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[ RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, que esta presente en mas
del 50% de la poblacion mundial, es considerada como el principal agente etiol6gico
de la gastritis crénica y de la Ulcera péptica. También se le asocia con la patogenia del
cancer gastrico y del linfoma géastrico tipo MALT.

En la actualidad el tratamiento de eleccion para combatir la infeccion es la
terapia triple, la cual consiste en la administracion de dos antibiéticos mas un inhibidor
de la bomba de protones. Dicha terapia tiene una efectividad aproximada del 80%, sin
embargo, existen diversos problemas respecto al tratamiento, tales como la resistencia
del microorganismo a los antibiéticos usados, su alto costo, la complejidad y duracién
de la terapia, entre otros. Por estas razones se ha buscado en las plantas medicinales

nuevas alternativas de tratamiento.

Cuphea aequipetala Cav. (Lythraceae) es una planta nativa de México
conocida popularmente como “hierba del cancer” y es utilizada para tratar diversos
padecimientos de tipo digestivo como diarreas, disenteria, dolor, ardor o infecciones
del estébmago; también es apreciada para tratar casos de cancer o diversas
neoplasias. Estudios recientes de dos de sus extractos (acuoso y metandlico) sobre el
crecimiento de H. pylori, demostraron actividad inhibitoria significativa (Castillo-Juérez
et al., 2009).

Considerando estos antecedentes, en el presente trabajo de tesis se reporta el
fraccionamiento del extracto acuoso integro (CAl), la evaluacion de la actividad anti-H.
pylori por el método de dilucion en cultivo liquido, la actividad inhibitoria sobre la
enzima ureasa usando el método colorimetrico de Weatherburn y el efecto
antiinflamatorio del extracto acuoso integro y sus fracciones primarias empleando el
modelo del edema auricular agudo inducido por la aplicacion tépica de 13-acetato del-
12-O-tetradecanoil-forbol y xilol. Finalmente, se reporta el potencial toxico del extracto

acuoso evaluado mediante la prueba de Lorke.

A partir de CAI se obtuvieron cuatro fracciones primarias (CA1, CA2, CA3 y
CA4). Los resultados muestran que los extractos con mejor actividad anti-H. pylori fue
CAl y CAl (CMI=125 y 15.2 pg/ml) y fueron comparados con dos farmacos de
referencia metronidazol y amoxicilina (CMI 300 y 0.01 ug/ml). En el caso de la enzima

ureasa esta fue inhibida en mayor proporcion por la fraccion CA3 ya que a una
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concentracion de 125 ug/ml inhibié al 100% la accién de la ureasa. Por otro lado el
efecto antiinflamatorio empleando xilol, la fraccion CA4 mostro la mejor actividad
administrada por via tépica a una dosis de 0.5 mg/Kg (70.34% de inhibicién), por otro
lado, con 13-acetato del-12-O-tetradecanoil-forbol la fracciébn con mejor efecto fue CA3
via topica con una dosis de 0.5 mg/Kg (47.49% de inhibiciéon). Como ultimo punto,
mediante el método de Lorke se obtuvo un DLs;>5000 mg/kg. Concluyendo, las
fracciones menos polares presentaron mejor actividad anti-H. pylori y las extraidas
con disolventes mas polares presentaron una mejor actividad antiinflamatoria como
CA4 y en contra de la enzima ureasa como CA3, CAI no presenta ningun efecto toxico

bajo el modelo de Lorke.
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Il INTRODUCCION

3.1.1. Antecedentes histdricos sobre Helicobacter pylori

De acuerdo con algunas investigaciones se cree que Helicobacter pylori (Figura
1) pudo haber estado presente desde las primeras civilizaciones africanas (Vakil et al.,
2007), causando su migracion junto al desplazamiento humano hace
aproximadamente 58.000 afios (Linz et al., 2007).

Figura 1. A) H. pylori (tomada de

http://curiosidadesdelamicrobiologia.blogspot.mx/2008 _07_01_archive.html. consultada el 1 de
Marzo del 2013). B) aspecto de H. pylori cuando se observa por microscopia electrénica
(tomada de http://www.helicobacterspain.com/imagenes/..%5Cimagenes%5Cpyloribn.htm,
consultada el 1 de Marzo del 2013).

De este hecho, dan cuenta varios estudios, por ejemplo: utilizando la técnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se encontr6 en una poblacion nativa de
la region amazonica, cepas de H. pylori con genotipos del este de Asia; en cambio,
estos genotipos no estuvieron presentes en otra poblacion mestiza de Brasil. Con esto
se puede suponer que el microorganismo estuvo presente en los colonizadores
americanos que migraron de Asia aproximadamente once mil afios atrds (Ghose et al.,
2002; Pamo, 2003; Falush et al., 2003).

Esta bacteria fue ignorada durante muchos afios hasta que, en 1893, Bizzozero
(Figura 2A) encuentra en estdbmagos de perros y gatos un microorganismo que
describe como un espirilo (Figura 2B) (Bizzozero, 1893). De manera similar, Balfour en
1906 observé microorganismos en forma de espiroquetas en muestras de Ulceras

gastricas en perros y monos (Balfour, 1906).
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Figura 2. A) Giulio Bizzozero (1846-1901) (Tomado de Lazarte, 2009). B) Detalle de un dibujo
de Bizzozero, mostrando espirilos libres en el lumen de las glandulas géastricas caninas y

recogidas en vacuolas (Tomado de Bizzozero, 1893).

Casi 90 afos mas tarde, para ser exacto en 1983, dos investigadores de
Australia, Barry Marshall y Robin Warren, lograron aislar y cultivar una bacteria espiral
presente en la mucosa gastrica de pacientes con gastritis crénica y/o Ulcera péptica.
De acuerdo a su parecido morfolégico (forma curva) y otras caracteristicas con
bacterias del género Campylobacter (crecimiento en medio rico y sensible a
metronidazol), esta bacteria recibié el nombre de Campylobacter pyloridis. En 1987 de
acuerdo a un estudio microbiol6gico donde se detectaron algunas diferencias con el
género Campylobacter (presencia de 2 a 6 flagelos, carencia de filamentos axiales,
microaerofilia y la presencia de algunas similitudes con el género Vibrio) se modifico el

nombre a Campylobacter pylori (Warren et al., 1983).

Posterior a estas pruebas, Marshall y Skirrow observaron que el porcentaje de
G+C del ADN de la bacteria era del 34%, similar al género Campylobacter; pero
mediante estudios mas especificos demostraron diferencias en la composicién de
acidos grasos, la secuencia de rARN, la falta de una quinona y la produccion de
ureasa. Por estos descubrimientos, en 1989, Goodwin incluyé a esta bacteria en un
nuevo género: el género Helicobacter (helix helicoidal y bacter bacteria), para obtener

su hombre actual Helicobacter pylori (Dewhirst et al., 2000).

Por el descubrimiento de H. pylori y su relacion con la ulcera gastrica y la
gastritis, Robin Warren y Barry Marshall (Figura 3), en el 2005 fueron galardonados

con el premio Nobel de medicina.
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Figura 3. Robin Warren y Barry Marshall (tomada de;

http://lwww.br.de/fernsehen/bayerischesfernsehen/sendungen/gesundheit/themenuebersicht/me
dizin/magen-helicobacter-pylori-magengeschwuer magenkrebs100.html, consultada el 1 de
Marzo del 2013)

3.1.2. Taxonomia

Como se menciond anteriormente, la bacteria en un principio se incluy6 dentro del
género Campylobacter por algunas caracteristicas distintivas (Pearson et al., 1984,
Romaniuk et al., 1987; Goodwin et al., 1989). Sin embargo, desde 1893 se ha

nombrado de maneras diferentes (Dubreui et al., 2002):

Campylobacter like organism, CLO

Campylobacter pyloridis

Campylobacter pyloric

Campylobacter pylori

Helicobacter pylori

Actualmente el género Helicobacter se compone de 38 especies (Tabla 1)
(Fernandez, 2012) de las cuales algunas de ellas ocupan de hospedero natural al
humano, como son H. heilmannii, H. pullorum, H. rappini, H. fennelliae, H. cinaedi que
causan enfermedades diferentes a las relacionadas con H. pylori como son

hepatocarcinomas, proctitis, hepatitis, colitis y necrosis hepatica (Fox et al., 1997).

Las especies de Helicobacter se subdividen en dos grupos: Las especies que
tienen la capacidad de colonizar el estémago (Solnick y Schauer, 2001) y las especies
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enterohepéticas que pueden colonizar la parte baja del tracto gastrointestinal (intestino

o higado) incluyendo colon e ileon, asociandose con inflamacion crénica e

hiperproliferacion de células epiteliales (Kuster et al., 2006).

Especie

Hospedero

Lugar de la infeccién

H. pylori

Humano

H. nemestrinae

Macaco, huron

H. bizzozeronii

Perro, humano

H. heilmani Mamiferos
H. felis Gato, perro
H. mustelae Macaco, hurén
H. salomonis Perro, gato Estémago
H. acinonychis Leopardo
H. suis Cerdos
H. aurati Hamster sirio
H. cetoreum Cerdo, hurén
H. bovis Bovinos
H. cyanogastricus Perros
H. rappini Mamiferos
H. hepaticus Ratén
H. bilis Raton, perro, humano
H. muridarum Raton
H. rodentum Raton, rata Intestino, higado
H. canis Perro
H. fennelliae Humano
H. pollorum Pollo
H. pemetensis Aves
H. cinaedi Humano
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Tabla 1. Especies patdgenas del género Helicobacter (Continuacion).

Especie

Hospedero

Lugar de la infeccion

H. canadensis

Humano, pollo

H. cholecystus Hamster
H. trogontum Rata
H. westmeadii Humano
H. winghamensis Humano
H. anseris Ganso
H. brantae Ganso
H. equorum Caballo Intestino, higado
H. ganmani Ratén
H. mastomyrnus Mamiferos
H. mormotae Mamiferos

H. mesocricetorum Hamster sirio

H. magdeburgensis Ratén
H. suncus Mamifero
H. typhlonicus Ratén

(Tomada y modificada de Fernandez, 2012)

3.1.3. Caracteristicas generales de H. pylori

H. pylori es miembro de un grupo de bacterias adaptadas para vivir en la
mucosa gastrica de humanos, para lo cual tiene caracteristicas especificas incluidas
su morfologia y metabolismo. Es una bacteria Gram-negativa, polimorfica, por ejemplo
puede presentar forma de espiral (en condiciones 6ptimas de crecimiento) y forma
cocoide cuando no hay condiciones Optimas; esté relacionada con algunas patologias
gastricas (gastritis y ulceras gastricas). Dicha bacteria adquirié un gran interés ya que
mas del 50% de la poblacion mundial esta infectada con este microorganismo
(Windsor et al., 2000; Vale y Vitor, 2010).
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Actualmente ha tomado un papel muy importante en el ambito cientifico debido
a sus caracteristicas patogénicas involucradas en diversas enfermedades
gastroduodenales. Se conoce que la bacteria juega un papel muy importante en la
gastritis crénica, la Ulcera péptica, el linfoma del tejido linfoide asociado a las mucosas
(linfoma géstrico tipo MALT por sus siglas en inglés) y el adenocarcinoma gastrico. La
OMS, en 1994, incluy6 a H. pylori como agente carcinogénico de clase 1 (IARC, 1994;
Jafri et al., 2008).

H. pylori mide entre 2.5-5 ym de largo y 0.5-1 ym de ancho, tiene de 2 a 6
flagelos unipolares de aproximadamente 2.5 ym de largo los cuales ayudan a su
movilidad en soluciones viscosas tales como la capa del moco que cubre las células
epiteliales gastricas (Jones et al., 1985; Kusters et al., 2006), no presenta esporas y
cuenta con un glicocalix distintivo que mide alrededor de 40 nm de espesor. La pared
celular posee un numero variable de proteinas de membrana de igual forma presenta
lipopolisacaridos (Soltensz et al.,, 1992). Es una bacteria exigente, solo crece en
medios so6lidos suplementados con 7 a 10% de sangre de carnero o caballo o medios
suplementados con suero, hemina y almidon; ademas crece en una atmoésfera
microaerofilica (10% de CO,), su temperatura éptima de crecimiento es de 37°C y
requiere de 2 a 7 dias de incubacién. En medios sélidos presenta colonias pequefias,
convexas, lisas, translucidas y humedas como “gotitas de rocio” con un tamano

aproximado de 1-2 mm de diametro.

No presenta crecimiento con la adicién de 4cidos biliares, produce enzimas que
ayudan a su identificacién bioquimica como son: ureasa, catalasa y oxidasa. Ademas,
presenta resistencia al acido nalidixico (Goodwin et al., 1993). Es fermentador de la D-
glucosa, posee enzimas activas caracteristicas del ciclo de la urea y puede
metabolizar algunos aminoacidos por fermentacibn muy similar a las bacterias

anaerobias (Torres et al., 2002).

En cortes histologicos de estbmago humano la bacteria presenta una forma
bacilar la cual es muy Uutil para colonizar la capa del moco que cubre el epitelio gastrico
especificamente en el piloro y antro donde esta expuesta a gradientes de pH en un
intervalo de 2 a 7 (Kusters et al., 2006). Puede sobrevivir a pH acidos debido a que
puede sintetizar a la enzima ureasa la cual cataliza la hidrélisis de la urea formando
amonio y dioxido de carbono, el amonio forma un ambiente neutro adecuado para la

bacteria.
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3.1.4. Epidemiologia y transmisién
Epidemiologia

La infeccion por esta bacteria es un problema a nivel mundial, mas del 50% de
la poblacién mundial esta infectada. En los paises desarrollados la prevalencia es
menor al 40%, mientras que en aquellos en vias de desarrollo, la infeccion se estima
en valores cercanos al 80% (Vale y Vitor, 2010). La infeccion se adquiere a temprana
edad, algunos datos de paises en vias de desarrollo indican que a los cinco afios mas
del 20% de los nifios estan infectados (pudiendo incrementarse hasta un 30-40% en
los grupos de bajo nivel socioeconémico) y a los 20 afios cerca del 80% (Torres et al.,
2002). Esto contrasta con los paises desarrollados, del 5 al 10% de los nifios estan
infectados antes de los 10 afios de edad, por nombrar un ejemplo en Estados Unidos,
la incidencia anual de infeccion es del 0.5% al 1% en nifilos menores de 10 afios
(Roosendaal, 1997; Everhart et al., 2000; Mitchell, 2001) y la tasa de adquisicién de

nuevas infecciones entre adultos es baja (<1% por afio) (Doodley et al., 1989).

