dixon, 2001).

1.2.2. Gastritis cronica activa

La gastritis cronica activa se caracteriza por el arribo de linfocitos y células
plasmaticas a la mucosa en respuesta a la produccion de citocinas y anticuerpos
especificos anti- H. pylori. La proliferacion de células B y su subsecuente
diferenciacion en células plasmaticas, producen la sintesis de IgM (opsonizante) y
anticuerpos que amplifican la reaccion inflamatoria. La consistente presencia de H.
pylori, hace que aparezca una segunda linea de defensa de las células B, las
cuales se presentan en forma de foliculos linfoides con la produccion de células
plasmaticas y la sintesis de IgA. Cuando llega a este nivel la respuesta inmune es
insuficiente para erradicar a la bacteria en la mayoria de los casos y si la aparicion
de los foliculos linfoides contintia, ya se habla de una gastritis cronica activa. La
adquisiciéon de tejido linfoide organizado en la mucosa gastrica constituye lo que

se denomina MALT (del inglés mucosa-associated lymphoid tissue) (Dixon, 2001).

Si continda la infeccidn, el tejido gastrico sufre otro nivel mas de dafio, que
es la atrofia y que consiste en la alteracion de la estructura y pérdida de tejido
glandular. La pérdida de glandulas provoca que se deje de secretar moco y
sustancias elementales para mantener la funcionalidad de la mucosa, por lo que
se empiezan a formar Ulceras. Las Ulceras consisten en una rotura de la mucosa
gue sobrepasa la muscularis mucosae y pueden presentarse tanto en el estbmago

como en el duodeno (Lépez, 1992).

1.2.3. Ulcera péptica

La infeccion por H. pylori esta presente en el 85-100% de los casos de
Ulcera duodenal y en el 65-80% de los casos de Ulcera gastrica (Pan et al., 1991).

La bacteria induce cambios significativos en la fisiologia del estdmago,
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especialmente en la secrecion de &cido. Aunque la mayor parte de los sujetos
infectados presenta una secrecion acida normal, los pacientes con Ulcera
duodenal son frecuentemente hipersecretores, lo que se asocia a una inflamacién
predominante en el antro gastrico, un aumento en los niveles post-prandiales de
gastrina y a una disminucidon en la actividad inhibitoria de la somatostatina
(Hirschowitz et al., 1994). Esto provoca una mayor carga acida duodenal y
favorece la aparicion de metaplasia gastrica en la mucosa duodenal, que puede
ser colonizada por H. pylori, lo que probablemente determina la aparicion de la
Ulcera a ese nivel. En cambio, los sujetos con Ulcera gastrica o cancer gastrico
tienden a ser hiposecretores, lo que se asocia a una inflamacion gastrica mas
extensa y a la aparicion de areas de atrofia de la mucosa (Walker et al., 1993).
Estas variaciones en la distribucién de la infeccion y en la secrecion acida
dependen probablemente de la interaccion entre factores del huésped y de la

bacteria, como la edad al momento de la infeccidn, el tipo de respuesta inmune y

los factores de virulencia bacterianos mencionados (Hirschowitz et al., 1994).

Fig. 7. (A) Glandulas gastricas colonizadas abundantemente con H. pylori, mostrado como bacilos curvos
negros alineados cerca de la superficie de la mucosa, (B) Imagen endoscépica de una Ulcera gastrica, con

una base blanca. (Tomado de Kusters et al, 2006).
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1.2.4. Cancer géastrico

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer y la OMS
designaron a H. pylori como carcindgeno tipo | (Parsonnet, 1993a). De hecho, el
cancer gastrico es la segunda causa de muerte por este tipo de enfermedades y
es considerada como la cuarta neoplasia mas comun en el mundo, detras del
cancer de pulmén, mama y colo-rectal. M&s del 70% de los casos ocurren en
paises en desarrollo y la mitad del total mundial se produce en el este de Asia
(Globocan 2008; IARC, 2010).

En la actualidad, diversos trabajos tratan de asociar a la infeccion por H.
pylori con el cancer de estdmago; a partir de evidencias epidemioldgicas,
anatomopatologicas Y fisiopatoldgicas, lo que ha permitido crear varias hipotesis
para explicar los mecanismos mediante los cuales la infeccion cronica del epitelio

gastrico evoluciona hacia el cancer gastrico (Katz et al., 1993; Correa et al., 1990).

La mas aceptada es la planteada por Correa, quien sugiere que la bacteria,
al infectar la mucosa gastrica, provoca una gastritis crénica atréfica multifocal, lo
cual facilita el crecimiento bacteriano y el aumento de nitrosaminas y nitrosamidas,
que tienen alta capacidad mutagénica, por lo cual son las responsables de las
lesiones premalignas (Correa et al., 1990); asi mismo, la respuesta inmunoldgica
local y sistémica durante la infeccidn y el proceso inflamatorio, pueden inducir a la
apariciéon de errores de replicacién celular y facilitar el desarrollo del cancer
(Parsonnet, 1993b).

Otro hecho importante en la génesis del cancer géastrico es la disminucion
de vitamina C en el jugo gastrico provocada por la bacteria. Esta vitamina tiene
propiedades antioxidantes, en consecuencia, su disminucion en el jugo gastrico
favorece el desarrollo de tumores (Gil et al., 1990; Besasso, 1996). Existe también
una fuerte asociacion entre H. pylori y la metaplasia intestinal, acompafado de
aumento del pepsindgeno y de hipergastrinemia en pacientes infectados con la

bacteria, por lo que la determinacion de niveles altos de pepsindégeno y de gastrina
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sérica en pacientes seria un indicativo de riesgo de neoplasia gastrica (Parsonnet
et al., 1993; Kato et al., 1994).

Por otra parte, existen diferentes tipos de cepas de H. pylori con variado
potencial cancerigeno, especialmente aquellas que presentan la citotoxina
asociada al gen A (Cag A), las cuales favorecen el desarrollo de gastritis atréfica
multifocal y metaplasia tipo | (Blaser et al., 1995; Kutz, 1996).

1.3. Métodos de diagndstico de la infecciéon por H. pylori.

Existen diferentes métodos para diagnosticar la infeccion producida por H.
pylori. Los métodos pueden diferenciarse segun el tipo de muestra que se utiliza,
si requieren o no la endoscopia (invasivos o0 no invasivos) y a la forma de detectar
el microorganismo (directamente la propia bacteria o de forma indirecta, cuando se

detecta alguna funcion) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Pruebas para la deteccion de la infeccion por H. pylori.

Basados en muestras periféricas como sangre,

Basados en la obtencion de biopsia : .
aliento, heces y saliva.

= Cultivo
= Histologia = Prueba de antigeno de H. pylori en
=  Prueba rapida de ureasa heces (HpSA)
= Hibridacion in situ por fluorescencia = Serologia de sangre total

(FISH) = Prueba de aliento con urea (UBT)
= Enfoque molecular: Reaccién en = Anticuerpos en saliva (PCR)

Cadena de la Polimerasa (PCR) de
biopsia o jugo gastrico.
Fuente: Tomado y modificado de Guias Practicas de la Organizacion Mundial de Gastroenterologia, 2010.

Los métodos invasivos requieren contar con una biopsia del paciente
obtenida por medio de endoscopia. Una vez realizado esto, el principal método de
diagnastico es el cultivo en medios ricos suplementados con sangre, en los que al

cabo de un tiempo de incubacion de 5 a 10 dias de identifican las colonias de H.

22



pylori por medio de tres pruebas bioquimicas basicas (ureasa, oxidasa y catalasa),
asi como por un andlisis microscopico (Cuadro 3) (Mégraud y Lehours, 2007;
Monteiro et al., 2001). También se puede emplear la biopsia para realizar un
estudio histopatoldgico, en el que se usan tinciones especiales para identificar a la
bacteria en el tejido gastrico, como son las argénticas (Warthim-Starry), giemsa
modificada o inmunohistoquimicas (Mégraud y Lehours., 2007). La prueba rapida
urea-ureasa, es otro método que por su rapidez y sencillez es ampliamente
utilizado el cual consiste en incorporar parte de la biopsia en una soluciéon con
urea y rojo de fenol, cuyo viraje a rosa indica un resultado positivo. Un método
molecular que es empleado para analizar la biopsia es el uso de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), con el que también se ha podido realizar el

diagndstico a partir del jugo géastrico (Mégraud y Lehours, 2007).

En cuanto a los métodos no invasivos, se encuentra la prueba de aliento
con urea (UBT, por sus siglas en inglés), es la técnica mas empleada y confiable
para el diagndstico inicial de la infeccion y puede ser utilizado para confirmar la
erradicacion de la bacteria después de la terapia antibacteriana, consiste en
administrar al paciente [**C]-urea, la cual es hidrolizada por la ureasa de la
bacteria liberando CO, marcado y posteriormente detectado en la exhalacion
(Marshall y Surveyor, 1988). Dicha prueba es menos costosa que la biopsia
endoscopica del estbmago y mas precisa que la serologia como un medio para
detectar la infeccion por H. pylori. Igualmente, existen métodos basados en la
deteccion de anticuerpos principalmente en sangre, e identificacion de IgG en
orina y en saliva. Los anticuerpos tipo IgG constituyen la respuesta inmune
humoral frente a la infeccion a nivel sistémico, mientras que las IgA constituyen los
anticuerpos en la respuesta a nivel local (mucosa gastrica) (Hirschl y Rotter,
1996). Se han ensayado el diagnéstico de H. pylori en muestras de heces por
medio de PCR, asi como por antigenos (utiles para el diagndéstico inicial,
especialmente en nifios), no obstante, aln no se encuentran completamente
implementados y presentan problemas de especificidad (Mégraud y Lehours,
2007).

23



Se han realizado numerosos estudios sobre especificidad y sensibilidad a
estas pruebas para determinar su precision. En la practica clinica, la combinacién
de varias de ellas permite dar un diagnéstico mucho mas preciso. De acuerdo al Il
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 histoldgico estaria
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, purpura trombocitopénica idiopatica o por deseo expreso de la persona, se
debe utilizar la UBT (Abdo-Francis et al., 2007).

Cuadro 3. Pruebas bioguimicas bésicas y andlisis microscdpico de H. pylori.