En México, en un estudio realizado en 1998 se determiné la presencia de este
microorganismo en 11,605 sueros representativos de la poblacion y se establecio que
el 66% presentd la infeccién. La distribucion de la prevalencia por grupos de edad
observada fue la siguiente: 25% en el grupo de 1-4 afios, 43% en el de 5-9 afios, 55%
en el de 10-14 afios y 65% en el grupo de 65 afios y mayores; mas del 80% de los

adultos estaban infectados a los 25 afios de edad (Torres et al., 2000).

Se relaciona la frecuencia de la bacteria con el 85 al 90% de las Ulceras
pépticas y mas del 90%, con el cancer gastrico y se sefiala al adenocarcinoma gastrico
como la neoplasia mas frecuente del aparato digestivo con tasas de letalidad muy altas
en algunos estados de la Republica (Torres et al, 2005). En estudios realizados en
2008 en México sobre la incidencia y mortalidad en este afio era de 7,859 (6.2% de la
poblacién) y 6,751 (8.7% de la poblacion) respectivamente. A nivel mundial en el

mismo afio se observaron 998,602 nuevos casos y 737,419 defunciones (IARC, 2008).

Dos estudios reportan que la reinfecciébn en México después de erradicar a la
bacteria es del 3.2% anual aproximadamente (Leal-Herrera et al., 2003; Soto et al.,
2003) debido a la falta de cuidado y a la exposicion a los multiples factores de infeccién

después de erradicar al bacilo (Pérez-Pérez et al., 2004).
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Transmision

La ruta exacta de transmisién no esta bien definida, el contacto directo de
persona a persona es la forma mas probable de adquirir al microorganismo. Esta
forma de transmision se puede dividir en dos categorias principales: transmision
vertical y horizontal. La primera consiste en la diseminacion de la infeccion de los
integrantes mayores a los menores dentro de la misma familia mientras que la
horizontal involucra el contacto con personas externas al nucleo familiar sin excluir al
factor ambiental (Vale y Vitor, 2010). Se ha observado que la prevalencia de la
infeccidn por la bacteria se encuentra incrementada en los miembros de las familias
con nifios infectados, comparada con miembros de familias de nifios no infectados,
esto nos indica que una de las fuentes de transmision mas estudiada es el contacto
directo (Mitchell et al., 1996). Por ejemplo, el riesgo de infeccibn de un nifio es
aproximadamente ocho veces mayor cuando la madre estd infectada y cuatro veces si

el padre esté infectado (Rothenbachern et al., 2002).

Se han propuesto varias rutas para la transmisién del bacilo, entre ellas se

incluyen las rutas gastro-oral, oral-oral y fecal-oral.

Via oral-oral. Dado que la flora intestinal puede alcanzar y colonizar la boca después
del vomito o la regurgitacién, se ha postulado que la saliva podria ser un fuente de
transmision de H. pylori. Estudios han reportado la amplificacién de ADN de la bacteria
a partir de la saliva y la placa dental, mientras que de la misma fuente se ha logrado
cultivar a la bacteria (Li et al., 1996; Leung et al., 1999; Vale y Vitor, 2010).

Via fecal-oral. El bacilo es removido de la mucosa géstrica y eliminado por el intestino
sobreviviendo en las heces y contaminando el ambiente. Estudios en aguas de rios y
lagos han propuesto que es la principal fuente de infeccion por contaminacion de las
heces. Se ha podido identificar en heces de nifios y de pacientes adultos infectados
(Thomas et al., 1992; Torres et al., 2002). Aunque los intentos por cultivar a H. pylori
de heces fecales han tenido poco éxito debido a que la forma cocoide (no viable) es la
gue predomina en estas muestras, varios investigadores han detectado ADN de la
bacteria. Algunos experimentos en animales demuestran también que esta via de

transmision puede ser considerada (Vale y Vitor, 2010).

Gastro-oral. La presencia de este agente patégeno en el jugo gastrico en mas del
58% de pacientes infectados plantea la posibilidad de que el reflujo puede representar
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una forma de transmisién del organismo incluyendo la regurgitacibn de material
géastrico y el vomito; ambos son comunes en la nifiez y pueden favorecer la
transmision (Mitchell et al., 1996). Parsonnet, logré aislar a este microorganismo en el
100% de las muestras que estudio a partir de adultos a quienes se les indujo el vomito
y, de las muestras del aire tomadas cerca de estos sujetos durante el vémito, se
recuperdé al microorganismo en el 37.5% de los casos. Es poco frecuente la
transmision por medio de los tubos de endoscopia 0 sondas contaminadas que han
estado en contacto con vOomito o contenido gastrico de pacientes infectados
(Parsonnet et al., 1997).

3.1.5. Factores de patogenicidad y virulencia.
Factores involucrados en la colonizacion y prevalencia

Para colonizar el tracto gastrointestinal H. pylori tiene que prevalecer en el
ambiente del estbmago y sobrevivir en el medio acido. Para ello, necesita diversos
mecanismos de patogenicidad y virulencia. Un factor de virulencia se puede definir
como todo aquel mecanismo que le permite a la bacteria colonizar, en este caso a la

mucosa gastrica y evadir la respuesta inmune del huésped (Arévalo et al., 2009).

La bacteria posee mecanismos que le permiten sobrevivir en el ambiente acido

del lumen hasta alcanzar el epitelio gastrico (Malaty et al., 2000).
Flagelos y forma de la bacteria

La motilidad de H. pylori en un factor importante para la penetracion a través de
la capa de mucina para llegar a las células del epitelio gastrico. La bacteria posee
flagelos unipolares que consisten principalmente de flagelina (FlaA y FlaB). Con la
ayuda de sus flagelos y su forma helicoidal se puede desplazar a través de la capa de
moco que cubre y protege a las células epiteliales de la mucosa gastrica. Los
movimientos de la bacteria hacia la mucosa del estbmago van determinados por

factores quimiotacticos (urea y iones de bicarbonato) (Montecucco et al., 2001).
Ureasa

La bacteria produce una enzima para mantener un microambiente neutro
alrededor de ella durante su estancia en el estbmago: la ureasa. Esta enzima se ha
considerado como un factor de virulencia de gran importancia (Del Giudice, 2001).

Consiste de dos subunidades, UreA y UreB (de 27 y 60 KDa respectivamente),
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ensambladas en una estructura terciaria formada por seis monémeros de UreA y seis
de UreB. La enzima cataliza la hidrolisis de urea formando NH; y CO, (Figura 4). El
amonio forma un ambiente envolvente que neutraliza el &cido del citosol y periplasma
y crea una capa neutra rodeando la superficie bacteriana (Montecucco et al., 2001). Es
una proteina muy abundante en la bacteria (5% a 10% del contenido de proteinas)

esto la hace un poderoso inmunégeno.

La ureasa puede estar localizada dentro del citoplasma como en la superficie
de la bacteria, su localizacion se puede asociar a las multiples funciones de la enzima
como factor de adhesion, la activacion de los fagocitos para producir citocinas pro-
inflamatorias y puede inducir efectos toxicos en las células epiteliales.

La hidrélisis de la urea tiene efectos en las células de la mucosa gastrica que
pueden llevar a la formacion de Ulceras, este dafio puede estar ligado a la habilidad
del amonio para inducir la formacién de vacuolas en el citoplasma de células in vitro
(Dunn et al., 1997). De igual manera, al amonio producido se le atribuye que puede
proteger a la bacteria del sistema inmune del hospedero por inactivaciéon de la
cascada del complemento (Del Giudice et al., 2001). Sin embargo, concentraciones
altas de este producto pueden también contribuir a la lisis de células epiteliales y

favorecer ulceraciéon (Futagami, 1998).

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

2NH; +2H,0 < 2NH, + 20H"

Figura 4. Hidrdlisis de la urea: la enzima ureasa transforma la urea en amonio y diéxido de
carbono (Tomado de Mobley et al., 2001).

La ureasa es esencial para la colonizacion de la mucosa géstrica. En algunas
pruebas empleando cepas de H. pylori carentes de este enzima se observo que no
pueden colonizar el estémago humano, ademas de que la inmunizacién oral con la
enzima administrada junto con adyuvantes, en pruebas de vacunacion para prevenir la
infeccidén con H. pylori o H. felis en ratones, ha mostrado una proteccién significativa.
Ambos hechos son prueba que la ureasa es un factor importante en el inicio de la
infeccion (Eaton, 1991; Del Giudice et al., 2001).
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Las proteinas de Choque Térmico (Hps) actian como acompafantes de la

ureasa aumentando su actividad (Dunn et al., 1997).
Adhesinas

Son proteinas que permiten la adhesion de la bacteria al epitelio géastrico.
Cuando el bacilo ha penetrado la capa de moco del estbmago se adhiere a las células
gastricas epiteliales mediante adhesinas especificas. Se han identificado cerca de 20
adhesinas en este microorganismo, aun cuando no se ha podido establecer cuéles
son de importancia para los procesos de adhesion in vivo. Durante la adherencia, la
bacteria se ubica en las uniones intercelulares de las células del epitelio gastrico
(Noach et al., 1994).

En el caso de esta bacteria, se han identificado factores de adherencia en
cepas virulentas que facilitan la unién del microorganismo a los antigenos de Lewis b
(Le®) presentes en las células del epitelio gastrico. BabA (antigeno de tipo sanguineo
ligado a adhesina), es un factor de adherencia expresado en algunas cepas de H.
pylori, esta adhesina es codificada por el gen babA2. Su adherencia no sélo favorece
la colonizacién de la mucosa gastrica sino también participa en el desarrollo de

algunas enfermedades (Guruge et al., 1998).

Este gen existe en tres formas alélicas (babAl, babA2 y babB). El gen babA2
es el Unico activo permitiendo la adhesion a las células del huésped, estad asociado
con Ulceras gastricas o cancer gastrico (Gerhard et al., 1999) y parece guardar una
fuerte correlacion con otros factores de patogenicidad y virulencia como VacA sl
(citotoxina vacuolizante) y CagA + (proteina asociada al gen cag A) y a su vez, en
casos de Ulcera péptica, cancer gastrico y adenocarcinoma (Torres et al., 2002; Yu et
al., 2002).

Citotoxina Vacuolizante A (VacA)

Dentro de los factores que estan involucrados en la inflamacién y dafio al
epitelio gastrico se puede destacar a la citotoxina vacuolizante (VacA) descrita por
Leunk (1991). Esta toxina induce la formacion de vacuolas en el epitelio gastrico
produciendo la degradacion de la mucosa del estdbmago. Tiene una estructura
hexamérica o heptamérica, es activada por exposicion al &cido y es resistente en

ambientes del mismo tipo. Es codificada por el gen VacA que esta presente en todas
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las cepas de H. pylori, pero solo el 50% expresa la forma activa (Cover et al., 1992).

Es sintetizada como una protoxina asociada a la membrana externa y su
tamafio aproximado es de 87 KDa. El gen vacA presenta variaciones alélicas en dos
regiones: en la region sefial (s) y en la region media (m). Los alelos s1 y m1 del gen
vacA se han asociado a Ulceras pépticas y a atrofia de la mucosa gastrica, asi como a
una mayor actividad inflamatoria. Los pacientes con cancer y Ulceras usualmente
presentan los tipos s1/m1l de vacA. En algunos estudios se ha encontrado que las
bacterias con los genes vacA/cagA estan asociadas a Ulceras pépticas (Atherton et al.,
1995, 1997).

Isla de patogenicidad (cag PAI)

El gen que codifica a la proteina Cag A, se localiza en un fragmento de ADN
cromosomal adquirido por transferencia horizontal, llamado la isla de patogenicidad
cag (cagPAl). Esta isla es una region insertada en el gen de la glutamato racemasa,
con una longitud de 40 Kb, estéa involucrado en la virulencia y en dafio a la mucosa
gastrica. Codifica para varias proteinas ademas de CagA, una de las mas importantes
es el sistema de secrecion tipo 1V, su principal funcidn es inyectar a la proteina CagA a

las células epiteliales (Kuster et al., 2006).

En la actualidad se sabe que cepas CagA+ son las que poseen la isla de
patogenicidad cag PAIl, se pueden encontrar en mayor cantidad en el antro e
incrementan el riesgo a desarrollar gastritis atréfica, Glcera duodenal, metaplasia y
cancer gastrico, comparadas con las cepas que no tienen cag PAI o solo tienen

fracciones de él y que son llamadas CagA— (Ching et al., 1996).

La proteina CagA se ha detectado entre el 80 al 100% en adultos con Ulcera
duodenal infectados con H. pylori (Cover et al., 1995), la distribucion de estas cepas
ha aumentado a tal grado que entre el 70 al 80% de los microorganismos aislados en
paises desarrollados expresan este gen. En algunos paises orientales como Japén y
Corea, la frecuencia de cepas cagA+ puede alcanzar el 100%; de igual manera en
México en pacientes con Ulcera péptica se encontraron en el 81% (Gonzalez et al.,
2000).

En dos estudios realizados por Peek y Censini en 1995 y 1996 encontraron

que, durante la infeccidbn con cepas cagA+, se presentaba un proceso inflamatorio
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gastrico mayor y la formacion de Ulcera péptica, en comparacién con las cepas de H.
pylori cagA-. Un mecanismo especifico mediante el cual Cag A podria ejercer este
efecto (inflamacion) es mediante la regulacion en la produccion de IL-8. La bacteria
puede inducir la formacion de pedestales y al estar en contacto con las células
epiteliales géstricas se pueden desencadenar multiples cascadas de transduccion de
sefiales que regulan la secrecion de IL-8, incluyendo la via de NF-kB (factor nuclear
kappa B) y la de proteinas cinasas, eventos que dependen de la presencia de genes
en la isla de patogenicidad (Peek et al., 2002).

La caracterizacion genética de vacA y cagA en cepas aisladas en México, ha
permitido conocer que la co-infeccion con multiples cepas de H. pylori es frecuente en
la poblacién mexicana (Morales, 1999; Gonzalez et al., 2000).

Lipopolisacéarido

El lipopolisacéarido (LPS) es el principal constituyente de la membrana externa
de bacterias Gram-negativas, tal es el caso de H. pylori. Esta biomolécula provoca
distintas respuestas en células de mamiferos, disparando varias cascadas de
transducciéon de sefales, resultando en la liberacibn de especies reactivas de
nitrégeno, citosinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-1B) y Oxido nitrico. Posee
caracteristicas que favorecen la resistencia y quiza contribuya al dafio tisular. La
bacteria sintetiza y expresa en su LPS antigenos del hospedero (antigenos de
superficie Lewis x y Lewis y), lo que le permite evadir la respuesta inmune. Este
mimetismo antigénico también puede inducir la produccidon de anticuerpos que
reconocen células del hospedero y originar dafio por respuesta autoinmune (Cavallo et
al., 2011).

Otras enzimas

La alcohol deshidrogenasa (ADH), le permite a la bacteria producir energia
bajo condiciones anaerébicas. También participa en la transformacién de etanol a
acetaldehido, este se puede acumular en el tejido gastrico causandole dafio,

promoviendo la erosion y ulceracion de la mucosa (Olczack et al., 2003).

También H. pylori produce catalasa y superoxido dismutasa (SOD), que
constituyen una linea de defensa de la bacteria ante la accion de los leucocitos vy

polimorfonucleares activados.
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La bacteria ademas tiene la capacidad de segregar mucinas, proteasas,
fosfolipasa A, citotoxinas como interleucinas (IL) y hemolisinas, que permiten producir
dafio a la mucosa gastrica, propiciar la pérdida de hidrofobicidad en la mucosa y
posiblemente disminuir la capacidad de las células para secretar moco (Olczack et al.,
2003).

3.1.6. Patologias asociadas a H. pylori.

Las enfermedades o patologias asociadas con la infeccion por H. pylori
incluyen a la gastritis crénica activa, Ulcera gastrica y duodenal, displasia gastrica,

carcinoma y linfoma gastrico tipo MALT.

Gastritis

En la mayoria de los casos, la infeccién por H. pylori permanece asintomatica
durante toda la vida del individuo, lo cual incrementa el riesgo de que se presenten las
enfermedades asociadas a la bacteria (Correa, 2005). La gastritis es la inflamacién de
la mucosa géstrica con alteraciones en la estructura glandular asociada en el 90-95%

de los pacientes infectados por esta bacteria (Alcantara et al., 1997).

Es probable que la causa inicial del proceso inflamatorio este mediado por los
factores secretados por la bacteria como la ureasa, la citotoxina o por la presencia de
la isla de patogenicidad. La inflamacién de la mucosa gastrica durante la infeccion
pueden mostrar presencia masiva de neutréfilos polimorfonucleares, linfocitos, células
plasmaticas y escasos eosindéfilos, acompafados por edema e hiperemia de la
mucosa (Marshall, 1985).

H. pylori penetra a través de la capa de mucosa del estbmago y se multiplica
(Dixon, 2001). El antro es la parte del estbmago que primero se logra colonizar, debido
a que no existen células parietales que secreten acido (Lee et al., 1995; Gur et al.,
1999; Innocenti et al.,, 2001). Cuando la bacteria empieza a colonizar la mucosa
gastrica, el huésped presenta en general dos mecanismos de defensa; uno

inflamatorio en la fase aguda y uno inmune o folicular en la fase crénica.

El bacilo dafa la capa de mucosa del estomago principalmente en las faveolas

y muy cerca de la superficie del epitelio, el huésped durante un infeccion aguda
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desencadena una respuesta inmune local y sistémica, la respuesta local esta mediada
por IgM e IgA, otra forma de respuesta a la infeccion es con la accion de las mucinas,
exfoliacion celular, presenta cambios regenerativos compensatorios y se encuentran
células del sistema inmune como polimorfonucleares dentro de las faveolas y lamina
propria. Esta fase es acompafiada por hipoclorhidria, asi como de una disminucion del
acido ascorbico en el jugo géastrico. También hay liberaciébn de lipopolisacéridos
bacterianos que penetran el epitelio dafiado, provocando la migracion de los
polimorfonucleares. Este proceso va de manera conjunta con otros productos
bacterianos que liberan diversos mediadores inflamatorios que incrementan la

permeabilidad vascular (Dixon, 2001).

Debido a la proliferacion bacteriana y el cuadro inflamatorio desencadenado
por los componentes de la membrana externa de la bacteria y el LPS, se genera la
produccion de citosinas tales como la IL-8 y la relacionada al crecimiento GROa
(Oncogén o relacionado con el crecimiento Actividad Estimuladora del Crecimiento de
Melanoma «), con esto facilita el influjo de neutréfilos a la mucosa infectada. El
incremento de la secrecion de IL-8 y la respuesta de IgM contra H. pylori son las
primeras sefiales de una respuesta inflamatoria, esta respuesta provoca cambios
importantes por dafio directo a células del estbmago y duodeno (Innocenti et al.,
2001).

Gastritis crénica atrofica

Es una alteracion de la estructura tanto fisica como funcional, mas la pérdida
del tejido glandular (disminucion en la produccién de moco) y sustancias elementales

para mantener la mucosa, favoreciendo la aparicion de Ulceras (Logan et al., 2001).

Durante la evolucidn de la infeccidn, la gastritis aguda puede pasar a un cuadro
MAs severo como a una gastritis cronica atréfica; en este caso la mucosa gastrica
desencadena una respuesta inmune celular (CD-4 y CD-8), la proliferacion de células
B y la diferenciacion de células plasmaticas que producen la sintesis de IgM y otros
anticuerpos, lo cual genera la amplificacion de la reaccién inflamatoria. Las células B
montan una segunda linea de defensa al no erradicar a la bacteria produciendo
células plasméticas e IgA, produciendo una repuesta especifica contra H. pylori

impidiendo la adherencia bacteriana.

Ulceras pépticas.
25



La Ulcera consiste en una ruptura de la mucosa que protege al estbmago
(Figura 6B) de la accion del &cido y de las enzimas, sobrepasando la submucosa o
muscularis mucosae (Figura 5A). Existen dos tipos de Ulceras dependiendo de su
localizacién, gastricas o duodenales.

H. pylori es responsable de cerca del 90-95% de las Ulceras duodenales y de
70-75% de las Ulceras gastricas, en infecciones por la bacteria las personas tienen de
3.2 a 10 veces mas riesgo de desarrollar Ulcera. Existen evidencias de que la Ulcera

se cura después de la erradicacion del bacilo (Blaser, 1999; Blaser et al., 2004).

Generalmente la bacteria no coloniza el duodeno, pero en casos con
hiperclorhidria, el acido llega hasta el duodeno y las células intestinales son
reemplazadas por células gastricas (metaplasia gastrica) permitiendo la colonizacién
bacteriana, la inflamacién y posteriormente la ulceracién (Figura 5B) (Godoy et al.,
2003; Moreira et al., 2004).

Tanto gastrina como histamina activan a las células parietales para que
produzcan mas acido (Gur et al., 1999). El exceso de acido llega al duodeno donde
neutraliza las sales biliares que normalmente inhiben a H. pylori y asi la cantidad de

acido induce la metaplasia gastrica en duodeno.
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Figura 5. A) Estructura del estbmago y mostrando a detalle su anatomia, capas y pliegues.
(Tomado de Ibafiez et al., 1998). B) Ulcera duodenal (Tomado de
http://www.gastrointestinalatlas.com/Espanol/Duodeno/Ulcera_Duodenal/ulcera_duodenal.html,
consultada el 1 de Marzo del 2013)

Displasia géstrica

Los estudios epidemioldgicos realizados en la ultima década han establecido
una fuerte relacion causal entre la infeccion por H. pylori y el cancer gastrico (Moller et
al., 1995; Uemura et al., 2001; Peek et al., 2006). Correa sugiri6 un modelo humano
de la carcinogénesis gastrica en donde el desarrollo de céancer gastrico se inicia a
partir de gastritis cronica, metaplasia intestinal, displasia gastrica hasta llegar a cancer
invasivo (Correa et al., 2007). La displasia epitelial gastrica se puede considerar una
lesién precancerosa, generalmente se localizan zonas de displasia alrededor de los
adenocarcinomas gastricos (Rugge et al., 1995). Una infeccion por H. pylori estimula
la proliferacion celular en el epitelio gastrico e induce la apoptosis. La displasia es el
resultado de un desequilibrio entre la apoptosis y la proliferacion celular produciendo
alteraciones o mutaciones de genes (Kerr et al., 1994; Hofman et al., 2006), es la
Unica lesién histopatolégica que se asocia especificamente con el cancer gastrico. El
tratamiento de erradicacion para H. pylori posee un muy buen efecto en contra de la
bacteria pero no impide el desarrollo de cancer gastrico en todos los pacientes, del 1
al 3% de los sujetos con displasia epitelial desarrollan cancer gastrico en un tiempo
aproximado de 5 a 15 afios (Rugge et al., 1994; Wong et al., 2004; Mabe et al., 2009).
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Cancer Gastrico.

H. pylori es considerada la principal causa de adenocarcinoma gastrico distal.
La OMS clasificé a H. pylori como un carcinégeno del grupo 1, e implica que esta
bacteria puede causar directamente cancer a los humanos (IARC, 1994). El cancer
gastrico esta asociado al desarrollo de tejido metaplasico y a displasia causados por el
bacilo, el cual ya no es capaz de colonizar tejidos cancerosos debido a que la
estructura del epitelio ya no es ideal para la colonizacion de la bacteria. (Asaka et al.,
2001).

El cancer gastrico solo se presenta en un 3% de la gente infectada (Kim et al.,
2011). Debido que la infeccibn de la bacteria esta ligada a condiciones
socioecondmicas se ha visto que el cAncer gastrico se presenta mas en paises en vias
de desarrollados que en los paises desarrollados (Kim et al., 2011). Una hipétesis para
este comportamiento son las diferencias en la toxicidad entre las diferentes cepas

encontradas en las diferentes regiones geograficas.

Linfoma gastrico tipo MALT

Otro proceso maligno asociado a la infeccion por esta bacteria es el linfoma
tipo MALT (tejido linfoide asociado a mucosas), que es un proceso poco frecuente en
el cual los tumores gastricos surgen de la proliferacion de linfocitos B. Es un tipo de
linfoma que se localiza preferentemente en el antro del estbmago, dado que es la zona
donde existe mas tejido linfoide. En la gastritis cronica pueden aparecer foliculos
linfoides y agregados linfaticos en la base de la mucosa géstrica, lo que constituye el
llamado tejido MALT. La presencia de tejido MALT en el estbmago, parece estar
relacionada con fendmenos inmunolégicos. La proliferacion de los linfocitos B es
secundaria a una activacion especifica de linfocitos T reactivos, estos son activados
durante la infeccion (Du et al., 1996). Adicionalmente, se ha comprobado que la
erradicacion de la bacteria induce regresion del linfoma MALT en un 70 a 80% de los

casos (Wotherspoon, 1998).

3.1.7. Diagnostico.

El diagndstico de la infeccidn puede realizarse por dos vias diferentes invasiva
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y no invasiva. Los métodos invasivos utilizan una muestra obtenida por endoscopia y
se detecta la presencia de la bacteria por cultivo bacterioldgico, tinciones histoldgicas,
técnicas moleculares, actividad de la ureasa, etc. (Gisbert et al., 2005). Algunas de sus
desventajas son; la toma de muestra es costosa, s6lo un especialista lo puede
realizar, doloroso para el sujeto de prueba (Dunn et al., 1997, Kolts et al., 1993, Torres
et al., 2002). Algunos ejemplos de estos métodos son:

Histologia. Se hace cortes histoldgicos obtenidos de la biopsia, se observa con
tincion de hematoxilina-eosina, Warthin Starry, Giemsa y Genta. Ofrece informacion en
cuanto a la inflamacion, presencia de atrofia, metaplasia, displasia; su costo es bajo y
es facil de realizar. Esta técnica puede presentar algunas complicaciones como, falsos

negativos debido a la toma de muestra.

Cultivo microbiano empleando agar sangre. Utilizando muestras obtenidas
de una biopsia se realiza un cultivo sin antibiéticos y como control negativo se emplea
un cultivo utilizando antibioticos de referencia, se incuba durante 24 hrs en
condiciones microaerofilicas (5-10% de CO, y 37°C). Posteriormente se procede con
la identificacion por tincion de Gram y pruebas bioquimicas. Algunas de las ventajas
del cultivo microbiano son: ser altamente especifica y tener un alto grado de eficacia,
algunas de las desventajas son: el tiempo de realizacién de la prueba, presencia de
falsos positivos 0 negativos debido al manejo por parte del personal (Kolts et al.,
1993).

Determinacion de la actividad de ureasa. Una de las técnicas invasivas mas
empleadas es el Test Rapido de la Ureasa. Se basa en la actividad de la ureasa
producida por H. pylori en el estbmago, la muestra se obtiene por medio de biopsia, la
enzima hidroliza la urea en amonio y CO,. El amonio eleva el pH dando el vire del
reactivo indicador. Esta prueba es rapida, sensible y especifica, la prueba esta
disponible en varias marcas comerciales o se puede preparar en el laboratorio (Dunn
et al., 1997).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se basa en el andlisis de una
secuencia especifica de ADN de H. pylori, utilizando oligonucleétidos iniciadores de

genes que son conservados en todas las cepas (Torres et al., 2002).

Las pruebas no invasivas utilizan alguna propiedad de la bacteria, (Atherton,
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1997), no se requiere de endoscopia y son mas econdmicas, principalmente son tres
pruebas (EIA, ELISA y PAU). Algunas evidencian directamente la infeccion (Torres et
al., 2002).

Las pruebas de deteccion directa son:

- Ensayo inmunoenzimético para deteccion de antigenos en Heces (EIA). Se
basa en la deteccién de antigenos en heces en infeccion activa. EIA es un método
simple, no requiere personal ni equipo especializado (Makristathis et al., 1998). La
técnica serolégica determina anticuerpos especificos mediante un ensayo
inmunoenzimatico en placa de ELISA, da como resultados titulos elevados de IgM e
IgA en infecciones iniciales o activas; con niveles elevados de IgG pueden indicar una
infeccidn activa o resuelta. Es una de las mas sensibles, especifica, rapida y facil de
realizar (Kolts et al., 1993; Dunn et al., 1997).