Prueba Fundamento y método Resultado

Descomposicion  del peroxido de
hidrogeno en oxigeno y agua.

Catalasa En un portaobjetos se ponen unas gotas
de peroxido de hidrogeno al 40% y se le
adiciona una asada del cultivo. ke

Prueba positiva producién e
burbujas (O,).

b ©&
i 6 WEs
Procedimiento cualitativo para » .
determinar la presencia o ausencia de la

citocromo ¢ oxidasa en las bacterias. [ 3
Oxidasa En un cuadro de una placa de Dry Slide |
Oxidase (DIFCO), se coloca un poco de

cultivo. } D'FCO

Prueba positiva, se observa una
coloracion azul intenso en unos
cuantos segundos.
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1.4.

Continuacién. Pruebas bioquimicas basicas y analisis microscépico de H. pylori.

Ureasa

Tincion de
Gram

La prueba consiste en detectar la
actividad de la enzima ureasa.

Se requiere una solucion de urea 6 M a
pH 7.0 y 0.005% de rojo de fenol (color
canela).

En un tubo se agregan 0.3 mL de
solucién y se aflade una asada de
bacterias.

A partir de un cultivo se toma una asada
de bacterias extendiéndola sobre un
porta objetos con una gota de agua o
solucién salina y se realiza una tincién
de Gram estandar.

También se verifica la morfologia
observando las formas tipicas de la
bacteria: bacilos curvos en cultivos
frescos y en forma cocoide en cultivos
viejos.

Esquemas de erradicacion

Prueba positiva con el viraje de
la solucion a un color rosa-rojo
gue indica alcalinizacién del
medio.

d

La bacteria de tifie de color rojo
por la safranina, indicando que
la bacteria es Gram negativa.

Se han analizado diferentes esquemas de tratamiento para la erradicacion

de la infeccion por H. pylori, llegando a la conclusion de que una terapia exitosa

debe de cumplir los siguientes criterios (Boixeda y Argila, 2000):

Faciles de cumplir por el paciente.
Inducir bajas tasas de resistencia antibidtica.
Ser de corta duracion (entre 7-10 dias).

Ser de bajo costo.

Lograr indices de erradicacion superiores al 90%.

Tratar que los efectos secundarios sean inferiores al 5%.
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Actualmente para eliminar a la bacteria se utiliza un procedimiento
denominado triple terapia, el cual consiste en la combinacion de dos antibidticos (a
elegir entre amoxicilina, claritromicina, tetraciclina y metronidazol) y un inhibidor de
la secrecion de acido (antagonistas de receptores de histamina o, en la mayoria
de las veces, inhibidores de la bomba de protones) de 7 a 14 dias (Goodwin,
1997; Dehesa et al., 1998). Con esta terapia se tienen buenos resultados en la
mayoria de los casos. Sin embargo, se ha encontrado que este tratamiento no es
efectivo en alrededor del 10 al 20% debido a la aparicién de cepas resistentes,
ademas que, frecuentemente, estas terapias producen efectos secundarios para el
organismo, tales como diarreas, nauseas, dolor abdominal, dispepsia, etc.,
(Boixeda y Argila, 2000), por lo que en estos casos se utilizan las terapias
cuadruples, en la que se maneja ademas bismuto y la combinacion de otros
antibiéticos diferentes a los previamente utilizados. La terapia cuédruple
administrada durante 7-10 dias es preferible respecto a la terapia triple con

bismuto administrada durante 14 dias (Vakil y Megraud, 2007).

Los factores principales que condicionan el éxito de un tratamiento son la
duracion del mismo, las resistencias antimicrobianas y el grado de

cumplimentacién por parte del paciente (Boixeda y Argila; 2000).

Aunque H. pylori es sensible in vitro a una gran variedad de farmacos
antibidticos y no antibidticos cuando éstos han sido aplicados en la clinica,
muchos de ellos no han resultado eficaces en la erradicacion. Asi, desde el
descubrimiento de esta bacteria se han empleado multiples combinaciones de uno
0 mas farmacos con resultados muy desiguales. Sin embargo, actualmente tan
s6lo 3 grupos de medicamentos resultan ser realmente eficaces, utilizados en

combinacion, frente a H. pylori (Cuadro 4) (Boixeda y Argila, 2000).
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Cuadro 4. Medicamentos eficaces en la erradicacion de H. pylori

= B-lactamico: amoxicilina

=  Macrolidos: claritromicina

= Nitroimidazoles: metronidazol y tinidazol
= Tetraciclina

Antibioticos

=  Subsalicilato de bismuto

Compuestos de Bismuto . :
P = (Citrato de bismuto

=  Omeprazol
= Lansoprazol
= Pantoprazol

Inhibidores de la bomba
de protones (IBP)

En nuestro pais, el Consenso Mexicano sobre Helicobacter pylori (CMHP)
indica la erradicacion de la bacteria Unicamente en los casos en el gque se

presente:

Ulcera péptica activa o no, con o sin complicaciones.
Gastritis atréfica y metaplasia intestinal.
Linfoma géstrico tipo B en la zona marginal (tipo MALT).

Después de una reseccidn gastrica parcial por cancer.

ok~ 0N PE

Familiares cercanos a personas que han tenido cancer géstrico y tienen H.

pylori.
Pacientes con uso crénico de IBP’s o AINES.

»

7. Pacientes con purpura trombocitopenia idiopatica y anemia por deficiencia

de hierro de causa no explicada.

En relacion a la duracion del tratamiento, la mayoria de los estudios
europeos concluyen que son suficientes 7 dias de tratamiento; no obstante en
Estados Unidos se ha propuesto prolongar la duracién hasta 10-14 dias (Lindt et
al., 1996; Laine et al., 1996a).

El tratamiento utilizado en México, generalmente consiste en una triple
terapia en la cual se prescriben inhibidores de la bomba de protones para eliminar

la acidez del estbmago y una combinacién de antibiéticos como la amoxicilina y la

27



claritromicina. Su efectividad alcanza entre un 70 y un 80% (Ladrén de Guevara et
al., 2004; Hernandez et al., 2005).

1.5. Susceptibilidad y resistencia a antibioticos

La claritromicina y amoxicilina (Fig. 8 b y c, respectivamente), son los
antibioticos mas utilizados para el tratamiento contra H. pylori. En cuanto a la
resistencia, la mas frecuente es al metronidazol y es excepcional encontrar las
resistencias a la amoxicilina y a la tetraciclina (Boixeda y Argila, 2000). Para el
caso del metronidazol (a) la resistencia al antibiético varia entre 10 y 50% pero en
algunas regiones puede alcanzar hasta un 95% (Chiba et al., 1992; Graham, 1993;
Gerrits et al., 2006).

La amoxicilina (c) es el antibidtico al que menos resistencia se ha
encontrado, del 0 al 1.3%, aunque existen reportes que mencionan que la
resistencia puede llegar hasta el 30% (Gerrits et al., 2006). Se sabe que las
bacterias Gram negativas frecuentemente se hacen resistentes a los 3-lactamicos
por la produccion de la 3 lactamasa (rompe el anillo B-lactdmico de las penicilinas),
sin embargo, no se ha reportado ninguna cepa de H. pylori que produzca esta
enzima (Okamoto et al., 2002; Souza et al., 2009). Se han descrito mutaciones en
las proteinas de union a penicilinas (PBPs), las cuales producen un decremento
en la permeabilidad del antibiotico a través de la pared celular y alteraciones en
las bombas y porinas. En cuanto a la tetraciclina (d), la resistencia a este
antibiético es menor de 2%, aunque la tasa mas elevada reportada es del 10%
(Kwon et al., 2000; Gerrits et al., 2006). Se ha visto que mutaciones en el RNAr

16S, impiden la unién del antibidtico al ribosoma.

Existen otros antibidticos contra H. pylori como es el caso de las
fluoroquinolonas, sin embargo, son poco utilizadas por su bajo efecto en la
erradicacion de la bacteria, ya que son inactivadas por el jugo gastrico (Campo et
al., 2007).
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HO,

Fig. 8. Estructura quimica de los principales antibiéticos utilizados en las terapias de erradicacion

de H. pylori. (a) Metronidazol, (b) Claritromicina, (c) Amoxicilina, (d) Tetraciclina y (e) Tinidazol.

1.6. Epidemiologia: prevalenciay distribucion geogréfica

La infeccion por H. pylori es comun, con un potencial de prevalencia de mas
del 50%, pero con importantes variaciones de pais en pais; las tasas de
prevalencia difieren con la edad, razalorigen étnico Yy caracteristicas
socioeconémicas (Suerbaum y Michetti, 2002). Como regla general las tasas son

mas altas en paises en desarrollo.

La prevalencia de H. pylori muestra una gran variacion geogréfica. En
paises en desarrollo, mas del 80% de la poblacion esta infectada por H. pylori,
presentandose a edad temprana (Pérez-Pérez et al., 2004), mientras que en
paises industrializados alrededor del 40% de la poblacion tiene la infeccion, y es
considerablemente menor en niflos y adolescentes que en adultos y personas
mayores (Pounder y Ng, 1995; Mitchell, 2001).
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1.7. H. pylori en México

En México, de acuerdo con la encuesta nacional de salud en la cual se
utilizé serologia como método de escrutinio en poblacion abierta mostré una
frecuencia global de 66%. Los resultados positivos se incrementaron en
proporcién directa a la edad y fue mayor al 80% en personas de 26 afios 0 mas
(Torres et al., 1998). Asi mismo, se ha identificado que el 90% de personas con
cancer gastrico presentan infeccion por esta bacteria, el 85-90% de sujetos con
Ulcera péptica y 51-80% de enfermos con dispepsia funcional (Sobrino-Cossio et
al., 2007).

Por otra parte, se ha observado que en algunas regiones consideradas de
mayor riesgo, como las zonas altas del estado de Chiapas donde existen grupos
indigenas, se presenta alta incidencia de cancer gastrico asociado a la bacteria
(Molhar et al., 2002). Mientras que en otros estados, como Morelos, se tiende a la
disminucién de la proporcién de sujetos infectados en diferentes grupos de edades
(Torres et al., 2005).