- En la actualidad una de las pruebas mas empleadas comercialmente es la
prueba de aliento de la ureasa (PAU). Se basa en la deteccién de la actividad de la
ureasa bacteriana, la cual cataliza la hidrélisis de la urea contenida en el estomago en
amonio y CO,, la funcion principal del amonio es producir un ambiente neutro
alrededor de la bacteria. El procedimiento es simple, se toman dos muestras de aliento
la primera antes de ingerir urea marcada con *C o *C y la segunda después de la
ingestion. Se monitorea la liberacién de CO, marcado durante la expiracion. Es un

método diagnostico muy rapido y sensible (Haruhiko et al., 1998).

3.1.8. Tratamiento.

El tratamiento de eleccién a nivel mundial para la infeccion por H. pylori es la
terapia triple, consiste en la combinacion de dos antibiéticos a eleccion entre la
amoxicilina, tetraciclina, metronidazol, o claritromicina; acompafiados con antagonistas
de los receptores de histamina H; (ranitidina, cimetidina, famotidina y nizatidina) o un
inhibidor de la bomba de protones (IBP) como omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol o
rabeprazol, (inhiben la secrecion de &cido) este tratamiento de primera linea tiene una
duracion de 10 a 14 dias (Collins et al., 2006). Su rango de efectividad se encuentra
entre el 80 y el 90%, las tasas de erradicacion han venido disminuyendo al emplear en
el tratamiento metronidazol, debido a la aparicion de cepas resistentes a dicho

farmaco, llegando a cifras de méas del 70% de resistencia en algunos paises (Collins et
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al., 2006).

Debido a diversos procesos de resistencia, se emplea un nuevo tratamiento; la
terapia cuadruple. En esta se maneja, ademas de la combinacion de otros dos
antibidticos diferentes a los utlizados en la terapia triple, la administracion de
subsalicilato de bismuto (protector de mucosa) (Di Mario et al, 2006; Guerrits et al,
2006; Suzuki et al, 2010).

En la terapia triple la eleccion de los antibiéticos e inhibidores es de acuerdo a
la resistencia microbiana local, esta puede variar incluso en las distintas zonas
geograficas de un mismo pais. Si en la terapia cuadruple (segunda linea de
erradicacion) muestra complicaciones, se recomienda la realizaciéon de un cultivo y
antibiograma a fin de montar un tercero e incluso cuarto tratamiento de rescate para

lograr la erradicacién total de la bacteria (Di Mario et al, 2006; Suzuki et al, 2010).

En México el Consenso Mexicano sobre H. pylori (CMHP) indica la erradicacién
de la bacteria Unicamente en los casos en los que se presente: Ulcera péptica, gastritis
atréfica y metaplasia intestinal, linfoma géstrico tipo B (tipo MALT), después de una
reseccion gastrica parcial por cancer, familiares cercanos a personas que han tenido
cancer gastrico y personas con uso crénico de IBP's 6 AINE's (Abdo-Francis et al,
2007).

Algunas causas por las cuales los tratamientos pueden presentar fracasos
terapéuticos son: a) la resistencia del microorganismo a los antibioticos de eleccion,
causado por diversos factores como la falta de continuidad del tratamiento por parte
de los pacientes, b) los altos costos de los tratamientos que hace que muchos
pacientes no los puedan adquirir, ¢) los efectos secundarios que provoca al
consumirse por un tiempo prolongado que hace que los pacientes abandonen el
tratamiento y la reincidencia de la infeccion (contacto con personas infectadas).
Aunado a lo dicho anteriormente se puede sumar algunos factores de predisposicion a
la infeccion los mas importantes son: la edad, niveles de pobreza, hacinamiento, falta
de higiene, malos habitos alimenticios (fumar, estrés, alcohol), enfermedades que
disminuyen la secrecién &cida y la region geogréfica. Por lo cual es necesario

proponer terapias alternativas para lograr tratar la infeccién causada por la bacteria.

3.2.1. Uso de plantas medicinales como tratamiento alterno en contra de H.

pylori.
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Debido a todos los problemas presentados durante la implementacién de las
terapias para erradicar a la bacteria, es necesario proponer terapias alternativas para
lograr tratar la infeccién causada por la bacteria.

Una de las fuentes mas importantes de sustancias con efectos farmacolégicos
son los productos naturales, en particular las plantas medicinales, las cuales
constituyen un elemento importante para implementar nuevos planes de salud

combinando la medicina tradicional con la medicina alopética (Argueta et al., 1994).

La fitoquimica ha sido una herramienta muy importante para poder encontrar
compuestos activos que pueden servir como alternativas para el tratamiento de
enfermedades infecciosas principalmente en paises en desarrollo, en el mundo se han
estudiado diversas fuentes naturales con el fin de erradicar a H. pylori. Desde hace
muchos afios diversas culturas han utilizado a las plantas como tratamiento de
diferentes enfermedades. Los productos naturales, principalmente los de origen
vegetal, pueden ser fuentes potenciales para el descubrimiento y desarrollo de nuevos
principios activos contra las infecciones que resultan dificiles de tratar. Alrededor del
mundo diversos grupos de trabajo han encontrado miles de compuestos que
presentan efectos inhibitorios sobre diversos microorganismos (O"Connor et al., 2009),
incluyendo por supuesto a H. pylori. Dichos trabajos incluyen la evaluacién de
extractos integros de una gran cantidad de especies medicinales, aislamiento de
compuestos puros a partir de extractos bioactivos, estudios integrales que incluyen la
evaluacion de algunas enzimas y propiedades antiinflamatorias por su relacion con H.

pylori como agente causal de esos padecimientos.

Nuestro principal antecedente acerca del potencial inhibitorio del crecimiento
de H. pylori de las plantas medicinales mexicanas es el realizado por miembros de
nuestro grupo de trabajo (Castillo-Juérez et al., 2009). En este trabajo se estudio la
actividad anti-H. pylori de extractos acuosos y metandlicos de diversas plantas
incluidas en la herbolaria tradicional mexicana usadas para tratar enfermedades
gastrointestinales. Una de las plantas, cuyo extracto acuoso mostr6 una buena
actividad fue Cuphea aequipetala, por lo que su ulterior estudio permitira conocer mas

su potencial en el tratamiento de las enfermedades producidas por la bacteria.
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3.2.2. Generalidades de Cuphea aequipetala Cav. (Lythraceae)

C. aequipetala pertenece a la orden de las Myrtales y a la familia Lythraceae,
esta Ultima se encuentra distribuida por todo el mundo, las especies presentes en
zonas templadas son principalmente herbaceas, a menudo en habitats humedos en
cambio las especies de climas tropicales son generalmente arbustos o arboles (Bucay
et al., 2003).

Dentro de la familia de las Lythraceas un género importante es Cuphea, posee
alrededor de 843 especies de las cuales aproximadamente 300 han sido usadas como
plantas ornamentales por la belleza de las flores y debido a su abundancia.
(http://www.tropicos.org/NameSearch.aspx?name=Cuphea&commonname=,
consultada el 3 de Marzo del 2013, Roath et al., 1993).

3.2.3. Clasificacion taxondmica de Cuphea aequipetala

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Equisetopsida

Subclase: Magnoliidae

Super orden: Rosanae Takht

Orden: Myrtales

Familia: Lythraceae

Género: Cuphea

Especie: Cuphea aequipetala Cav. (Figura 6)

(http://lwww.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=19200456&projectid=0&con
ceptid=1, consultada el 3 de Marzo del 2013).
3.2.4. Nombres comunes en México.

En México se le conoce con distintos nombres comunes de acuerdo a la region
donde se le encuentra. Destacan: alfilerillo, cachanchillo, hierba del angel, hierba del
descancer, hierba de la calavera, hierba del cancer, trompetilla, ajam bomol, petalillo,

zapotillo, miel de abeja, mirto, mirto morado, etc.
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Figura 6. Hierba del cancer (Cuphea aequipetala Cav.) (Tomada de
http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/lythraceae/cuphea-aequipetala/fichas/ficha,
consultada el 1 de Marzo del 2013)

3.2.5. Sinonimia.

Existen varias sinonimias entre las que se encuentran: Parsonsia aequipetala
(Cav.) Standley, Cuphea scabrida HBK, Cuphea virgata Cav. (Bucay et al., 2003)

Por otra parte, en nuestro pais se conocen a 19 diferentes especies de plantas
(Tabla 2) con el nombre comun de hierba del cancer, estas plantas corresponden a 6

familias y 8 géneros diferentes (Martinez, 1979).
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Tabla 2. Plantas conocidas con el nombre Hierba del cancer

Nombre cientifico Geénero Familia
Acalypha adenophora Mull. 'W'Euphorm

Acalypha adenostachya Muell Arg. Acalypha Euphorbiaceae
Acalypha alopecuroides Jacq. Acalypha Euphorbiaceae
Acalyphaindica (Muell. Arg.) Pax & Hoffm Acalypha Euphorbiaceae
Acalypha monostachya Cav. Acalypha Euphorbiaceae
Acalypha lindheimerii Muell. & Arg. Acalypha Euphorbiaceae
Acalypha cincta Muell. Arg. Acalypha Euphorbiaceae
Acalypha phleoides L. Acalypha Euphorbiaceae
Ayenia pusilla L. Ayenia Euphorbiaceae
Castilleja communis Benth. Castilleja Euphorbiaceae
Castilleja arvensis Cham. & Schlechtendal. Castilleja Euphorbiaceae
Castilleja tenuifolia Benth. Castilleja Euphorbiaceae

Cuphea aequipetala Cav. Cuphea Lythraceae

Cuphea wrightii A. Gray. Cuphea Lythraceae

Gomphrema globosa L.

Gomphrema Amaranthaceae

Lepechinia Schiedeana (Schl.) Vat. Lepechinia Lamiaceae
Lythrum acinifolium Koehne. Lythrum Lythraceae
Lythrum alatum Pursh. Lythrum Lythraceae
Salvia misella Kunth. Salvia Lamiaceae




3.2.6. Antecedentes historicos.

Francisco Hernandez en su libro I, Cap. XXXVII que redacté en el siglo XVI,
nos menciona a Cuphea aequipetala como apancholoa o “hierba que brota en las
aguas” (Aguilar et al., 1994). El mismo autor menciona que es de naturaleza fria, seca
y astringente; por lo cual cura las quemaduras y las Ulceras de la boca. En dicho texto
describe algunas formas de utilizar la planta “el agua en la que se hayan remojado por
algun tiempo las raices después de machacarlas colocada y tomada detiene el flujo de
vientre”, Hernandez sefala que se pueden evitar procesos abortivos. Maximino
Martinez la refiere como ténica y vulneraria. Se ha sefialado que esta planta es “algo
téxica y venenosa”, aunque no se dan detalles sobre esta observacion (Argueta et al.,
1994).

3.2.7. Descripcion botanica.

Es una hierba de 40 cm a 1 m de altura, su tallo es generalmente postrado y
con pelos de color violaceo o rojizo, aunque por lo comin mucho mas corta, hispida
con pelos largos y pubescencia tomentosa o glabrada. La raiz generalmente gruesa;
tallo ramificado, ascendente rastrero o procumbente, en ocasiones sarmentoso, de

color rojo oscuro o morado

3.2.8. Distribucioén.

Es una planta nativa de México que se encuentra en los estados de San Luis
Potosi, Michoacan, Chiapas, Morelos, Distrito Federal, Veracruz, Estado de México,
Hidalgo, Coahuila, Puebla, Durango, Guerrero, Jalisco, Guanajuato, Nuevo Leon,
Oaxaca, Querétaro, Tamaulipas y Tlaxcala, inclusive se encuentra en Guatemala y
Honduras (Grantham, 2002) (Figura 7).

36



Figura 7. Distribucion de Cuphea aequipetala Cav en la repUblica mexicana y centro
América.(Tomada y modificada de:
http://swbiodiversity.org/seinet/taxa/googlemap.php?taxon=Cuphea aequipetala&clid=,
consultada el 3 de Marzo del 2013)

3.2.9. Habitat.

Estd asociada a terrenos de cultivo de temporal crece en climas calidos,
semicalido, semiseco y templado, en bosques tropicales, caducifolios y
subcaducifolios, matorrales xerdfilos, pastizales y bosques espinosos, mesofilos de
montafia, de encino, de pino, mixto de pino-encino y de junipero. Se encuentra entre
los 1900 y 2200 metros sobre el nivel del mar (msnm).
(http://www.hipernatural.com/es/plthierba_cancer.html, consultado el 3 de Marzo del
2013; Rzedowski et al., 2001)

3.3. Usos tradicionales:

En la mayoria de los estados donde se emplea la planta se realiza una infusion
de la parte aérea administrada por via oral, se emplea en algunos padecimientos de
tipo digestivo como son: diarreas, disenteria, dolor, ardor o infecciones del estomago y
problemas del higado.
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En el D.F., se toma en ayunas, combinada con ajenjo (Artemisia absinthium),
tatalencho y romero (Rosmarinus officinalis) para tratar padecimientos gastricos como;
diarreas, dolor, ardor, disenteria (Martinez, 1997).

Se emplea en diversos padecimientos como paperas, dolor de cintura y golpes
(se aplican fomentos en la parte golpeada). El cocimiento de la planta se usa para
lavar heridas, granos, golpes e inflamaciones. La infusion de la parte aérea se emplea
en afecciones hepéticas y contra tumores cancerosos. La planta hervida con sal o en
cataplasma se emplea para curar heridas (contusas, infectadas o con llagas), golpes,
inflamaciones en general (incluyendo las de la piel o del estbmago), padecimientos
cutaneos; infecciones, granos y llagas. Algunas veces se ingiere tres veces al dia,
para quitar el dolor, ya sea solo 0 acompafado de otras plantas como la hierba mora y
el romero. La hierba completa se emplea en rituales ceremoniales.
(http://www.mexicodesconocido.com.mx/notas/3771-Hierba-del-cancer, consultada el
1 de Marzo del 2013).

En los estados de Michoacan y Morelos se le emplea en el tratamiento del
cancer, reduce el dolor de los tumores cancerosos para eso se toma la infusién de las
flores y hojas. En una mezcla de la hierba del golpe, hierba del cancer y la hierba mora
se emplean en Veracruz, para el tratamiento de la enfermedad denominada

pocholocas, brote de granos por todo el cuerpo.

En el estado de Morelos dan a las mujeres embarazadas un té digestivo para
mejorar el apetito elaborado con la raiz de esta planta junto con estafiate, hierba del

angel y raices de yolochichitl.

En Chiapas se emplea en lavados contra flujos vaginales, inflamacion

gastrointestinal y en casos de disenteria (Emes, 1994).

En el estado de Hidalgo a las mujeres parturientas se les frota la espalda y

cadera con las hojas machacadas después del bafio de temascal.

En algunas localidades del Estado de México como Texcoco se utiliza toda la
planta en forma oral para heridas, llagas, salpullido, golpes y el cancer (Mendoza,
1999). En Villa del Carbén emplean toda la planta para tratar colicos, cancer, golpes,

heridas, etc. (Aguilar-Rodriguez et al., 2012) (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de usos medicinales de Cuphea aequipetala Cav., reportados por los

habitantes de Villa del Carbon Estado de México (Tomado de Aguilar-Rodriguez et al., 2012).

3.3.1. Actividad farmacoldgica y microbioldgica.

El extracto de acetona-agua de C. aequipetala ha sido previamente reportado
con actividad citotéxica in vitro contra las lineas tumorales humanas DU-145 (prostata)
y HCT-15 (colén) con CEs, = 8.15 y 18.70 ng/ml, respectivamente (Vega-Avila et al.,
2004). Otros estudios han mostrado que los extractos, procedentes de las hojas de C.
aequipetala, obtenidos con hexano, cloroformo y etanol no presentaron actividad
citotéxica (CEsy > 20 pg/ml) sobre los cultivos de células P388 (leucemia murina), KB
(carcinoma nasofaringeo humano) y KB- V1 (células de carcinoma nasofaringeo
resistente a vincristina) (Villarreal et al., 1992).

Por otra parte, los extractos de acetona-agua de las partes aéreas de la planta
(flores, hojas y tallos) mostraron actividad citotéxica contra células de carcinoma de

laringe humana (HEp-2) (Bucay et al., 2003).

Los ensayos de citotoxicidad de tres extractos: acetato de etilo, hexano y
metanol, se probaron sobre cultivos de tres lineas celulares provenientes de canceres
humanos: KB (Carcinoma nasofaringeo), UISO-SQC1 (células escamosas de
carcinoma de cérvix [cuello uterino]) y HCT-15 COLADCAR (carcinoma de col6n). De
acuerdo con los resultados obtenidos so6lo se aprecio ligera actividad citotoxica en el
extracto metanolico (CEso = 17.4ug/ml), sobre la linea celular UISO-SQCL1. Los demas

extractos no mostraron actividad citotéxica (Bucay et al., 2003)
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Finalmente, en cuanto a la actividad antimicrobiana, el extracto acuoso de las
partes aéreas de C. aequipetala mostré fuerte actividad contra H. pylori (Castillo-
Juarez et al., 2009).

Otras especies relacionadas, como Cuphea hyssopifolia sintetizan los
elagitaninos macrociclicos cufina D, cufiina D,, oenoteina B y woodfordina C (Chen et
al., 1999), dichos compuestos inhibieron in vitro el crecimiento de las lineas tumorales
humanas KB, HelLa, DU-145, HL-60 y Hep 3B (Wang et al., 1999). Estos taninos
también inhibieron el crecimiento de tumores S-180 en ratones. La cufina D1 ocasiono
el mayor incremento en la sobrevivencia de los ratones con tumores S-180 (Wang et
al., 1999).

3.3.2. Fitoquimica.

El género Cuphea se distribuye desde México hasta Brasil. Las especies de
Cuphea se cultivan como fuentes de aceites ricos en acidos grasos de cadena media
(Graham, 1992; Phippen, 2010; Tisserat et al, 2012) y se utilizan en la medicina
tradicional como antioxidantes (Schuldt et al., 2004), antihipertensivos (Braga et al.,
2000), citotoxicos (Wang et al., 1999) y antiprotozoarios (Barbosa et al., 2007). Por
ejemplo, las hojas de C. carthagenensis representan una fuente importante de
antioxidantes fendlicos que pueden tener efectos cardiovasculares potencialmente
beneficiosos. Un analisis quimico cualitativo indico la presencia del flavonoide

quercetina 3-B-D-glucésido en todas las especies de Cuphea (Schuldt et al., 2004).

En las partes aéreas de C. carthagenensis se encontraron flavonoides como
quercetina-3-sulfato (Figura 9), quercetina-5-O-B-glucopiranésido, y quercetina-3-O-a-
arabinofuranésido, que se han sugerido como marcadores quimicos de esta especie
(Krespsky et al., 2012). La composicion de C. carthagenensis es poco conocida,
comprende triterpenos tales como carthagenol (Gonzalez et al., 1994) y varios
flavonoles, flavonas y flavanonas, junto con el acido glucurénico (Santos et al., 1995;.
Calzada, 2005).

La quercetina-3-sulfato puede contribuir al uso tradicional de esta especie en el
tratamiento de enfermedades circulatorias y del corazén (Simones et al., 1998).
Aungue no es activo en si mismo, su producto de metabolismo, la quercetina, si posee
efecto vasodilatador (Ajay et al., 2003). El efecto vasodilatador de los extractos de C.
carthagenensis ha sido demostrado in vitro por medio de ensayos sobre la aorta de

rata (Schuldt et al., 2000).
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Figura 9. Quercetina-3-sulfato

Los antioxidantes, incluyendo compuestos fendlicos (por ejemplo, acidos
fendlicos, flavonoides, taninos) tienen diversos efectos biolégicos, tales como efectos
anti-inflamatorios, citotéxicos y antitumorales, como resultado de su actividad
antioxidante (Vega, 2005; Krishnaiah et al., 2010). La cantidad y calidad de los
compuestos fendlicos varian en respuesta a factores ambientales, tales como la
intensidad de la luz y la disponibilidad de nutrientes y entre las diferentes etapas
fisiolégicas y de desarrollo (Klepacka et al, 2011; Estrada-Zudiga et al, 2012; Naghiloo
et al, 2012). Por el contrario, la actividad de antioxidantes se puede ver afectada por la
preparacion del extracto (Perez-Jimenez et al., 2008; Jiménez et al., 2011; Garcia-
Marquez et al., 2012).

Otros flavonoides se han descrito anteriormente para las especies de Cuphea,
como glucosidos de apigenina, luteolina, kaempferol, quercetina, ramnetina,
isoramnetina y miricetina (Santos et al., 1995). Los flavonoides se han empleado para
distinguir entre géneros, especies y categorias infraespecifica (Barron et al., 1988;
Salatino et al., 2000).

De 16 especies de Cuphea recogidos del sureste y del centro de Brasil, se han
identificado 35 flavonoides. La mayoria de los compuestos son 3-O-glucésidos de
flavonoles, pero también se encontraron flavonas (Santos et al., 1995). Los
flavonoides obtenidos a partir de los especimenes investigados de Cuphea, muestran
un predominio de los glucosidos de quercetina y derivados de miricetina (Santos et al.,
1995).

El perfil de &cidos grasos de aceite de Cuphea Viscosissima y C. lanceolata

muestra que contiene; acido decanoico 65.6%, 0.6% &cido octanoico, &cido
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dodecanoico 3.2%, 6.5% acido tetradecanoico, acido palmitico 7.2%, 0.8% &cido

estedrico, acido oleico 9.1%, y &acido linoleico 5.9%.

En un estudio realizado por Knothe y colaboradores en 2009 en el cual buscan
una alternativa para fabricar combustibles organicos, reportan al aceite de Cuphea
viscosissima y C. lanceolata como un posible biocombustible, debido a la cantidad de
acido decanoico (aproximadamente 65%).

Ademdas de los 4cidos grasos también se reportan para el género la presencia
de triterpernos, esteroles, sapogeninas, gluco-alcoholes (manitol, fitoesteroles, pB-
sitosterol, estigmasterol, ergosterol, -amirina, acido betulinico y espifriedelinol)
(Figura 10) (Gonzales et al., 1993).
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Figura 10. Algunos compuestos aislados reportados del género Cuphea: a)manitol; b) p-
sitosterol; c) ergosterol; d) B- amirina; €) estigmasterol

En un estudio realizado por Waizel en el 2003 demostré en C. aequipetala la
presencia de alcaloides, flavonoides, lactonas sesquiterpenicas y glucésidos en las
fracciones metandlica y de acetato de etilo, también en la fraccion hexanica se

encontraron glicosidos. C. aequipetala contiene grasa sélida, caucho, aceite esencial,
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acido tanico 5.35%; glucosidos, resina acida, glucosa, principios pécticos 8.85%;

dextrina, almidén, sales minerales y celulosa (Waizel et al., 2003).

IV JUSTIFICACION

H. pylori est4 reconocida como el principal agente etioldégico de la gastritis
cronica, de las ulcera duodenal y gastrica, del adenocarcinoma géstrico y del linfoma
tipo MALT. La prevalencia de H. pylori es del 70-90% en paises en desarrollo y del 25-

50% en paises desarrollados.

El régimen de tratamiento recomendado a nivel mundial contra la infeccion por
H. pylori, es la terapia triple, la cual consiste en la combinacién de un inhibidor de la
bomba de protones (IBP) con dos antibidticos, preferentemente, metronidazol,
claritromicina y/o amoxicilina (Gisbert et al., 2005; Monés et al., 2005; Malfertheiner et
al., 2007). La eficacia de este tratamiento ha disminuido en los dltimos afios por
debajo del 80% y en algunos estudios, menor al 70% (Vilaichone et al., 2006;
Cavallaro et al., 2006; Vakil et al., 2007; Graham et al., 2008; Rokkas et al., 2008;
Egan et al., 2008). En este tipo de terapias se presentan diversas complicaciones, en
primera instancia son tratamientos que implican una cantidad de farmacos
considerable lo que conlleva a la apariciébn de efectos secundarios nocivos y, como
consecuencia los pacientes no concluyen los tratamientos, debido a esto se puede
presentar el desarrollo de resistencia a los antibiéticos utilizados en la terapia. Por
altimo, el elevado costo del tratamiento hace que no todos los pacientes

diagnosticados puedan tener acceso a los medicamentos.

Las necesidades actuales de salud en el mundo y la crisis econémica de
muchos paises, como el nuestro, hacen indispensable un estudio méas profundo de los
recursos medicos disponibles. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
promovido la utilizacion de todos los recursos existentes sin discriminaciones
ideoldgicas, ni politicas, reconsiderando la potencialidad, eficacia y aceptacién de las
medicinas tradicionales en las culturas populares, entre ellos se encuentran las
plantas medicinales (WHO, 2000). Tan s6lo en México se tiene estimado que existen
30,000 especies de plantas de las cuales aproximadamente 3,000 tienen usos

medicinales (Bye et al., 1995).
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Tal es el caso de Cuphea aequipetala, conocida cominmente como Hierba del
cancer. En nuestro pais, algunas poblaciones la han utilizado en el tratamiento de
trastornos gastrointestinales y de tipo inflamatorio. Ademas goza de popularidad por
su uso en el tratamiento de algunos tumores (Hernandez, 1959).

El presente trabajo tiene como objetivo profundizar la investigacion realizada
previamente por Castillo-Juarez y colaboradores (2009) donde se encontré que el
extracto acuoso de esta especie inhibia el crecimiento de H. pylori (CMI de 125 ug/ml).
Partiendo de este antecedente, en este trabajo se planteé realizar el fraccionamiento
dirigido de acuerdo a su efecto en contra de la bacteria, asi como el establecimiento
del potencial antiinflamatorio de la especie utilizando el modelo del edema auricular
agudo inducido por dos agentes edematogénicos (xilol y el acetato de
tetradecanoilforbol) y, finalmente, la evaluacién preliminar de los efectos toxicos
agudos del extracto acuoso en ratones asi como el calculo de su dosis letal media

empleando el método de Lorke (1983).

V OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

o Establecer las propiedades anti-Helicobacter pylori y antiinflamatorias del
extracto acuoso y fracciones primarias de Cuphea aequipetala; con el propdsito de
coadyuvar en el establecimiento de su potencial como alternativa terapéutica en el

tratamiento integral de los diversos padecimientos relacionados con la bacteria H.

pylori.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

. Fraccionar biodirigidamente, por la actividad anti-H. pylori, al extracto
acuoso de C. aequipetala mediante técnicas cromatogréficas convencionales y por
la determinacion de la concentracion minima inhibitoria utilizando el método de

dilucion en cultivo liquido.
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. Establecer el efecto del extracto acuoso integro y fracciones primarias
sobre la enzima ureasa de H. pylori, mediante el método colorimétrico descrito por

Weatherburn.

. Determinar la toxicidad aguda del extracto acuoso integro, por medio de

la estimacion de la DL, utilizando el método descrito por Lorke (1983) en ratones.

. Indagar el potencial antiinflamatorio de CAI y fracciones primarias,
utilizando el modelo de edema auricular inducido con xilol y el acetato de

tetradecanoil-forbol en ratones.

VI MATERIALES Y METODOS.
6.1.1. Material vegetal.

Las partes aéreas (tallos, flores y hojas) de C. aequipetala se colectaron en el
poblado de Ozumba, Estado de México. Una muestra fue depositada en el Herbario
del Instituto de Biologia de la UNAM con Numero de colecta 2965 y No. de MEXU
1319151. La identificacién botanica estuvo a cargo de la M. en C. Edelmira Linares y
el Dr. Robert Bye. La planta seca fue molida.

6.1.2. Preparacion del extracto acuoso y su fraccionamiento primario.

El extracto acuoso se prepar6 por infusion de 10 g de planta molida en 250 ml
de agua recién hervida; se dejo reposar por 10 minutos y se filtré6. Este proceso se
repitid6 tantas veces fue necesario hasta procesar 1 Kg del material vegetal.
Posteriormente se elimind el agua por un proceso de liofilizado para obtener el
extracto final (CAl), obteniendo 100 g.

El fraccionamiento primario de CAIl se llevé a cabo por particiones sucesivas
liquido-liquido con distintos disolventes organicos de polaridad creciente:
diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcOEt) y n-butanol (But). Este proceso generé
cuatro fracciones primarias nombradas de CA1 a CA4, siendo CA4 el residuo acuoso.
A dichas porciones se les eliminé el disolvente con ayuda de vacio en rotaevaporador;

los residuos se pesaron y se determinaron sus rendimientos.
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6.1.3. Fraccionamiento sucesivo de CAL.