El estudio realizado por Torres y colaboradores permitio la division del pais
en cuatro grupos tal como se indica en la Fig. 9, encontrando que en 4 estados de
la Republica (Aguascalientes, Tabasco, Tlaxcala y Quintana Roo) se presenta el
indice de mortalidad por cancer gastrico mas bajo (<4.0%), pero se encuentra el
indice mas alto por infeccion de H. pylori (70%). Por otra parte, 8 estados (Baja
California Sur, Chiapas, Coahuila, Guerrero, Tamaulipas, San Luis Potosi, Sonora,
Yucatan y Zacatecas) presentan el indice de mortalidad mas alta por cancer
gastrico (26.0%) con una seroprevalencia del 66%. De estos datos, el autor
sugiere que el indice de mortalidad esta intimamente relacionado con el desarrollo
econdmico en las diferentes zonas de nuestro pais; los estados del norte tienen un
indice mas alto de mortalidad por cancer gastrico que aquellos del sur, que

poseen un desarrollo econdmico mas bajo (Torres et al., 2005).
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Tasa de Seroprevalencia
Mortalidad de Hp
[]<4.0 70.0%
Basoads 67.4%
[ 5.0a5.9 65.2%
W z6.0 66.0%

Fig. 9. Andlisis de la distribucion de proporciones de mortalidad de cancer gastricas y la seroprevalencia de H.
pylori en los 32 estados de México. Las proporciones de mortalidad de céncer géstricas son aquellos
informados por el Instituto Nacional de Geografia y Estadisticas, México (1991), considerando que los valores
de seroprevalencia son de 1987 a 1988 en un estudio nacional (Tomado de Torres et al., 2005).

1.8. Plantas medicinales empleadas en la medicina tradicional mexicana
con actividad anti- H. pylori.

Las plantas han sido utilizadas durante siglos por distintos grupos humanos,
ya que representan la principal fuente de productos naturales que, por sus
propiedades terapéuticas, han sentado las bases de la medicina empirica, la que
se ha mantenido vigente durante siglos sin que los conocimientos cientificos

modernos hayan podido prescindir de ellas (Linares et al., 1999).

Las plantas medicinales tienen propiedades curativas que ya eran
conocidas en la antigledad, aunque también se han afiadido al arsenal
terapéutico otras plantas cuya utilidad ha sido descubierta recientemente. Las
plantas medicinales continlan teniendo una gran importancia para personas que
no tienen acceso a las medicinas modernas y ademas, muchos medicamentos
utilizados hoy en dia fueron desarrollados en gran medida sobre los mismos

principios activos de origen vegetal (Gupta, 1995).
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Hoy en dia, la medicina oficial esta incorporando el uso de las plantas
curativas, por lo cual ya se puede contar con el valioso asesoramiento de médicos
y farmacéuticos para tratamientos medicinales con hierbas y no arriesgarse a una
total automedicacion, de dudosas consecuencias (Guerra, 1990; Martinez et al.,
1994).

En México se cuenta con una vasta herencia prehispéanica, mesoamericana,
evidenciada por el abundante recurso de hierbas medicinales que se describe, por
ejemplo, en el Codice de la Cruz-Badiano, que contiene 185 plantas con la
descripcion de sus caracteristicas fisicas, el modo de preparacién como remedio y

la manera de empleo en diversas situaciones patoldgicas.

Se tiene estimado que existen cerca 30,000 especies de plantas de las
cuales, en 1997, el Instituto Nacional Indigenista documenté 3,000 con usos
medicinales, esto es el 10% del total de la riqueza floristica del pais (Argueta et al.,
1994).

Existe un amplio camulo de especies vegetales, cuya accion terapéutica
aun no se ha confirmado, por lo que es necesario revalorar el saber tradicional
popular con respecto al uso de plantas. La investigacién cientifica de las
propiedades medicinales de estas ayudara a promover el uso sustentable de
especies de plantas con potencial farmacolégico de una forma racional, al igual

que el desarrollo de fitomedicamentos.

Antes del descubrimiento de H. pylori como un agente etiolégico de la
gastritis cronica y Ulcera péptica, se creia que estas patologias se debian
Gnicamente 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 anti-ulceroso eran
realizados, por lo tanto, en modelos de dafio gastrico producidos por métodos
quimicos y fisicos (ligadura del piloro, estrés, administracion de antiinflamatorios

no esteroideos, acido clorhidrico o etanol) y las actividades que se reportan tenian
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gue ver Unicamente con efectos gastroprotectores y/o inhibidores de la secrecién

de acido (Castillo-Juarez y Romero, 2007).

Hace 29 afos que Marshall y Warren propusieron que la gastritis y la Ulcera
péptica eran producidas principalmente por H. pylori. Actualmente se estan
buscando agentes derivados de plantas (extractos, fracciones o compuestos
puros) con una accion directa sobre ella, y de igual manera, se han desarrollado
modelos animales, en el que la gastritis y Ulcera péptica se producen Unicamente

por la infeccion de la bacteria (Borelli e 1zzo, 2000).

El primer reporte que se tiene sobre la busqueda de propiedades anti- H.
pylori de plantas es el de Cassel-Beraud y colaboradores en 1991, quienes
observaron que de trece plantas medicinales estudiadas, cinco presentaron una
actividad contra la bacteria. Es a partir de los ultimos 10 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, se han realizado pocos
estudios que evaltan la actividad anti-H. pylori de especies vegetales; el primero
de ellos realizado por un grupo de investigadores europeos, sobre algunas plantas
utilizadas en la medicina Maya Yucateca, en el cual identificaron extractos de tres
especies con actividad contra la bacteria (Ankli et al., 2002). El segundo y tercero
fueron realizados por nuestro grupo de trabajo; en uno de ellos se analiz6 el
potencial de 53 plantas medicinales de todo el pais, de las cuales el 77% mostro
alguna actividad contra la bacteria (Castillo-Juarez et al., 2009), en el otro se
identifico a los acidos anacérdicos del cuachalalate como los principales productos
anti- H. pylori (Castillo-Juarez et al., 2007). Por ultimo, el realizado por Robles-
Zepeda y col. en el cual se evalud la actividad anti- H. pylori de los extractos
metandlicos de 17 plantas mexicanas utilizadas principalmente en la parte
noroeste de México (Sonora) para el tratamiento empirico de los trastornos
gastrointestinales, obteniendo concentraciones inhibitorias minimas (CMI) que

oscilan entre menos de 200 a 400 pg/mL para 10 especies, mayores de 800
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Mg/mL para 6 especies y una no mostré actividad contra la bacteria. (Robles-
Zepeda et al., 2011).

Castillo-Juarez y Romero reportan que hasta el 2007 se habia estudiado un
total de 327 plantas a nivel mundial, tanto de uso medicinal como comestible y de
las cuales al 60.8% se les encontr6 un efecto anti-H. pylori. El principal
inconveniente sobre estos trabajos es que en su mayor parte sélo se han realizado
in vitro y las condiciones que se han utilizado presentan una gran variacion
(tamafio del inoculo, cepa bacteriana, tiempo de incubacién, falta de uso de
antibiéticos de referencia, entre otras) que dificulta la realizacion de un analisis
comparativo de efectividad, o la definicion de un intervalo de inhibicion significativo
(Castillo-Juarez, 2005; Castillo y Romero, 2007).

Como se ha mencionado previamente, muchas de las plantas que han
resultado activas contra H. pylori tienen una larga historia de uso tradicional como
remedios a base de agua para el tratamiento de aflicciones gastrointestinales
(Argueta et al., 1994). Tal es el caso de Artemisia ludoviciana subsp. mexicana la
cual fue estudiada por Castillo-Juarez y col. (2009) y de la que el extracto acuoso
presentd buena actividad anti- H. pylori respecto a los antibiéticos de referencia
(CMI= 125 pg/mL). Con base en estos datos es que en la presente tesis se ha
planteado el fraccionamiento biodirigido y la determinacion de los constituyentes
activos del extracto acuoso de esta especie utilizada en la medicina tradicional
mexicana. Puesto que la resistencia de H. pylori a los antibiéticos, ha sido un
problema creciente en los Ultimos afos, los resultados obtenidos también

contribuiran en la busqueda y desarrollo de nuevas terapias contra la bacteria.

1.9. Generalidades de Artemisia ludoviciana subsp. mexicana (Willd. ex
Spreng.) D.D. Keck.

El género Artemisia es una de los mas grandes y mas ampliamente
distribuidos de la familia Asteraceae (Compositae). Es un género heterogéneo,
gue consiste en mas de 500 especies distribuidas principalmente en las zonas

templadas de Europa, Asia y América del Norte. Estas especies son perennes,
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hierbas bienales y anuales o arbustos pequefios (Bora y Sharma, 2011). Artemisia
ludoviciana subsp. mexicana (Willd. ex Spreng.) D.D. Keck (a la que nos
referiremos en adelante Unicamente como Artemisia ludoviciana subsp.
mexicana), es quizas la subespecie presente en el Valle de México mas

importante por su amplio uso medicinal y cultural (Colin, 2002).

A. ludoviciana subsp. mexicana (Fig. 10) es una planta herbacea, que
puede alcanzar hasta 1.5 m de alto; es perenne, aromatica, con varios tallos
estriados; sus hojas miden hasta 15 cm de largo, de color blanco tomentosas en
ambas caras; receptaculo hemisférico; flores periféricas. En México la planta

florece entre los meses de agosto y noviembre.

A

Fig. 10. Ejemplares de la especie Artemisia ludoviciana subsp. mexicana. A) Imagen de la especie tomada del
Atlas de plantas medicinales mexicanas, UNAM; CONABIO. B) Ejemplar de la especie A. ludoviciana subsp.

mexicana del Missouri Botanical Garden. (www.tropicos.org., 12 Feb 2012).

Es originaria de los Estados Unidos de América, México y Guatemala (Fig.
11). Habita en climas calido, semicalido, semiseco y templado, desde el nivel del
mar a los 3900 msnm. Cultivada en huertos familiares, crece a orillas de caminos,
en terrenos de cultivo abandonados. (Atlas de las Plantas de la Medicina
Tradicional Mexicana, UNAM).
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Fig. 11. Distribucion geogréfica de la especie medicinal Artemisia ludoviciana subsp. mexicana. El mapa esta
basado en una marca de referencia estandar en base al nimero de bibliografias disponibles en W?* tropicos
(Tomada de: www.tropicos.org, Missouri Botanical Garden, 12 Feb 2012).