El fraccionamiento secundario se realizO0 mediante una cromatografia en
columna abierta (CCA), la cual contenia 77.207 g de silica gel 60 y como punto de
aplicacion 1.00 g de CA1; como medio de elucion se emplearon distintas mezclas de
disolventes orgénicos de polaridad creciente [Hex-DCM (1:0—0:1), DCM-MeOH
(1:0—1:1)]. Este proceso generd un total de 326 fracciones, las cuales fueron
concentradas al vacio para eliminar el disolvente y agrupadas en seis grupos de
fracciones secundarias de acuerdo a su similitud cromatografica (CA1-A hasta la F),
monitoreada por cromatografia en capa fina (CCF) empleando placas de aluminio
recubiertas de gel de silice (silica gel 60 F254, Merck). Todas estas fracciones fueron
concentradas al vacio y pesadas (Figura 11).

6.1.4. Fraccionamiento sucesivo de CA2.

El fraccionamiento secundario fue realizado mediante un proceso de
precipitacion, Al tratar a CA2 con acetato de etilo se observo una porcién soluble
(CA2-A) y un precitado amarillo el cual fue decantado y disuelto con metanol (CA2-B).

La porcién soluble en acetato de etilo (CA2-A, 3 g) se fraccioné mediante CCA
de fase normal (187.76 g de silica gel) y como eluyentes [Hex-AcoEto (1:0—0:1) y
AcoEto-MeOH (1:0—1:1)]. Como resultado de este procedimiento se obtuvieron 189

fracciones agrupadas en siete reuniones nombradas CA2-Al a la -AVII.

Por otra parte, 658.4 mg de CA2-B se procesaron mediante CCA con
Sephadex LH 20 (45 X 5 cm) y metanol como eluyente. De este proceso se obtuvieron
140 fracciones que se agruparon en cinco porciones nombradas CA2-Bl a la BV, de

acuerdo a su orden de elucion (Figura 11).

6.1.5. Fraccionamientos secundario de CA3.

El fraccionamiento secundario de CA3 se realiz6 mediante una CCA de
exclusion molecular (Sephadex LH 20), como fase movil se utiliz6 metanol puro. La
muestra (5 g) disuelta en mezcla metanol-agua (1:1), se aplicé en la columna, este
proceso permitio la obtencién de 19 fracciones secundarias agrupadas por orden de
elucion en 7 grupos (CA3 A-G) (Figura 11).
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Figura 11. Fraccionamiento sucesivo de CAl




6.2.1. Evaluacion del extracto acuoso integro y sus fracciones sucesivas sobre

el crecimiento de H. pylori

MEDIOS DE CULTIVO
Placas de agar sangre para el cultivo de H. pylori

Se disolvieron 43 g de agar Casman en un litro de agua destilada. Se esterilizé
a 121°C por 20 min en una autoclave (Irayama H-M-Il) y se dej6 enfriar hasta una
temperatura aproximada de 45-50°C. En seguida, se agregaron cuatro antibiéticos
[vancomicina (10 mg/l), anfotericina (2 mg/l), polimixina (2.5 mg/l) y trimetoprima (5
mg/l)] y sangre de carnero (Microlab) desfibrinada 5%; la mezcla se agit6 para disolver
los antibidticos y homogenizar la sangre agregada. Finalmente, se vacié el medio
previamente preparado en cajas Petri estériles.

Medio de cultivo liqguido Mueller-Hinton para la determinacién de la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se resuspendieron 21 g/l de medio caldo Mueller Hinton (DIFCO) en agua
destilada adicionado con B-ciclodextrina al 0.2%. Se esteriliz6 a 121°C por 20 min; se
dej6 enfriar y se agregaron los siguientes antibidticos a sus concentraciones
correspondientes: anfotericina 2 mg/l, polimixina 2.5 mg/l, trimetropina 5 mg/l y

vancomicina 10 mg/I.

Medio de cosecha para la conservacion de H. pylori

Se resuspendieron 28 g/l de caldo Brucella (DIFCO) en agua bidestilada, se
agrega glicerol al 10% (J.T Baker) y se esteriliz6 a 121°C durante 20 min; se dejo
enfriar y se agreg6 10% de suero fetal bovino estéril (Gibco BRL) y vancomicina a una
concentracion de 10 mg/l, se depositd en tubos Falcon y se resguardaron en

refrigeracion hasta su uso.

Placas de cultivo empleadas para determinar cuentas viables y unidades

formadoras de colonias (UFC)
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Se adicionaron 43 g/l de agar Casman y B-ciclodextrina (0.2%) en agua
destilada. Se esteriliz6 a 121°C durante 20 min; se dejé enfriar hasta un intervalo de
entre 45-50°C y se agreg6 vancomicina (10 mg/l), para finalizar, se vacio el medio
previamente preparado en cajas Petri estériles.

6.2.3. Pruebas de identificacion de H. pylori

H. pylori posee diferentes enzimas que utiliza para obtener energia o para
defenderse del ambiente hostil en el que se encuentra;, estas caracteristicas
bioguimicas se han utilizado como métodos de identificacién. Las pruebas principales
que pueden detectarse en el laboratorio y que permiten su identificacion correcta son:

pruebas bioguimicas (catalasa, ureasa y oxidasa) y la tincion de Gram.

Prueba rpida de ureasa

La ureasa es una enzima capaz de hidrolizar a la urea produciendo amonio y
Como consecuencia se origina una neutralizacion del ambiente cercano a H. pylori.
Esta caracteristica puede detectarse en el laboratorio mediante el vire de color de
anaranjado a rojo que se ocasiona al aumentar el pH de un medio que contiene urea,

debido a la produccion de amonio por accion de la ureasa bacteriana.

Se preparé una solucién de urea 6 M a pH 7.0 y de rojo de fenol al 0.05% hasta
obtener una coloracién naranja; alcanzando este color se agrega una asada con
bacterias La prueba es positiva si se presenta un cambio de color a rojo-naranja
(Figura 12C).

Prueba de la catalasa

La catalasa es un enzima capaz de descomponer al peréxido de hidrogeno y
convertirlo en agua liberando oxigeno. Esta liberacion de oxigeno se observa

visualmente como produccion de burbujas.
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En un portaobjetos limpio, se colocé una gota de peréxido de hidrogeno (H,O,)
al 3.5%, se adiciona una asada con bacterias. La prueba es catalasa positiva si se
observa produccién de burbujas (Figura 12B).

Prueba oxidasa

La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de la enzima citocromo
oxidasa que lleva a cabo la oxidacién del citocromo C. La citocromo oxidasa reduce al
oxigeno molecular que produce agua o peroxido de hidrogeno segun la especie
bacteriana. El oxigeno actia por tanto como aceptor final de electrones en la cadena
transportadora de electrones. Por lo general, el sistema citocromo oxidasa sélo se
encuentra en los organismos aerobios, algunos anaerobios facultativos v,
excepcionalmente, en algun microaerofilo, los anaerobios estrictos carecen de

actividad oxidasa.

La citocromo oxidasa es capaz de oxidar al aceptor de electrones dimetil-p-
fenilendiamina en presencia de oxigeno formando un compuesto colorido (purpura).
En un cuadro de un kit comercial dry Slide Oxidase (Difco) que contienene dimetil-p-
fenilendiamina se coloc6 una porcion de cultivo que contiene bacterias, si se observa
una coloracién azul-parpura intenso por unos cuantos segundos es indicativo que la

bacteria es oxidasa positiva (Figura 12A).

Tincién de Gram

Con la ayuda de un asa se extendié una muestra del cultivo bacteriano junto
con una gota de agua en un portaobjetos limpio y se dejé secar. Se realiz6 una tincion
de Gram afadiendo en orden y en intervalos aproximados de 1 minuto con un
enjuague previo con agua corriente los colorantes cristal violeta, lugol, alcohol-acetona
y safranina. De acuerdo con las caracteristicas del cultivo se puede observar las
diferentes formas posibles de la bacteria: forma de bacilo en cultivos frescos o liquidos
(Figura 13), la forma cocoide se puede visualizar en cultivos viejos, solidos o

deficientes de nutrientes.

51



Figura 12. Pruebas bioquimicas para la tipificacién de Helicobacter pylori: a) prueba
de la oxidasa, reaccién positiva semicirculo derecho; b) prueba de la catalasa, a la
derecha control negativo, reaccion positiva lado izquierdo; c) prueba actividad ureasa,
control negativo lado derecho, ejemplo positivo lado izquierdo

Figura 13. Tincion de Gram de un cultivo liquido de H. pylori

Cepa utilizada y conservacion del inéculo de H. pylori en medio de cosecha

Se utiliz6 una cepa de referencia ATCC 43504, la cual se encuentra
almacenada a -80 °C en medio de cosecha. Las bacterias se resuspenden y se
siembran en placas de agar sangre, posteriormente se introducen en una incubadora
Nuaire TS autoflow (mod. 3500) ajustada a 37 °C con 10% de CO, y 5% de O,. El CO,
utilizado es de una pureza estandar (INFRA). Después de 24 horas de incubacién en
la atmosfera microaerofilica descrita, el cultivo se observa como un tapete translucido,
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el cual es colectado y conservado en medio de cosecha, se resguardan a -80 °C hasta

su utilizacion.

6.2.4. Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

Tiene como objetivo determinar el efecto que puede tener algin extracto o
fraccion en contra de la bacteria mediante el calculo de la concentracion minima
inhibitoria (CMI), la cual se define como la concentracién minima a la cual se obtiene

el 100% de la inhibicion en el crecimiento del cultivo bacteriano.

Se prepar6 un cultivo de H. pylori en medio liquido Mueller-Hinton a
temperatura ambiente, el cual debe tener un valor aproximado de Agyp= 0.230 nm
empleando un espectrofotémetro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech), posteriormente
se incub6 en condiciones microaerofilicas con agitacion constante (10% de CO,, 37°C
y 150 rpm) durante 5 h aproximadamente, hasta obtener una lectura final Agy=0.300
nm, es decir que la bacteria se encuentra en su fase logaritmica de crecimiento (fase

log), (correspondiente a un valor de 108 UFC/ml).

Los extractos o fracciones a probar se disolvieron en DMSO o0 agua y se
prepararon diluciones seriadas para obtener las siguientes concentraciones finales
250, 125, 62.5, 31.25, 15.62 y 7.81 ug/ml. Las pruebas se realizaron en placas de 24
pozos con una capacidad de 3 ml, a cada pozo se le agregé 1.5 ml del cultivo de
bacterias en su fase log mas 10 ul de la muestra, todo esto se realiz6 por triplicado.
Como control negativo se utilizaron 10 yl de DMSO o agua, como control positivo se

emplearon los antibiéticos de referencia, metronidazol y amoxicilina.

Al depositar los tratamientos en los diferentes pozos se tom6 una alicuota (750
ul) para determinar una lectura inicial, posteriormente la placa se colocé en incubacion
durante 24 hrs en las condiciones microaerofilicas descritas previamente. Transcurrido

este periodo de incubacién se obtuvo la lectura final.
El calculo de la CMI se obtuvo aplicando las siguientes formulas:

En primer lugar se obtiene la diferencia de absorbencias de los controles
empleados como vehiculos, de los antibiéticos y de los distintos tratamientos con la

siguiente ecuacion:
AA=Af - A
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Donde: AA es la diferencia de absorbencias de cada cultivo (controles y
experimentales), A;= absorbencia inicial del cultivo, A;= absorbencia final del cultivo

Posteriormente, se obtuvo el crecimiento bacteriano (%C), utilizando el valor
promedio de los controles (AAc) y de los triplicados de cada uno de los experimentales
(AAe)

(AAe)(100)/AAc = %C

Con este porcentaje, se obtuvo el porcentaje de inhibicion (%Il) de los diversos

extractos o fracciones y de los diferentes antibioticos de referencia

100- %C = %l

6.3.1. Efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima ureasa

El efecto de CAI y sus fracciones primarias sobre la actividad de la enzima
ureasa se realizd6 mediante un microensayo colorimétrico, detectando la produccion de
amonio en placas de 96 pozos con fundamento en la reaccion Weatherburn
(Weatherburn, 1967; Tong et al., 2004) (Figura 14).

Figura 14. Reaccion de formacion de indofenol (tomado de Lau et al., 2003)

6.3.2. Purificacién parcial de la enzima ureasa de H. pylori.

54



Se preparo un cultivo de bacterias en medio Mueller-Hinton como ya se explicé
en la seccion anterior y se incubd hasta que alcanzé una Agg= 0.3 (=1x10® UFC/mI) se
tomaron 50 ml de cultivo y se centrifugd dos veces con 9 ml de PBS (pH=7.2) durante
10 min a 5 000 rpm y 4 °C.

El sedimento obtenido se resuspendié en 5 ml de PBS sobre un bafio de hielo.
La ruptura de las bacterias se realiz6 por sonicacion, se le afiadié 50 pl de un cocktail
de inhibidores de proteasas (SIGMA) y 10 yl de EDTA (1 mM).

El extracto de bacterias se centrifugé durante 10 min a 12 000 rpm y 4 °C
(centrifuga Sorvall RC 5C Plus, rotor SS34). El sobrenadante obtenido contiene la
enzima ureasa con una mezcla de proteinas y material celular. Esta porcién se
centrifugd nuevamente por 40 min a 45 000 rpm y 4°C (ultracentrifuga Beckman XL-
90, rotor 65- Ti), el sobrenadante se filtré con un Centricon® con un tamafio de corte
de 100 KDa (la enzima ureasa tiene un peso molecular de 550 KDa a 1000 rpm, 4 °C
hasta obtener un volumen de 500 ul del concentrado, en el cual se encuentra la
enzima ureasa parcialmente pura, la cantidad de proteina fue determinada mediante el

método de Bradford empleando como estandar, albumina de suero bovino (BSA).
Donde:

Reactivos para desarrollar color

Reactivo de color A: fenol 0.714 M

Reactivo de color B: NaOH 0.719 mM y NaClO 0.177 mM (0.44%)

Solucion de urea 75 mM

Soluciones de (NH,), SO, para curva de calibracién: 7.3, 14 y 29 mM.