En cuanto a su distribucion en México, se encuentra en el norte y centro del
pais, sobre todo en el altiplano: Aguascalientes, Baja California Norte, Baja
California Sur, Campeche, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal,
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Nuevo Leo6n, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa,

Sonora, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Villasefior y Espinosa, 1998).

1.9.1. Sinonimia popular

Estafiate, ajenjo, ajenjo del pais, altamiza, altaniza, artemisia, azumate de
Puebla, cola de zorrillo, ensencio de mata verde, epazote de castilla, estomiate,
hierba maestra, hierba maistra, incienso, incienso verde (Heike, 2009; Atlas de las

plantas de la medicina tradicional mexicana, UNAM, 20 Oct 2012).
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Se emplea una diversidad de nombres de acuerdo a la zona geogréfica:

= Estado de México: ambfe (otomi), istafiatl

= Hidalgo: iztauhyaitl (planta que produce agua blanquecina) (nahuatl)
= Michoacan: iztauhyatl;

= Puebla: guietee, iztauhyatl, kamaistra (popoloca)

= Quintana Roo: haway, kaway si’ isim ts’tsim, osomiate

= Veracruz: xun

» San Luis Potosi: tsakam ten huitz, ten ts’ojol (tenek)

* Chihuahua: ros’sabl’i (raramuri)

1.9.2. Sinonimia botanica

Artemisia ludoviciana subsp. mexicana (Willd. ex Spreng.) D.D. Keck
presenta varias sinonimias de acuerdo al Missouri Botanical Garden
(www.tropicos.org, 12 Feb 2012), al Sistema Integrado de Informacion
Taxonomica (SIIT) y CONABIO (www.conabio.gob.mx, 12 Feb 2012).

» Artemisia ludoviciana Nutt.

= Artemisia ghiesbreghtii Rydb.

= Artemisia indica var. mexicana (Willd. ex Spreng.) Besser

» Artemisia ludoviciana var. mexicana (Willd. ex Spreng.) Fernald

» Artemisia mexicana Willd. ex Spreng.

= Artemisia muelleri Rydb.

= Artemisia neomexicana Greene ex Rydb.

= Artemisia revoluta Rydb.

» Artemisia vulgaris subsp. mexicana (Willd. ex Spreng.) H.M. Hall & Clem.
= Artemisia vulgaris var. mexicana (Willd. ex Spreng.) Torr. & A. Gray

= Oligosporus mexicanus (Willd. ex Spreng.) Less.
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1.9.3. Etnobotanica

Son multiples los padecimientos que conciernen al aparato digestivo y para
los cuales el estafiate se emplea frecuentemente. Entre ellos esta recomendada a
nivel nacional para el tratamiento del dolor de estdmago, retortijones, colicos
estomacales o intestinales, dolor e inflamacion en la boca del estdmago;
problemas menstruales, como abortivo, durante el puerperio, en bafios postparto;
para el reumatismo; corrige la digestion, para el estrefiimiento, gastritis,
gastroenteritis, indigestion, disenteria, empacho, aire, susto, coraje 0 nervios, para
la vesicula, esterilidad femenina, para curar heridas, granos, circulacion de la
sangre, hemorroides, riflones, diabetes, dolor de oido; dolor de cabeza, mareos,
retraso menstrual y dolor de cidtica (Argueta et al., 1994). El Instituto Médico
Nacional lo considera como: antiparasitaria, eupéptica, antipalidica, catartica,

oxitécica, asi como que produce paralisis.

Las partes aéreas del estafiate se ingieren, generalmente como infusion,
solas 0 mezcladas, dependiendo del uso. Asi, en el caso de diarrea, se ingiere el
cocimiento solo o mezclado con otras plantas como hierbabuena (Mentha
piperita), marrubio (Marrubium vulgare) y manzanilla (Matricaria recutita); otras
especies con las que se mezcla son la hoja de aguacate (Persea americana) y la
guayaba (Psidium guajava). Cuando hay pardsitos intestinales, se recomienda
beber el cocimiento del estafiate solo o acompafiado de epazote (Teloxys
ambrosioides), ajenjo (Artemisia absinthium) o con hierbabuena (M. piperita) en
ayunas. En bilis o coraje (padecimiento que se origina segun el reporte popular por
un coraje fuerte) se toma la coccion igual que en padecimientos del higado, ya
sean dolores, inflamacion o cualquier tipo de afecciébn hepatica. Se utilizan
preparados alcohdlicos con plantas como el albahaca (Ocimum basilicum)
aplicando fomentos en caso de “aire” o “mal aire”; también se usan contra el
reumatismo, frotando la parte afectada estos preparados hechos a base de hojas
de estafiate, aguacate (P. americana), alcanfor, aceite de oliva, cempasuchil
(Tagetes erecta), albahaca y jengibre (Zingiber offcinale) (Heike, 2009).
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Asimismo, se emplea en padecimientos respiratorios como anginas,
bronquitis, catarros, resfrios, tos, tosferina y otros. El uso del estafiate para estos

padecimientos, es en forma de gargaras, frotado, inhalado o por via oral.

La Sociedad Farmacéutica de México la describe como: antiparasitaria y

eupéptica (favorece digestion de los alimentos).

Esta especie no es considerada en peligro de extincion ya que es

ampliamente cultivada.

1.9.4. Aspectos quimicos

A. ludoviciana subsp. mexicana presenta una gran variedad de metabolitos
a los cuales se les atribuyen dichas propiedades curativas. Se han realizado
trabajos en los cuales se han identificado que los metabolitos mas abundantes en
esta planta se encuentran dentro de la categoria de los monoterpenoides que le
dan un olor fuerte muy caracteristico, lactonas sesquiterpénicas y flavonoides. En

el siguiente cuadro se resumen los compuestos aislados presentes en la especie.

Cuadro 5. Compuestos aislados de A. ludoviciana subsp. mexicana y sinénimos.

Lactonas sesquiterpénicas |

Estructura quimica Nombre Referencia

Achillina Balderas-L6pez, 2006
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Continuacion. Compuestos aislados de A. ludoviciana subsp. mexicana y sin6bnimos.

Lactonas sesquiterpénicas ‘

Estructura quimica

Estructura quimica

Estructura quimica

CH,

Arglanina Ruiz-Cancino, 1993
Romo et al., 1970
Armefolina Ruiz-Cancino, 1993
Armexifolina Irwin et al., 1969
Armexina Romo y Tello, 1972
no Artemorina Ruiz-Cancino, 1993
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Continuacion. Compuestos aislados de A. ludoviciana subsp. mexicana y sin6bnimos.

Lactonas sesquiterpénicas ‘

Estructura quimica

Nombre Referencia

Crisartemina A Romo et al., 1970

Ruiz-Cancino, 1993
Romo et al., 1970

Crisartemina B

Ruiz-Cancino, 1993
Lee y Geissman, 1970

Douglanina 5 :
Sanchez-Viesca y Romo,
1963
Romo et al., 1970
o Sanchez-Viesca y Romo,
Estafiatina
1963
Ludovicina A Ruiz-Cancino, 1993

Lee y Geissman, 1970
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Continuacion. Compuestos aislados de A. ludoviciana subsp. mexicana y sin6bnimos.

Lactonas sesquiterpénicas
Estructura quimica

Nombre Referencia
oH
Ludovicina B Lee y Geissman, 1970
Ludovicina C Lee y Geissman, 1970
13)
Ridentina Ruiz-Cancino, 1993
Santamarina Ruiz-Cancino, 1993
Lee y Geissman, 1970
e Santonina Balderas-Lopez, 2006
Kelsey y Shafizadet, 1979
[¢]
(16)
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Continuacion. Compuestos aislados de A. ludoviciana subsp. mexicana y sin6bnimos.

Estructura quimica Nombre Referencia

CHy

o Yomogina Lee y Geissman, 1970

CH,

CHy

B- sitosterol Ruiz-Cancino, 1993

Flavonoides

Estructura quimica Nombre Referencia

Artemetina Balderas-L6pez, 2006

Eupatilina Ruiz-Cancino, 1993

HO.
O | Jaceosidina Ruiz-Cancino, 1993
MeO’
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5’-hidroxi-3'4",6,7-
_ Balderas-Lopez, 2006
tetrametoxiflavona

OH (¢]

(22)

Continuacion. Compuestos aislados de A. ludoviciana subsp. mexicana y sin6bnimos.

Aceite esencial

Nombre Referencia

Estructura quimica

CHs
o Lopes-Lutz et al., 2008
1,8- cineol Blagojevic et al, 2006
Govindaraj et al, 2008
HsC CHs

(23)

CHs
CHs
a- pineno Heike, 2009
CH,

(24)

ol

CHs
X
CH B- cariofileno Govindaraj et al., 2008
H;C B
Hs

(29)

O

>
Z
2

- 6xido de cariofileno Blagojevica et al., 2006

(26)
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Continuacion. Compuestos aislados de A. ludoviciana subsp. mexicana y sin6bnimos.

Aceite esencial

Estructura quimica Nombre Referencia
CHs
H o]
a- tujona Govindaraj et al., 2008
HsC CH,
(27)
Chs
H : o
- tujona Blagojevica et al., 2006
HsC CHs
(28)
HsC CHs
CH, Lopes-Lutz et al., 2008
o Alcanfor Blust y Hopkins, 1987
Govindaraj et al., 2008
(29)
CH,
HOy,
i 2:3 Borneol Blust y Hopkins, 1987
3
(30)
CH,
1: ctts Camfeno Govindaraj et al., 2008
CHs
(31)
[e]
X
o Davanona Lopes-Lutz et al., 2008
(32)
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Continuacion. Compuestos aislados de A. ludoviciana subsp. mexicana y sin6bnimos.

Aceite esencial

Estructura quimica Nombre Referencia
CHs
%CH3 Germacreno D Govindaraj et al., 2008
CH, CHs
(33)
CHs
é; Limoneno Heike, 2009
HsC CH,
(34)
§ Sabineno Blust y Hopkins, 1987
(35)

1.9.5. Actividad biolégica

Se han realizado diversos estudios cientificos sobre la especie A.
ludoviciana subsp. mexicana que han permitido demostrar que algunos de sus

extractos poseen diversas propiedades farmacoldgicas.