6.3.3. Determinacion de la actividad inhibitoria de CAl y fracciones primarias

sobre la enzima ureasa

El estudio del efecto de CAl y sus fracciones primarias se realizé mezclando los

distintos reactivos en las cantidades especificadas en la Tabla 3
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Tabla 3. Reactivos empleados para determinar el efecto inhibitorio de CAIl y fracciones primarias sobre la enzima ureasa, la
adicion de los reactivos fue en orden de izquierda a derecha

Enzima AHA* | Extractosy Pre-incubacién Incubacién con | Reactivo de | Reactivo de
(ul) | parcialmentepura | (ul) | fracciones 10 min el sustrato color A’ color B”
() () 10 min () ()

Control
negativo

Control

positivo

NG N N N AN N N [ S ——

Control ureasa

Controlurea -—-——--———
Control
extracto solo

* AHA, acido acetohidroxamico
Concentraciones finales de: Reactivo de color A: fenol 0.119 mM, Reactivo de color B: NaOH 0.119 mM y NaCIO 0.059 mM, Solucion stock de urea: 5 mM
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Las condiciones de incubacion fueron a 37 °C protegiendo de la luz y sin
agitacion. La preincubacion tiene el objetivo de inicial la interaccion del extracto
correspondiente con la enzima ureasa, el periodo de incubacion junto con el sustrato es
para que se lleve a cabo la reaccion enzimética de la ureasa, Una vez transcurrido este
tiempo se afiaden los reactivos de color, colocando los reactivos se coloco la placa en un

equipo ELISA para efectuar su lecturaa A=

Todos los valores obtenidos fueron comparados con una curva patron de amonio
cuya fuente es (NH,),SO, a diferentes concentraciones (concentraciones finales de NH,=
7.3, 14y 29 mM).

Andlisis de resultados

Una vez obtenidos los valores experimentales de absorbencia, se utilizé la
siguiente ecuacion para restar la contribucién de los distintos reactivos adicionados y

obtener la absorbencia final real (Ar).
C-(US + UR)= Ar

Donde: (C) es igual al promedio de las absorbencias de los controles negativos,
(UR) es el promedio de los controles de urea y (US) el promedio de los controles de

ureasa.

Para calcular el porcentaje de inhibicién enzimatica se utilizé la siguiente

expresion:
100- (X-(US+UR+T))= % de inhibicion

Donde: (X) es igual al promedio de las absorbencias de los tratamientos y (T) el

promedio de las absorbencias de los controles de cada extracto o fracciéon sola.

Los valores obtenidos se interpolan en la curva patron de amonio para calcular la
cantidad de moles obtenidos en la reaccién por la accion de la ureasa, asi mismo se

calculo la actividad especifica expresada en; nanomoles de amonio/min/ug de proteina.
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6.4.1. Evaluaciones in vivo
Animales

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1 con un peso promedio de 20-25 g
los cuales fueron suministrados por el bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM.
Los animales fueron tratados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para el cuidado de
los animales (NOM-062-Z0O0-1999). Se mantuvieron bajo condiciones de laboratorio por
un periodo aproximado de 3 dias con acceso libre de agua y alimento, fueron sacrificados

utilizando una camara de CO,

6.4.1.1. Determinacion de la Toxicidad Aguda del Extracto acuoso integro
(CAl).

La toxicidad aguda de CAI se evalu6 mediante el establecimiento de la
dosis letal media (DLsp) utilizando la metodologia descrita por Lorke (1983). El
protocolo consta de dos fases: en la primera, se emplean grupos de 3 animales
cada uno con 12 hrs de ayuno y agua ad libitum. Estos fueron observados durante
los 30 min previos a la administracion por via oral de tres dosis distintas de CAIl a
evaluar (10, 100 y 1000 mg/Kg) diluido en solucién salina isotonica (SSI). En la
segunda fase de la prueba, las dosis seleccionadas se determinan de acuerdo al
namero de animales muertos en la primera fase (criterios de Lorke) y se sigue el
mismo procedimiento de la primera fase. Una vez administrado el extracto a
evaluar, el comportamiento de los animales fue observado y registrado durante las
primeras 8 hrs y posteriormente, cada 24 hrs por un periodo 14 dias; para asi
determinar algun cambio en su patron conductual, efectos téxicos o la muerte.
Como control negativo para cada fase, y de manera complementaria, tres
animales adicionales fueron administrados con el vehiculo utilizado donde se
suspendieron los tratamientos de prueba (1 ml/Kg). Al final de los experimentos,

los animales fueron sacrificados.

6.4.1.2. Determinacion del efecto antiinflamatorio, mediante el modelo de edema

auricular inducido con TPA y xilol
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Se evalué la actividad antiinflamatoria mediante el modelo de edema agudo
inducido por el TPA y xilol en oreja de raton (De Young et al., 1989; Xiaofeng et
al., 2012). Los animales fueron anestesiados previamente con una solucién de
pentobarbital sodico de uso veterinario al 10% por via i.p. Los extractos y
fracciones (0.1-0.5 mg/oreja por via topica y 10-100 mg/Kg p.0.) se suspendieron
en etanol al 70% y SSI, respectivamente. Como control positivo se empled a la
indometacina (0.5 mg/oreja de manera topica y 10 mg/Kg p.o.) disuelta en acetona
o SSI. Los farmacos de referencia y las muestras fueron preparados minutos antes
del ensayo. Para la cuantificacion del edema se midio el grosor auricular al inicio y
al final del experimento con la ayuda de un micrémetro (Mitutoyo no. 293-831). De
manera adicional, se tomaron biopsias de 7 mm de didmetro de cada oreja y se
determind el peso. El efecto antiinflamatorio se expresa como él % de inhibicién

del edema auricular.
%lInhibicion=((AEc-AEe)/AEc)*100

Donde: Ee es el promedio de las lecturas de grosor de los animales
experimentales y Ec de los controles Para la administracién oral, los tratamientos y
farmaco de referencia se administraron a razén de 10 ml/Kg de peso, 30 min antes
del agente injuriante. Cuando la administracion fue tdpica, los tratamientos y
farmaco de referencia se administraron inmediatamente después del agente

edematogénico.

Agente edematogénico 13-acetato del-12-O-tetradecanoil-forbol (TPA)

A cada animal se le administrd, de manera topica en la oreja derecha 20
pl/oreja de los tratamientos de prueba o los farmacos de referencia;
inmediatamente se administré en ambas orejas 2.5 ug del agente injuriante (TPA)

disuelto en 20 ul de acetona. 4 hrs después, los animales fueron sacrificados

Agente injuriante xilol
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A cada animal se le administré6 de manera topica en la oreja derecha 20
pl/oreja del extracto de prueba o los farmacos de referencia; inmediatamente
después se administraron 30 ul de xilol en la oreja derecha y una hora después los

animales fueron sacrificados.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

Desde que la infeccion por H. pylori ha sido aceptada como una de las causas
primarias de la Ulcera péptica y su relacion directa con la aparicion de cancer gastrico, la
busqueda de nuevos tratamientos que eviten los efectos secundarios indeseados y
antibidticos a los cuales no sea resistente la bacteria se ha intensificado en distintos
campos de la investigacion (Slover et al., 2009). En la mayoria de los paises en vias de
desarrollo, el uso de la medicina tradicional a base de plantas es empleada de manera
comun para el tratamiento de padecimientos gastrointestinales, incluyendo la gastritis,
Ulcera péptica y diarrea. Las ventajas que ofrece el uso de estas especies vegetales para
el tratamiento de distintos padecimientos no solo se acotan a la enfermedad en cuestion,
sino que, debido a la presencia de distintos compuestos, ofrecen la posibilidad de efectos

polifarmacologicos (Digest, 1987).

El presente trabajo de tesis describe la evaluacion anti-H. pylori y antiinflamatoria
del extracto acuoso de la especie medicinal C. aequipetala, empleada de manera
tradicional como antiinflamatorio y para el tratamiento de trastornos gastrointestinales,
como gastritis, infecciones, dolor, disenteria y diarrea; y que previamente fue identificada

como activa frente H. pylori in vitro (Castillo-Juarez et al., 2007).

7.1.1. Preparacion y fraccionamiento biodirigido del extracto acuoso integro

En primer lugar, se realizd6 la preparacion del extracto acuoso mediante una
infusion (CAIl) con un rendimiento del 10%. Cabe sefalar que la infusion es una de las

formas tradicionales en que ésta planta medicinal se usa con fines terapéuticos.

Posteriormente, CAl se sometié al fraccionamiento primario, el cual fue realizado
por particiones liquido-liquido. Como resultado se obtuvieron 4 fracciones primarias que,
conforme se aumentaba la polaridad del disolvente empleado se obtenia un mayor
rendimiento (Tabla 4), esto nos podria indicar que la mayoria de los compuestos

contenidos en el extracto acuoso son de naturaleza polar. Como se puede observar en la
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CCF (Figura 15), cada una de las fracciones extraidas concentrd distintos grupos de

compuestos.

Tabla 4. Nomenclatura, rendimiento y actividad anti-H. pylori de CAl y sus fracciones
primarias (CA1, CA2, CA3, CA4)

imi 0 CMI

(ng/ml)
** Extracto integro CAl 100 **10 125
Extraida con diclorometano CAl 2.03 2.03 15.2
Extraida con acetato de etilo CA2 20.05 20.05 250

** E| valor de rendimiento del extracto acuoso integro esta determinado a partir de la
cantidad total del material vegetal utilizado

Sulfato cérico amoniacal A 365 nm A 254 nm

Al CA1 CA2CA3 CA4 CA4 CAI CA1CA2 CA3 CA4

Figura 15. Perfil cromatografico de CAl y sus fracciones primarias (CA1, CA2, CA3 y CA4). El
sistema de eluciéon contiene AcoEto-MeOH-H,O (5:4:1), se reveld a dos diferentes longitudes de
onda (A= 365 y 254) y con el agente revelador sulfato cérico.

Enseguida se prosigui6é a la evaluacion del potencial anti-H. pylori del extracto y
fracciones primarias. Cabe destacar que las evaluaciones de la actividad antibacteriana
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se realizaron en cultivo liquido de acuerdo a lo reportado previamente en nuestro grupo
de trabajo (Castillo-Juarez et al.,, 2009). Aun cuando las guias internacionalmente
aceptadas para este fin recomiendan la evaluacién de productos puros en cultivos solidos
(CLSI, 2005), la solubilidad de los extractos y fracciones de origen vegetal limitan su
evaluacion. En el laboratorio se ha demostrado que la disponibilidad de las moléculas se
favorece al afiadir los extractos directamente sobre las bacterias en una cantidad reducida

de medio liquido, por tal motivo, nuestras muestras fueron probadas asi.

La CMI obtenida para CAIl fue de 125 pg/ml. Este valor concuerda con lo

previamente obtenido por Castillo-Juarez y colaboradores en 2009.

En cuanto a la actividad anti-H. pylori de las fracciones primarias observamos que
CAl presenta la mejor actividad (CMI=15.2 ug/ml) (Tabla 4) en comparacion con el
extracto integro y la fraccion primaria CA2 (CMI= 250 ug/ml), por otro lado CA3 y CA4
presentaron valores mayor e igual a 250 ug/ml. En la Figura 16, se muestra el efecto de
las diferentes concentraciones probadas de cada una de las fracciones primarias y del
extracto. En comparacién con el antibiético de referencia metronidazol, CAl tiene una
actividad muy buena comparada con el este ultimo (CMI 300 ug/ml) y aunque no mejora la
CMI de la amoxicilina (CMI= 0.01 pg/ml, datos no mostrados en la figura), se puede
considerar con muy buen potencial en la busqueda de compuestos bioactivos, dado que

CA1 es aun una fraccion metabdlicamente compleja.
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Figura 16. Actividad inhibitoria del extracto acuoso integro (CAl) y de sus fracciones primarias

(CAl, CA2, CA3 y CA4) comparadas con el farmaco de referencia metronidazol empleando
cultivos de H. pylori.

Por su parte CA2, si bien no tuvo una CMI tan buena como CA1, su valor también
es mejor que el del metronidazol, por lo que del mismo modo debe considerarse con
potencial en la busqueda de compuestos anti- H. pylori. De tal forma, se observé que las
fracciones de menor polaridad presentaban mejor actividad en contra de la bacteria, lo
que nos hace suponer que los compuestos activos del extracto acuoso corresponden a
los de polaridades bajas. CA3 aun cuando no presento un buen potencial antibacteriano
se fracciono debido a otras actividades farmacoldgicas importantes relacionadas con la

bacteria como la inflamacién y la presencia de ulceras gastricas. Finalmente CA4 no fue
sujeto de ningln proceso de fraccionamiento.

7.1.2. Fraccionamiento secundario de CA1l
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Dado que esta fraccion fue la de mejor efecto inhibitorio sobre H. pylori (CMI 15.62
pg/ml), se sometié a un fraccionamiento secundario con una CCA de silica gel 60. De este
proceso se obtuvieron un total de 326 fracciones y de acuerdo al monitoreo realizado
mediante CCF, se formaron seis reuniones finales nombradas CA1-A a la F con los
rendimientos que se muestran en la Tabla 5 y con los perfiles cromatogréficos en CCF
presentados en la Figura 17. Estas fracciones fueron evaluadas contra el crecimiento de
la bacteria y, los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 5. De lo anterior se
desprende que las seis reuniones poseian una CMI muy buena en comparacion con el
metronidazol (300 ug/ml). Las dos fracciones con la mejor actividad (CMI’s) fueron CA1-B
y CA1-C (CMI 7.3 pyg/ml) las cuales mejoraron la actividad de CA1 que les dio origen. El
fraccionamiento fue adecuado debido a que se mejoro la actividad anti-H. pylori
comparado con CAL, en su perfil cromatogréafico se puede observar que las fracciones
mas activas son de naturaleza menos polar (excluyendo a CA1-A), sin embargo, el

rendimiento es bajo y la complejidad metabdlica alin es grande.

Tabla 5. Nomenclatura y actividad anti-H. pylori de las fracciones secundarias de CA1

_

CAl1 15.2
CAl-A 250
CA1l-B 7.3
CAl-C 7.3
CA1-D 31.2
CAl-E 31.2
CA1l-F 125

Metronidazol 300
Amoxicilina 0.01
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Figura 17. Perfil cromatogréfico de las fracciones secundarias de CAL. El sistema de elucion
empleado fue 5:4:1 MeOH:AcoEto:H,0, como agente revelador se empled sulfato cérico.