Es recomendado en padecimientos gastrointestinales como trastornos de la
secrecion, motilidad o sensibilidad gastrica que perturben la secrecion, resulta util
ya que favorece la excrecion de jugos gastricos y por su efecto antiespasmaodico
también se emplea para controlar dolores tipo célico en casos de litiasis biliar
(Rojas-Alva, 2006).
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El mejor efecto que se ha observado de esta planta es el antihelmintico
puesto que se suministré la planta en diferentes formas (capsulas, aceite esencial
o polvo de flores) en pacientes con signos y sintomas de parasitos, obteniéndose
una mejoria notable en ellos. Por lo tanto, se comprobd que el estafiate presenta
efectos antiparasitarios y eupépticos (Terres, 1897; Castanedo, 1906).

Malagon y colaboradores (1997) demostraron que el extracto etandlico del
estafiate presenta un efecto antimalarico del protozoario Plasmodium yoelii. Asi
mismo, a varios extractos (acuoso, metandlico, hexanico y acetonico) del estafiate
se les comprobd su actividad antiprotozoaria contra Entamoeba histolytica y
Giardia lamblia (Fernandez et al., 2005; Calzada et al., 2006). Se demostrd que el
nonanal del aceite esencial de A. ludoviciana es el responsable de la actividad
antidiarreica de la planta (Zavala-Sanchez et al., 2002). Se ha comprobado que el
extracto metandlico del estafiate presenta un efecto antibacteriano puesto que
inhibié el crecimiento de Escherichia coli y Shigella flexnery-2 (Alanis et al., 2005;
Dubal et al., 2009) asi como las cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa (Navarro et al., 1996). En otros estudios se demostré que el extracto
etandlico presenta de igual manera efecto inhibitorio del crecimiento y produccion
de enterotoxinas en cepas de Vibrio cholerae (Garcia et al., 2006); en otro trabajo
se demostr6 que presenta un efecto antiinflamatorio inhibiendo al factor de
transcripcion NF-xB (Bork et al., 1996; 1997). Jiménez-Arellanes y colaboradores
(2003) observaron que tanto el extracto hexanico como el extracto metandlico del
estafiate inhibian el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis, agente causal de
la tuberculosis. Castillo-Juarez y colaboradores (2009) demostraron que el
extracto acuoso de A. ludoviciana subsp. mexicana inhibe el crecimiento de H.
pylori, principal agente causal de la gastritis y Ulcera péptica. El estafiate también
inhibe el crecimiento de Candida albicans (Navarro et al., 1996), asi como también
inhibe el crecimiento de otras plantas (efecto alelopatico atribuido a la presencia

de la lactona sesquiterpénica achilina) (Rodriguez et al., 1976).

En cuanto a la actividad gastroprotectora se han realizado estudios sobre

otras especies de Artemisia en los cuales se demostré dicha actividad.
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Penissi y colaboradores demostraron que una lactona sesquiterpénica
dehidroleucodina (DhL), aislada de A. douglasiana Besser, conocida comunmente
como “matico”; previene el dafio gastrico producido por agentes inductores de la
necrosis como el etanol absoluto, evidenciando su actividad citoprotectora. Este
efecto protector se relaciona con la capacidad del compuesto para estimular la
produccion de moco (Giordano et al., 1990; Penissi et al., 1998). Y en 2009
analizaron el extracto cloroférmico de esta especie evaluando a la DhL en la
degranulacion de mastocitos inducida por un compuesto denominado 48/80, los
estudios de liberacion de serotonina llevados a cabo mostraron la efectividad del
compuesto como estabilizador de la respuesta de los mastocitos (estas células
median los procesos inflamatorios y alérgicos) (Penissi et al., 2009). Por otra
parte, Repetto y colaboradores demostraron que el extracto acuoso de esta
especie reduce o previene el estrés oxidativo en un modelo de Ulcera gastrica

inducida por etanol (Reppeto et al., 2003 y 2002).

Mediante estudios realizados en el modelo de Ulcera inducida por
indometacina en ratas, se demostré la actividad antiulcerogénica del extracto
etandlico crudo y de la fraccion de lactonas sesquiterpénicas de la parte aérea de
la especie A. annua L. La cromatografia en columna de la fraccion de lactonas
sesquiterpénicas dio tres fracciones de diferente polaridad (no polar, polaridad
media y fraccién polar), resultando en diferentes niveles del indice de inhibicion de
lesion ulcerosa; sin embargo, la fraccion de polaridad media mantiene su actividad
gastroprotectora en un modelo de Ulcera inducida por etanol cuando existe un
tratamiento previo con el éster metilico de la L-Nitroarginina (L-NAME) o N-
etilmaleimida (NEM) (Dias et al., 2001; Falcé&o et al., 2008).

Otra especie con estudios de actividad gastroprotectora es A. asiatica. El
extracto etandlico estandarizado de esta especie (DA- 9601) es considerado como
gastroprotector, ya que inhibe al TNF-a inducido por las sefiales inflamatorias en la
linea celular de adenocarcinoma gastrico (AGS). Se realizdé un tratamiento previo
de las células AGS con DA-9601 reduciendo asi el TNF-a inducido por IL-8 y
CCL20 asi como el bloqueo de la activacién de NF-kB (Suck-Chei et al., 2006).
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En cuanto a la especie A. ludoviciana subsp. mexicana no se han realizado
estudios que denoten su actividad gastroprotectora ni se han identificado los
compuestos responsables de la actividad antibacteriana, es por eso que en el
presente trabajo se plantea evaluar estas actividades en el extracto acuoso de la

especie.
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2. JUSTIFICACION

A partir de que se declara a H. pylori como el agente infeccioso causante de
la gastritis se ha realizado una amplia investigacion encaminada a la busqueda de
terapias adecuadas para su tratamiento. Actualmente se han tenido buenos
resultados utilizando las terapias triple y cuadruple, asi como también, se han
planteado varios criterios para su erradicacion. No obstante los tratamientos son
complejos (dos antibidticos y un inhibidor de la bomba de protones) y conllevan
efectos secundarios perjudiciales, lo que hace que los pacientes no los terminen,
permitiendo la aparicion de resistencia a los antibioticos comerciales. Por otra
parte, se presenta reincidencia de la enfermedad en pacientes que han tenido un
tratamiento previo y siguen viviendo bajo las mismas condiciones en las que se

infectaron.

Tomando en cuenta lo anterior, surge la necesidad de desarrollar mejores
esquemas terapéuticos y sobre todo, de encontrar nuevos principios activos que

ayuden a combatir los problemas de salud en los cuales H. pylori este relacionada.

La fuente original de muchos farmacos han sido los productos naturales y
en particular las plantas medicinales, es por esta razén que se ha buscado en

ellas algun agente para el control de los padecimientos antes mencionados.

En un trabajo previo del laboratorio se identificaron algunas plantas de la
medicina tradicional mexicana cuyos extractos acuosos presentaron actividad
contra H. pylori (Castillo-Juérez et al., 2009). Una de ellas es Artemisia ludoviciana
subsp. mexicana, una planta ampliamente utilizada en las practicas médicas
populares de nuestro pais para el tratamiento de padecimientos gastrointestinales
(Argueta et al., 1994; Alanis et al., 2005).

Es de interés encontrar dentro de la flora medicinal de nuestro pais
especies que no solo ejerzan efectos inhibitorios sobre el crecimiento de la
bacteria sino también que sean seguras para el paciente y ofrezcan beneficios
adicionales como la proteccién de la mucosa gastrica. En este sentido, se planted

el presente proyecto de tesis, con la finalidad de evaluar la actividad anti-H. pylori
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del extracto acuoso de esta especie medicinal y establecer si puede ser un
candidato para la obtencion de compuestos Uutiles en el tratamiento y/o
erradicacion de esta bacteria del ser humano. Asi mismo, explorar su posible
toxicidad aguda y su potencial efecto gastroprotector, ya que no existen reportes
acerca de su evaluacién antiulcerogénica. Esta informacién permitird validar, de

manera parcial, el uso etnofarmacoldgico que se le da a esta especie.
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3. OBJETIVOS

3.1. Generales

Aislar, purificar y caracterizar, de manera biodirigida, a los principios
responsables de la actividad anti-Helicobacter pylori del extracto acuoso de A.
ludoviciana subsp. mexicana con el propdsito de que estos nuevos principios
activos puedan ser utilizados en el futuro para el tratamiento de los diversos

padecimientos relacionados con la bacteria.

3.2. Particulares

e Preparar el extracto acuoso de A. ludoviciana subsp. mexicana (ALI) por
infusidn y evaluar su actividad anti- H. pylori.

e Evaluar los efectos toxicos agudos de ALI en animales de laboratorio.

e Fraccionar de manera biodirigida el extracto acuoso mediante particiones
liquido-liquido con distintos disolventes orgénicos y evaluar su actividad
anti- H. pylori.

e De la fraccion mas activa, realizar los fraccionamientos sucesivos
biodirigidos necesarios hasta aislar y purificar algiin metabolito bioactivo.

e Evaluar la actividad anti- H. pylori de los compuestos puros.

e Evaluar de manera preliminar el potencial gastroprotector de la especie
medicinal en el modelo de Ulceras inducidas con etanol absoluto en

ratones.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1. Material vegetal.

Las partes aéreas de la especie medicinal Artemisia ludoviciana subsp.
mexicana (Willd. ex Spreng.) D.D. Keck utilizadas en esta investigacion fueron
obtenidas frescas en el Mercado de Sonora en el Distrito Federal, Delegacion

Venustiano Carranza. Posteriormente, el material fue secado y molido.

La clasificacion botanica de esta especie estuvo a cargo de la Mtra.
Edelmira Linares y del Dr. Robert Bye, del Instituto de Biologia, UNAM. Un
ejemplar de referencia se encuentra en la coleccién etnoboténica del Herbario
Nacional (MEXU) del Jardin Botanico del mismo Instituto con No. de registro
1259898.

4.2. Preparacion y fraccionamiento primario del extracto acuoso de A.

ludoviciana subsp. mexicana.

La infusion se preparé de la siguiente manera: Se pesaron 10 g de material
vegetal seco y molido, se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 500 mL
adicionandole 250 mL de agua hirviendo; la mezcla se dejo reposar durante 30
minutos. Posteriormente, se filtr6 por gravedad para obtener el extracto libre de
material vegetal (ALI). Este proceso se escald a 50 g por extraccion y se repitid

cuantas veces fue necesario hasta extraer un 1.5 kilogramos de material vegetal.

Posteriormente, la infusiébn se sometié a un fraccionamiento primario por
particiones sucesivas con disolventes de distinta polaridad [diclorometano (DCM),
acetato de etilo (AcOEt) y n-Butanol]. Las fases organicas y la acuosa residual

obtenidas se concentraron a sequedad y se pesaron los residuos.
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4.3. Fraccionamiento, aislamiento y caracterizacion de la Estafiatina (10).

Para el estudio fitoquimico de la fraccion diclorometanica (ALI-1) se realiz
un fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta (CCA)
siguiendo las técnicas convencionales, en una columna de vidrio empacada con
180.158 g de gel de silice Merck 60, granulo de 0.2-0.5 mm, malla 3.5 a 7.0 ASTM
y utilizando 6.7743 g de ALI-1. La columna fue eluida con diferentes mezclas de
disolventes desde Hexano-DCM [(1-0)—(0-1)] y DCM-MeOH [(1-0)—(0-1)].

Para efectuar la cromatografia en capa fina (CCF) de la fraccion ALI 1-VIII
se utilizaron placas de vidrio y aluminio recubiertas de gel de silice (Silica gel 60
GF254, Merck), utilizando varios sistemas de elucion y sulfato cérico como agente

cromdgeno.

Para la identificacion del compuesto aislado se envié una muestra al
Instituto de Quimica. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de proton
(RMN-'H) y de carbono (RMN-3C) se realizaron en un equipo Varian Inova 500
utilizando cloroformo deuterado (CDCI3) como disolvente y tetrametilsilano (TMS)

como referencia interna.

ALl

1) Particion liquido-liquido

DCM AcOEt n- Butanol Acuoso residual
Al 1-1 ALI-2 ALI-3 ALI-4

1) CCA

Fase estacionaria: 180.158g de silica gel 60.

Punto de aplicacion: 6.7743g de ALI-1.

e v v D v v e 0] x| [ an [xav x| v | [ xwal

1) Placa preparativa de silica gel 60 (20 x 20 cm).
Punto de aplicacion: 40.3mg fraccion-VIIl.
2) RMN (*Hy C).

Diagrama 1. Fraccionamiento de ALl y
ubicacién de la fraccion en donde se
obtuvo la Estafiatina.

(o]
Estafiatina
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4.4. Ensayos biolégicos

4.4.1. Evaluacion del efecto anti- H. pylori in vitro del extracto acuoso

integro, fracciones y producto puro.

4.4.1.1. Condiciones de cultivo y crecimiento de H. pylori.

Se utiliz6 la cepa de coleccién de H. pylori ATCC 43504. La bacteria se
cultivd en cajas Petri con una base de agar Casman suplementado con 5% de
sangre de carnero desfibrinado y 10 mg/L de vancomicina a 37°C bajo condiciones
microaerofilicas (10% de CO, y 5% O,). Después de 24 horas de incubacién en la
atmosfera microaerofilica descrita, el cultivo se observa como un tapete
translucido, el cual se colecta en medio de cosecha y se guarda a -80°C hasta su
utilizacion. Las cepas se identificaron mediante su morfologia en una tincién de

Gram y por pruebas bioquimicas.

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento y cosecha fueron los

siguientes:

= Placas para cultivo. Se resuspenden 42 g/L de agar Casman en agua
destilada. Se esteriliza a 121°C por 20 min en la autoclave, se deja enfriar y
se agregan 4 antibidticos: vancomicina 10 mg/L, anfotericina 2 mg/L,

polimixina B 2.5 mg/L, trimetoprima 5 mg/L y sangre de carnero al 5%.

= Medio de cosecha. Se resuspende 28 g/L de caldo Brucella (DIFCO) en
agua bidestilada, se le adiciona glicerol al 10% y se esteriliza a 121°C
durante 20 min, se deja enfriar y se agrega 10% de suero fetal bovino

esteéril y vancomicina 10 mg/L.

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

enfriar y se agrega vancomicina 10 mg/L.
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4.4.2. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

La evaluacién del extracto acuoso integro, fracciones y el producto puro se
realizd en caldo de cultivo de acuerdo a las recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). El medio de cultivo utilizado contenia caldo
Mueller-Hinton (DIFCO) en agua destilada y B-ciclodextrina al 0.2%, se esteriliza a
121°C por 20 min, se deja enfriar y se agregan los siguientes antibioticos:
vancomicina 10 mg/L (evita el crecimiento de bacterias Gram positivas),
anfotericina 2 mg/L (evita el crecimiento de hongos), polimixina B 2.5 mg/L (evita
el crecimiento de otras bacterias Gram negativas) y trimetoprima 5 mg/L (evita el
crecimiento de bacterias Gram positivas).

El extracto, fracciones y la estafiatina se disolvieron en DMSO para obtener
concentraciones finales de 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81 ug/mL. De éstas
diluciones, 10 pL fueron adicionados a 1.5 mL de cultivo conteniendo ~10’
UFC/mL de H. pylori que se encontraba en la fase logaritmica de su crecimiento.
La absorbencia de cultivo fue determinada al inicio y después de 24 horas de
incubacion en agitacién (150 rpm) a 37°C bajo condiciones microaerofilicas. La
diferencia en la absorbencia fue utilizada para calcular el porcentaje de inhibicién
del crecimiento de la bacteria en presencia de la muestra experimental con
respecto a un control que crecié solo con DMSO (10 uL, que no tienen efecto
sobre el crecimiento de la bacteria). Todos los experimentos se realizaron por
triplicado. Amoxicilina y metronidazol fueron usados como antibiéticos de

referencia para dar validez a los resultados.
La CMI se obtiene de la siguiente manera:

- Calculo del cambio de absorbencia (AAsyw) de cada cultivo tanto de

controles como de los experimentales.
AAgoo= At - Aj

A= Absorbencia final del cultivo bacteriano
A;= Absorbencia inicial del cultivo bacteriano
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- Obtencién del crecimiento bacteriano (%C), utilizando el valor promedio de
los controles (X Ac) y de los experimentales (X Ae¢), mediante la siguiente

formula.
%crecimiento= (XAe X 100)/ X Ac
% de inhibiciéon= %crecimiento del cultivo bacteriano - 100

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

NOTA 1. Los medios se dejaron enfriar (~50°C) antes de agregar los antibiéticos y la sangre, para evitar la

desnaturalizaciéonn de los primeros y la coagulacion de la sangre.

NOTA 2. La anfotericina se disuelve en DMSO, mientras que los otros tres antibiéticos se disuelven en agua

destilada estéril.

4.4.3. Animales de experimentacion

Los ensayos se realizaron utilizando ratones macho de la cepa CD-1 con
pesos entre 20-25 g para los ensayos de toxicidad aguda y 40-45 g para los
ensayos de actividad gastroprotectora adquiridos en el Bioterio de la Facultad de
Medicina, UNAM.

Todos los experimentos se realizaron conforme a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 que indica las especificaciones técnicas para la
reproduccién, cuidado y manipulacion de animales de experimentaciéon. De igual
forma, en concordancia con reglas internacionales sobre cuidado de los animales
de laboratorio (NIH, 1994).
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4.4.4. Determinacion de la toxicidad aguda de ALI mediante los criterios de

Lorke.

Para evaluar la toxicidad de tipo agudo del extracto acuoso integro se utilizo
la metodologia reportada por Lorke (1983). Esta constd de dos fases: en la
primera, ratones con 24 horas de ayuno y libre acceso a agua (ad libitum) fueron
observados durante 30 minutos previos a la administracion oral de tres dosis
distintas del extracto a evaluar (10, 100 y 1000 mg/kg). En la segunda fase del
estudio, las dosis seleccionadas fueron de acuerdo al numero de animales
muertos en la primera fase (criterios de Lorke) y se siguié el mismo procedimiento.
En ambas fases y una vez administrado el extracto acuoso, el comportamiento de
los animales fue registrado durante las primeras 8 horas y, posteriormente, a diario
por un periodo de 14 dias; para asi determinar alguin cambio en su patron
conductual, efectos toxicos o la muerte. De manera complementaria, tres animales
mas fueron administrados con el vehiculo (7 mL/kg) donde se suspendieron los
tratamientos de prueba como control negativo para cada fase. Al final de los

experimentos, los animales fueron sacrificados en una cadmara de CO..

4.4.5. Evaluacién de la actividad gastroprotectora de ALI.

La evaluacion del potencial gastroprotector de la especie objeto de estudio
se realiz6 utilizando el modelo de induccion de Ulceras géastricas con etanol
absoluto en ratones. Las Ulceras fueron inducidas de acuerdo a los protocolos

experimentales reportados en la literatura (Bucciarelli et al., 2007).

De manera general, ratones macho de la cepa CD1 fueron distribuidos en
grupos de ocho individuos cada uno. Los extractos de prueba (10-300 mg/kg), el
farmaco de referencia carbenoxolona (CAR) (50 mg/kg) y el vehiculo (VEH) donde
se suspendieron los tratamientos (1 mL/ratén) fueron administrados por via oral 1
hora antes de la administracién de etanol. (7 mL/kg, p.0). Una hora y media
después de la administracion del agente necrosante, los animales de

experimentacion se sacrificaron en una cdmara de CO,. Inmediatamente se
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realizd la diseccién del estdbmago, éste fue llenado con formaldehido al 2% y
posteriormente se colocd en un recipiente que contenia formaldehido a la misma
concentracion por espacio de 30 minutos; todo esto con el objetivo de lograr la
fijacion tanto de la capa interna como de la externa del 6rgano. A continuacion, el
estdmago se disecé a lo largo de su curvatura mayor, se lavd con solucion salina
isotonica (SSI) para eliminar el contenido estomacal y de coloc6é entre dos
laminillas de vidrio para poder escanearse. Para calcular el area de dafio en mm?
se utiliz6 el software ImageJ®. Para determinar el porcentaje de gastroproteccion,
en primer lugar se determiné el indice de ulcera (IU) el cual se expresa como la
sumatoria de longitud de todas las lesiones. Se calcul6 el IU promedio de cada
grupo. El porcentaje de inhibicién de Ulcera se determiné mediante la siguiente

férmula (Bucciarelli et al, 2007):

% Inhibicion= [(I Upromedio del grupo control'I Upromedio del grupo tratado)/I Upromedio del grupo control] x 100
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objetivo de corroborar e indagar los posibles efectos contra la
bacteria del extracto acuoso de dicha especie y con el antecedente precedido en

nuestro grupo de trabajo se hizo un andlisis mas a fondo de esta especie.

5.1. Analisis del extracto acuoso integro

5.1.1. Determinacién de la actividad anti- H. pylori del ALI y fracciones

primarias.

Como se mencion6 anteriormente, A. ludoviciana subsp. mexicana es una
especie medicinal de amplio uso en nuestro pais para el tratamiento de diversos
padecimientos del tracto gastrointestinal como dolores abdominales vy
estomacales, la diarrea, Ulceras pépticas entre otros (Argueta et al., 1994). Con el
objetivo de corroborar e indagar los posibles efectos anti- H. pylori de ALI y con el
antecedente de nuestro grupo de trabajo (Castillo-Juarez et al., 2009), se preparé
por infusién y se realizd la evaluacion de un extracto acuoso y sus fracciones
primarias. Estas Ultimas se obtuvieron mediante un proceso de particion liquido-

liquido con disolventes de polaridad creciente.

Se realizd un andlisis cromatografico preliminar para observar la
composicién metabdlica de dichas fracciones primarias (Fig. 12); en este andlisis
se pudo observar que el fraccionamiento primario de ALI fue satisfactorio; ya que
logré concentrar diferentes compuestos en cada una de las fracciones, al ir

modificando la polaridad.
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ALl

ALl-1 ALI-2 ALI-3 ALl-4 ALI ALI-1 ALl-2  ALI-3 ALl-4

Fig. 12. Perfil cromatofrafico de ALl y sus fracciones primarias (ALl 1-4), la placa cromatografica fue
observada a diferentes longitudes de onda (A), (A) A= 365 nm, (B) A= 256 nm y (C) revelada con sulfato cérico.
Placa cromatografica (20 X 10 cm) de silica gel 60 GF254, Merck. Sistema de elucion DCM/MeOH, 95:5.

En la Fig. 13 se muestra el efecto de ALl y sus fracciones primarias sobre el
crecimiento de H. pylori. Al 50% de inhibicién ALLI tiene la misma efectividad que el
antibiotico de referencia, metronidazol, pero ALI- 1 y 2, son mas potentes. ALI- 1
es indiscutiblemente el mas potente puesto que se obtiene el 100% de inhibicién a
una concentracion de entre 31.25 y 62.5 pg/mL. Por otra parte, ALI- 3 fue el
menos efectivo en inhibir el crecimiento de la bacteria (méxima inhibicion 33.31%)

y ALI- 4 no presentd inhibicion del crecimiento de la bacteria.
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Fig. 13. Efecto de ALl y sus fracciones primarias (ALl 1-4) sobre el crecimiento de H. pylori. La actividad se
determiné utilizando el método de microdilucion en cultivo liquido Mueller- Hinton, se adicionan 10 uL de las
muestras disueltos en DMSO a 1.5 mL de cultivo liquido de H. pylori en fase logaritmica (Aspo= 0.3) y
posteriormente se midi6 la Asqo inicial y se incubd por 24 h y se midié la Aeoo final, con los datos de A iniciales
y finales se calculd el % de Inhibicién. Se utiliz6 metronidazol como antibidtico de referencia. Todos los

ensayos se realizaron por triplicado. Se muestra de manera adicional la Desv. est. para cada punto graficado.

En el Cuadro 6, se muestran los valores de CMI del extracto acuoso ALl y
de sus fracciones primarias y se compara con los antibidticos de referencia
(metronidazol y amoxicilina). Si bien, ni el extracto ni las fracciones mejoraron la
actividad del antibiético de referencia amoxicilina (CMI= 0.05 pg/mL), ALI- 1y 2
mejoraron la actividad del metronidazol, lo que las hace una buena fuente para la
obtencion de compuestos utiles en el tratamiento y/o erradicacion de la bacteria y,
por lo tanto, coadyuvar en el tratamiento de Ulceras gastricas de origen bacteriano.
En el caso de las fracciones primarias ALI- 3 y 4, se determiné que las CMI’s eran

superiores a los 250 pug/mL.
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Cuadro 6. Efecto sobre el crecimiento de H. pylori del extracto acuoso y sus fracciones primarias, y
su comparacion con los antibiéticos de referencia.

Extracto Acuoso integro (ALI) - > 250
Fraccion de Diclorometano (ALI-1) 7.9 62.5
Fraccion de Acetato de Etilo (ALI-2) 8.5 125

Fraccion de n-Butanol (ALI-3) 214 > 250
Fraccion Acuoso Residual (ALI-4) 62.1 > 250

Amoxicilina 0.05
Metronidazol 300

En cuanto a los resultados obtenidos por Castillo-Juarez y colaboradores en
2009 de la CMI de esta especie (125 pg/mL) es necesario plantear ciertas
hipétesis acerca de la diferencia de CMI encontrada en este trabajo para la misma
especie (>250 pyg/mL), el extracto acuoso fue obtenido mediante decoccién y el
nuestro mediante infusion, la CMI del primer estudio fue obtenida mediante el
método de dilucion en placa de agar Mueller-Hinton (MH) y en este trabajo por el
método de microdilucion en cultivo liquido MH, el material vegetal se obtuvo en el
Mercado de Sonora (Distrito Federal) por lo que no se asegura que la época de la
colecta fuera la misma y eso influyera en la cantidad o presencia de metabolitos

en la planta.

5.1.2. Aislamiento biodirigido por la actividad anti- H. pylori del compuesto
Estafiatina.

Una vez identificadas las fracciones con mejor actividad antibacteriana, se
decidio continuar con el fraccionamiento secundario biodirigido de ALI- 1 en la
bldsqueda de los principios activos.
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El fraccionamiento secundario realizado por cromatografia en columna
abierta, usando gel de silice como fase estacionaria y distintas mezclas de
disolventes [Hex- AcoEtO- MeOH en distintas proporciones] generd un total de
206 fracciones que fueron reunidas en diecisiete grupos de fracciones secundarias
de acuerdo a su perfil cromatografico.

La evaluacion de su potencial antibacteriano permitié establecer que existen
varias fracciones secundarias que mejoran considerablemente la CMI de la
fraccion primaria ALI-1, con valores desde 7.81 y hasta 62.5 pug/mL; lo que indica
gue probablemente sean varios los metabolitos responsables de la actividad anti-

H. pylori de esta especie (Cuadro 7).

Cuadro 7. Reuniones obtenidas del fraccionamiento secundario de ALI- 1.

I 1-23 Hex 100% Hex-DCM 95:5 0.620 ND
Il 24-28 Hex-DCM 80:20 0.031 ND
1] 29-37 Hex-DCM 60:40 1.058 ND
v 38-57 Hex-DCM 60:40, 1:1 0.778 ND
\Y, 58-80 Hex-DCM 1:1, 3:7 0.437 ND
VI 81-96 Hex-DCM 3:7 0.155 ND
Vii 97-103 DCM 100% 0.610 7.81
VIiI 104-109 DCM 100% 1.636 15.62
IX 110-116 DCM 100% 1.013 7.81
X 117-124 DCM 100% 0.642 ND
Xl 125-130 DCM 100% 14.998 31.25
Xl 131-143 DCM 100%, DCM-MeOH 95:5 4.727 62.5
Xl 144-153 DCM-MeCOH 95:5 6.783 31.25
XV 154-158 DCM-MeOH 95:5, 9:1 2.422 15.62
XV 159-176 DCM-MeCH 9:1 2.901 ND
XVI 177-193 DCM-MeOH 9:1, 7:3 2.179 ND
XVII 194-206 DCM-MeCH 7:3 0.469 31.25

NOTA: El rendimiento obtenido es con respecto al punto de aplicacion en la columna (6.7743 g de ALI-1).
ND: no determinado por bajo rendimiento.

Del conjunto de fracciones ALI 1-VIII precipitaron de manera espontanea
110.8 mg de un sdlido cristalino (Fig. 14) que presentd un punto de fusion de 103-
104°C. Una muestra de este producto fue purificada por CCF (20 X 20 cm)

utilizando como sistema de elucion DCM puro.
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Fig. 14. Muestra del compuesto aislado (Estafiatina) de la fraccion secundaria VIII.

Parte de este compuesto fue evaluado para determinar su potencial anti- H. pylori
y la otra porcion fue utilizada para obtener el registro de sus espectros de RMN
(*H y C). El andlisis espectroscépico (RMN-'H y RMN-C), ademéas de su
comparaciéon con los datos reportados en la literatura especializada, permitieron
establecer la identidad de este producto como la Estafiatina (10), una lactona
sesquiterpénica de tipo guayandlida previamente reportada en esta especie
medicinal (Balderas-Lépez, 2006). En la Fig. 15 se muestran los espectros de
RMN *H y 3C correspondientes al compuesto aislado Estafiatina.

La evaluacion de la Estafiatina contra H. pylori, mostr6 una CMI de 15.62
pg/ml, lo cual nos indica que probablemente existan mas compuestos activos en la
fraccibn de origen. Es importante mencionar que, de acuerdo a nuestro
conocimiento, este es el primer reporte acerca de la actividad anti- H. pylori de la
estafiatina, sin embargo, varios metabolitos con este tipo de nucleo (lactona
sesquiterpénica) han sido identificados como antibacterianos (Konstantinopoulou
et al., 2003; Vega et al., 2009).
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Ejemplo del efecto antimicrobiano de estos compuestos es la
dehidroleucodina aislada de la especie Artemisia douglasiana que presentd una
CMI entre 1-8 pg/mL contra H. pylori (Vega et al., 2009). El compuesto
antipaludico artemisinina aislado de la especie Artemisia annua ha mostrado una
actividad muy fuerte contra el H. pylori y sirvi6 como modelo para la sintesis de
analogos de endoperoxido de lactonas sesquiterpénicas, sobresaliendo por su
potente actividad contra la bacteria un derivado denominado GRB-1, el cual
presentd un rango de CMI de 0.25-1.0 pg/mL (Goswami et al., 2012). En otro
estudio realizado por Konstantinopoulou y cols. en 2003 sobre la especie
Anthemis altissima perteneciente a la familia Asteraceae, estudiaron la actividad in
vitro de 5 lactonas sesquiterpénicas contra H. pylori (CMI entre 12.5 y 50 ug/mL)
asi como contra bacterias Gram positivas [Staphylococcus aureus (CMI de 50
Mg/mL), Bacillus cereus (CMI entre 12.5, 25 y 50 ug/mL) y Micrococcus flavus
(CMI de 50 ug/mL] y tres bacterias Gram negativas [Pseudomonas aeruginosa y
Proteus mirabilis (no presentaron actividad inhibitoria) y Escherichia coli (CMI de
50 pg/mL)]

Las lactonas sesquiterpenicas son un grupo grande y diverso de
compuestos biolégicamente activos, el mayor nimero de estas se derivan de la
familia Asteraceae, con mas de 3000 estructuras reportadas. Dichos metabolitos
suelen ser no téxicos (aunque algunas si lo son como la repina y helenalina) y con
sabor amargo. La gran diversidad de estructuras quimicas que presentan va
acompafiada de un amplio espectro de actividades biolégicas, dentro de ellas la
actividad antiinflamatoria mediada por la inhibicibn de la sintesis de
prostaglandina, la relajaciéon del musculo liso in vitro, algunos estudios sugieren
que la citotoxicidad esta mediada por la interaccién de la parte activa de la lactona
sesquiterpénica (doble enlace exociclico conjugado con el grupo carbonilo del
anillo lacténico) con las enzimas que tienen grupos sulfhidrilos en su estructura
inhibe la actividad de las enzimas y el metabolismo, e interacciones con el
glutation (GSH), y adicionalmente son potentes y especificos inhibidores de la
respuesta inflamatoria mediada por el factor de transcripcion NF-kB (Heinrich et

al., 1998). Estas propiedades podrian explicar el amplio uso de las especies
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medicinales que contienen estos compuestos para el tratamiento de molestias

inflamatorias y gastrointestinales.

5.2. Determinacion de la toxicidad aguda de ALI.

La investigacion de los efectos téxicos agudos es uno de los primeros
pasos importantes en el andlisis toxicolégico de especies vegetales de uso
medicinal, se deben evaluar En este caso, se eligié el protocolo de Lorke porque
quizas es uno de los métodos mas ampliamente utilizados debido a su facilidad
para implementarlo y a la cantidad minima de animales que se utilizan en ambas

etapas de las cuales consta (Lorke, 1983).

Los resultados de dicho estudio de toxicidad aguda mostraron que hasta la
dosis de 5000 mg/kg administrados por via intragastrica de ALI no provoco la
muerte de ningln animal de experimentaciéon (Cuadro 8), ni efectos toxicos
significativos comparados con el grupo testigo. En analisis macroscépico de
distintos 6rganos como el bazo, el higado y los riflones no mostraron cambios
significativos con respecto a los del grupo control ademas, no hubo diferencia
significativa en el peso de los animales en tratamiento con respecto a los que
fueron administrados solo con el vehiculo (datos no mostrados). Todo esto nos
permitié establecer que la DLsy es mayor a 5000 mg/kg mostrando, hasta cierto
punto, su seguridad segun nuestro modelo de estudio. Este paso fue muy
importante ya que permitio establecer la relativa seguridad de nuestro extracto y
nos permitid continuar con el estudio del efecto gastroprotector que involucra el

uso de animales.

Cuadro 8. Toxicidad aguda de extracto acuoso integro, mediante el modelo de Lorke.

I S S AT E

Extracto Dosis mg/Kg Dosis mg/Kg DLso

mg/Kg
Extracto Acuoso 10 100 1000 1600 2900 5000
Integro (ALI) >5000 mg/Kg
Animales
muertos 03 o3 0 0 o e
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Estos resultados concuerdan con lo reportado en la Tesis de Maestria de
Anaya-Eugenio a finales del 2011, quien mediante el mismo modelo determiné la
toxicidad aguda tanto de extractos organicos como del extracto acuoso de
Artemisia ludoviciana Nutt., obteniendo el mismo valor de DLsp, que el obtenido en

el presente trabajo, para el extracto acuoso de esta planta.

5.3. Determinacion de la actividad gastroprotectora de ALI.

Las Ulceras pépticas se desarrollan cuando existe un desbalance del
equilibrio normal de la mucosa géastrica causado ya sea por la agresion (exceso de
acido, pepsina y la presencia de H. pylori) o disminucién de la resistencia
gastroprotectora (mucina, prostaglandinas, bicarbonato, 6xido nitrico) (Navarrete
et al., 1996). La infeccidén por H. pylori y el uso de farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) son de los factores causales mas comunes en el desarrollo
de ulceras. Otros factores no menos importantes son el consumo de alcohol y el

hébito de fumar (Zapata-Colindres et al., 2006).

En este trabajo se determind el efecto de ALI en el modelo de ulceras
agudas inducidas con etanol absoluto en ratones. La administracion de dosis
crecientes de ALI (30-300 mg/kg) provocd la proteccion del tejido gastrico de
manera significativa (Fig. 16) y en forma dependiente de la dosis. Como farmaco
de referencia se utilizd6 carbenoxolona (CAR) a la dosis de 50 mg/kg. El andlisis
macroscopico de los estbmagos demuestra el potencial antiulcerogénico del

extracto acuoso.
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Fig. 16. Efecto gastroprotector del extracto acuoso de A. ludoviciana subsp. mexicana (ALI) en el modelo de
induccion de Ulceras agudas con etanol absoluto en ratones. (A) Cada barra representa la media de n=8
animales + E.E. Las diferencias estadisticamente significativas fueron determinadas mediante un andlisis
ANOVA seguida de una prueba de Dunnet. *P<0.05. (B) Muestras de tejido del grupo que recibié el vehiculo
(SSI), el farmaco de referencia (CAR) y la dosis mas alta evaluada de ALI 300 ug/mL (ALI 300).

En el caso de actividad anti- H. pylori y gastroproteccion, los resultados no
son extrafos, ya que se tienen reportes de varias especies de la familia Artemisia
que poseen propiedades gastroprotectoras e inhibidoras del crecimiento de H.
pylori. Se han evaluado distintos preparados de especies como A. asiatica, A.
annua, A. douglasiana, entre otras (Suck-Chei et al., 2006; Falcdo et al., 2008;
Penissi et al., 2009) y de ellas han logrado aislar distintos metabolitos secundarios
gue han mostrado ser los responsables de dichas actividades. Tal es el caso de la
dehidroleucodina, que ha mostrado ser el principal metabolito citoprotector de la
especie A. douglasiana ademas de inhibir el crecimiento de varios aislados

clinicos y cepas de referencia de H. pylori (Vega et al., 2009). Otros metabolitos de
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tipo lactona sesquiterpénicas han sido estudiados y mostraron tener un efecto
gastroprotector moderado, tal es el caso de la dihidro-epi-deoxiarteanuina B y la
desoxiartemisinina (Foglio et al., 2002). Sin embargo, esta es la primera vez que
se determina el potencial gastroprotector de el extracto acuoso de A. ludoviciana
subsp. mexicana.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo confirman que la flora medicinal de nuestro pais
representa una fuente importante para el descubrimiento de moléculas de
utilidad terapéutica, tal como la erradicacion de Helicobacter pylori y las

enfermedades relacionadas con su presencia en el ser humano.

Este es el primer trabajo en el cual se fracciona el extracto acuoso integro de

A. ludoviciana subsp. mexicana de manera biodirigida por la actividad anti-H.

pylori.

. Se estudio el potencial anti-H. pylori de la infusion (ALI) de A. ludoviciana
subsp. mexicana y sus fracciones primarias. ALl y las fracciones ALI-1 y ALI-2
mostraron buen efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano en relacion a los

antibioticos de referencia metronidazol y amoxicilina.

El fraccionamiento biodirigido por la actividad antibacteriana permitié el
aislamiento de una lactona sesquiterpénica conocida como estafiatina (CMI=
15.62 pg/mL) a partir de ALI-1. De acuerdo a nuestro conocimiento, este

representa el primer reporte que se tiene de su actividad contra esta bacteria.

. Se evallo, de manera preliminar, su posible actividad gastroprotectora en
animales de laboratorio, obteniendo que el extracto acuoso de la planta posee
buena actividad antiulcerosa, 77% de gastroproteccion a la dosis de 300

mg/kg; asi como un comportamiento dosis-dependiente.

. Se estudiaron los efectos toxicos agudos utilizando el modelo de Lorke (1983),
mostrando que la DLsg es >5000 mg/kg, indicando que esta especie no es
toxica bajo nuestro modelo de estudio, mostrando asi su consistencia con la
literatura en la cual no existen reportes de toxicidad por el uso que se le da a la

planta.
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7. Finalmente, se presenta a A. ludoviciana subsp. mexicana como una planta
con potencial para el tratamiento integral de la gastritis bacteriana y no

bacteriana.

8. Asimismo se valida de manera parcial el uso etnofarmacolégico que se le da a
la especie, debido a que el uso popular de ésta es en preparaciones acuosas
(especificamente infusién) para tratar enfermedades gastrointestinales y el
empleo de esta planta como parte del tratamiento de estas patologias podria

disminuir la presencia de la bacteria en zonas rurales.
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7. PERSPECTIVAS

Determinar la actividad bacteriostética o bactericida del compuesto aislado

estafiatina, y la concentracion a la cual presenta dicha actividad.

Realizar el analisis de las diferentes fracciones organicas obtenidas en el
fraccionamiento primario de ALI, para saber si existen otros compuestos a
los cuales se les puedan atribuir las propiedades tanto antibacteriana como
gastroprotectora de esta especie medicinal.

Determinar si la actividad anti H. pylori se mantiene con aislados clinicos.

Determinar si se mantiene el efecto del extracto, fracciones y compuestos

aislados en un modelo in vivo de infeccién con H: pylori.

Considerando que los ensayos realizados fueron a nivel agudo (in vitro e in
vivo), es necesario continuar con un analisis mas profundo realizando los

modelos de toxicidad y gastroproteccion a nivel subcronico o crénico.
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