7.1.3. Fraccionamiento de CA2

Por su parte, el fraccionamiento secundario de CA2 (con una CMI de 250 ug/ml) se
realizé por un proceso de precipitacion formando dos fracciones secundarias: Una soluble
en acetato de etilo y otra soluble en metanol. Para identificarlas fueron nombradas CA2-A
y CA2-B, respectivamente. La evaluacion antimicrobiana mostré que CA2-A (62.5 ug/ml)
posee la mejor actividad inhibitoria sobre el crecimiento de H. pylori (Tabla 6), en
comparacion con su antecesora CA2 y el metronidazol (250 y 300 pg/mi
respectivamente), ademas observamos que dicha fraccion es la menos polar de ambas,
esto nos permite asegurar que el procedimiento empleado para fraccionar a CA2 fue el
idoneo, de tal manera que podemos proponer el uso de esta fraccion para continuar el
estudio biodirigido. No obstante que el valor de CMI de CA2-B no mejor0 a la que le dio
origen, si mantiene la actividad antimicrobiana, lo que nos permite sugerir su

fraccionamiento posterior.
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Tabla 6. Nomenclatura, rendimiento y actividad anti-H. pylori de las fracciones
secundarias obtenidas de CA2.

Peso (mg) CMl i)

3000 14.96 62.5
658.4 3.28 250

7.1.4. Fraccionamiento terciario de CA2-Ay CA2-B

CA2-A se fraccion6 mediante CCA de gel de silice, obteniendo 189 fracciones,
este proceso fue monitoreado por CCF. Como resultado se obtuvieron 7 reuniones (CA2-
Al al VII), (Tabla 7 y Figura 18). Las dos primeras (CA2-Al y CA2-All) poseen la mejor
actividad inhibitoria con valores de 7.3 pg/ml aunque otras fracciones también mejoraron
la actividad de CA2-A. La actividad de CA2-Al y All es muy buena comparada con los
valores reportados para metronidazol (300 pg/ml), sin embargo no logra superar la
actividad de la amoxicilina (0.01 ug/ml), recordando que este farmaco de referencia es un

compuesto puro y las fracciones terciarias aun no se encuentran puras.

CA2-B se procesé mediante una CCA de exclusion molecular con Sephadex LH-
20. Las porciones obtenidas fueron agrupadas en 5 fracciones (CA2-Bl ala V), (Tabla 7 y
Figura 19). El fraccionamiento no fue el adecuado, la actividad anti-H. pylori se mantuvo

igual en todas las fracciones (250 pg/ml).
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Tabla 7. Nomenclatura, rendimiento y actividad anti-H. pylori de las fracciones terciarias
de CA2-Ay CA2-B

Nombre R % CIVl Nombre R % CMi
(ng/ml) (mg) (ng/ml)

31.2

205.2 6.84 1415 215 250
CA2- Alll
CA2- AlV
390.5 13.01 125 80.2 12.2 250
CA2- AV CA2- BV
602.5 20.08 62.5
CA2- AVI
857.2 28.57 31.2
CA2- AVII
300 300
Metronidazol
0.01 0.01

Amoxicilina
R %= Rendimiento (%)
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A 254nm

CA2-Al

CA2-All

CA2-Alll

CA2-AIV CA2-AV CA2-AVI CA2-AVIL

A 365nm

CA2-Al

CA2-All

CA2-Alll

CA2-AIV CA2-AV CA2-AVI CA2-AVII
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Sulfato cérico amoniacal

CA2-AIV CA2-AV CA2-AVI CA2-AVII

Figura 18. Perfiles cromatograficos de las fracciones terciarias de CA2-A. El sistema de elucién
contiene AcOEt-MeOH (8:2) mas 2 gotas de &cido férmico, se reveld con luz UV a dos diferentes
longitudes de onda (A=365nm y 254nm) y con el agente revelador sulfato cérico.
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A 254nm A 365nm Sulfato cérico amoniacal

CA2-BI CA2-BIl CA2-BIll CA2-BIV CA2-BV CA2-Bl CA2-BIl CA2-BIll CA2-BIV CA2-BV CA2-BI CA2-BIl CA2-BIll CA2-BIV CA2-BV

Figura 19. Perfiles cromatograficos de las fracciones terciarias de CA2-B. El sistema de elucion
contiene AcOEt-MeOH-H,0 (7:2:1) mas 2 gotas de acido férmico, se reveld con luz UV a dos
diferentes longitudes de onda (A= 365nm y 254nm) y con el agente revelador sulfato cérico.

7.1.5. Fraccionamiento secundario de CA3

Aun cuando CA3 no mejoré la actividad anti-H. pylori de CAI; algunas pruebas
realizadas en el laboratorio demostraron que esta fraccion primaria posee interesantes
efectos antiinflamatorios y gastroprotectores [(evaluados mediante los modelos de edema
agudo inducido con xilol y TPA (datos mostrados més adelante) y el de ulcera aguda
inducida con etanol absoluto (a 100 mg/Kg mostro un efecto gastroprotector de 69.2%)]
por tal motivo se continuo con el fraccionamiento secundario. Este se realiz6 por CCA de
exclusion molecular (Sephadex LH-20 y MeOH); se obtuvieron 5 fracciones y fueron
agrupadas de acuerdo a su orden de elucion (CA3-l a la V). La evaluacion antimicrobiana
permitié identificar a dos fracciones con un buen potencial anti-H. pylori (CA3-A, CMI de
31.2 pg/ml), seguida de CA3-B (CMI 125). El resto de ellas fueron menos activas (= 250
ug/ml) (Tabla 8 y Figura 20).

Finalizando lo concerniente al proceso de fraccionamiento, la fraccién primaria que
presento el menor efecto anti-H. pylori fue CA4 (CMI de méas 250 ug/ml), por tal motivo no

se continuo con su fraccionamiento, las fracciones de mayor polaridad no presentaron una
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buena actividad en contra de la bacteria, en comparacion con la fraccion de mas baja
polaridad (CA1).

El efecto mostrado por las fracciones primarias y secundarias corrobora el
comportamiento antes mencionado donde las fracciones con menor polaridad presentan

una mejor actividad anti-H pylori.

Estos valores en comparacién con los farmacos de referencia metronidazol y
amoxicilina (CMI de 300 y 0.01 ug/ml, respectivamente), provee de evidencia que las
fracciones de baja polaridad pueden ser fuentes potenciales de compuestos anti-H. pylori
y podemos proponer a C. aequipetala como una planta con un buen potencial inhibitorio

en contra de la bacteria.

Tabla 8. Nomenclatura, rendimiento y actividad anti-H. pylori de las fracciones
secundarias de CAS3.

R
%

I I A B

CA3 B

CA3D >250

CA3 F 16-18 2300

SR I O

A 254 nm A 365 nm Sulfato cérico amoniacal
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CA3-A CA3-B CA3-C CA3-D CA3-E CAE-F CA3-G |l cA3.A CA3-B CA3-C CA3-D CA3-E CAE-F CA3-G CA3-A CA3-B CA3-C CA3-D CA3-E CAE-F CA3-G

Figura 20. Perfiles cromatogréficos de las fracciones secundarias de CA3. El sistema de elucion
contiene AcOEt-MeOH-H,O (6:2:2) mas 2 gotas de acido férmico, se revel6 a dos diferentes
longitudes de onda (A= 365nm y 254nm) y con el agente revelador sulfato cérico.

En este trabajé no se logro aislar compuestos de las fracciones que presentaron
buena actividad inhibitoria contra H. pylori, principalmente por el bajo rendimiento de las
fracciones mas activas. Ejemplo de ello es CA1 con un rendimiento de 2.03%, y sus
fracciones secundarias; en cambio las fracciones mas polares pero menos activas
presentaron rendimientos entre 35.42 y 42.5% (CA3 y CA4 respectivamente), 1o mismo

sucedio en los subsecuentes fraccionamientos.

El comportamiento encontrado durante el fraccionamiento biodirigido de CAI,
concuerda con algunos ensayos en la literatura donde se observa que extractos de
polaridades bajas o intermedias, poseen mejores actividades anti-H. pylori que de
aquellos que se obtienen con disolventes de alta polaridad como el agua. En algunos
ensayos se muestra este fenbmeno, por ejemplo, Gadhi y colaboradores en 2001
evaluaron la actividad anti-H. pylori de la planta Aristolochia paucinervis originaria de
Marruecos. Este trabajo partié de dos extractos metandlicos provenientes de rizomas y de
hojas, respectivamente. De cada uno de los extractos se realizaron fraccionamientos
sucesivos por particiones liquido-liquido, de donde se obtuvieron cuatro fracciones de
cada uno (Hexano, cloroformo, acetato de etilo y n-butanol). Posteriormente se les
determin6 su CMI empleando el método de dilucion en placa, se probaron las 8 fracciones
obtenidas de los dos extractos metanolicos. Como resultado solo cuatro fracciones
presentaron efectos inhibitorios, dos de ellas fueron los extractos metandlicos iniciales y

las otras restantes fueron las fracciones hexanicas tanto de hojas como de rizomas. La
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fraccidn hexanica obtenida a partir de rizomas mostro una CMI de 16 ug/ml mientras que
la fraccion extraida con hexano a partir del extracto metandlico de hojas presento la mejor
actividad inhibitoria CMI de 4 pg/ml mejorando la actividad de su predecesora (CMI de 32
ug/ml) con estos resultados se puede observar que los extractos de menor polaridad

presentan una mejor actividad inhibitoria (Gadhi et al., 2001).

En otro reporte se pudo observar este mismo comportamiento. Chinniah y
colaboradores (2009), mediante el fraccionamiento biodirigido de un extracto metandlico
de las parte aéreas de Tephrosia purpurea (CMIs,=100 pug/ml) lograron identificar que las
fracciones de menor polaridad incrementaron su actividad comparandolos con los de
mayor polaridad y el extracto de origen. De esta forma, las fracciones hexanica y
cloroformica mejoraron la actividad del extracto inicial (CMls, =50 y 25 ug/mi
respectivamente), mientras que aquellas porciones obtenidas por la particién con butanol

y el acuoso residual fueron menos activas (CMls, 200 y 100 ug/ml).

Considerando lo anterior, acerca de la polaridad de las fracciones méas activas, es
posible preparar un extracto empleando disolventes menos polares como hexano,
diclorometano u alcoholes como metanol o etanol. Con el fin de encontrar fracciones
activas que tengan mejor rendimiento y que puedan purificarse los compuestos bioactivos
con mayor facilidad.

7.2.1. Actividad anti-ureasa

Como se describi6 anteriormente, esta enzima es muy importante para la
sobrevivencia de la bacteria ya que es usada para neutralizar el microambiente acido que
rodea a la bacteria mediante la hidrolisis de la urea, generando di6éxido de carbono vy
amonio. Por este motivo se evalué la actividad inhibitoria sobre esta enzima para obtener
evidencia suficiente de que C. aequipetala puede tener un efecto integral en contra de la
bacteria. Se evalud el extracto acuoso integro y sus fracciones primarias. CAl mostré una
actividad inhibitoria considerable comparada con un inhibidor competitivo reversible, el
acido acetohidroxamico (AHA) (control positivo), el cual se une a la enzima en su sitio
activo. Con respecto a las fracciones primarias, CA3 presentd la mejor actividad

inhibitoria.
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La evaluacion se realiz6 empleando la reaccion de Weatherburn. Los resultados
(Figura 21) mostraron que CAIl y las fracciones primarias CA2, CA3 y CA4 (31.25-250
ug/ml), provocaron un efecto inhibitorio importante. CAl y CA3 fueron los Unicos
tratamientos que alcanzaron el 100% de inhibicion de la enzima a concentraciones de 250
y 125 ug/ml, respectivamente. CAL1 no fue probado con este método debido a su bajo

rendimiento.

AHA inhibi6 en un 94.58% a una concentracion de 200 pg/ml. Todas las

fracciones, incluyendo a AHA, mostraron un comportamiento concentracién-dependiente.

Estos resultados nos indican que CAl y, en especial la fraccion CA3, representan
fuentes potenciales de inhibidores de ureasa, algo muy importante considerando que esta
enzima es un blanco terapéutico para erradicar al bacilo y es trascendental para la

sobrevivencia de la bacteria ya que es usada para neutralizar su microambiente.

Es interesante hacer notar que CA3, que presentd la mejor actividad inhibitoria
sobre la ureasa (100% de inhibicion con 125 pg/ml), no presentd la mejor actividad
inhibidora del crecimiento del cultivo de H. pylori (CMI >250 pg/ml). Por su parte, CA2,
que tenia mejor actividad frente al crecimiento del cultivo bacteriano (CMI= 250 ug/ml),
tuvo menor efectividad que CA3. Desgraciadamente la fraccion CALl, que era la mas
activa frente a H. pylori, no pudo ser evaluada para la actividad ureasa. Las discrepancias
encontradas se puede relacionar con la metodologia de las dos pruebas, durante la
determinacion de la CMI, el cultivo de H. pylori esta a pH neutro y la enzima no es
utilizada por la bacteria porque estd en un ambiente apropiado para su crecimiento; en
cambio, en el ensayo colorimétrico para determinar la actividad de la ureasa, se utiliza a la
enzima parcialmente pura y condiciones 6ptimas para la reaccién por lo que es posible

ver el efecto directo del extracto sobre la enzima.

Los resultados muestran que estas metodologias (cultivo en medio liquido y el
método colorimétrico empleando la reaccién de Weatherburn) permiten visualizar blancos
terapéuticos diferentes de los extractos, por ejemplo, CA3 es capaz de inhibir a la enzima
ureasa, cuando esta directamente en contacto con ella, pero no en un cultivo in vitro, por

lo que es muy importante considerar esto al querer disefiar una terapia contra la bacteria.

Actualmente, se busca que los nuevos farmacos en contra de H. pylori eviten la
invasion y prevalencia de la bacteria en casos de gastritis y Ulcera péptica, por lo que al

inhibir esta enzima, la bacteria no se encontraria en un ambiente adecuado para
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sobrevivir y mucho menos reproducirse (Castro-Fernandez et al., 2004; Xiao et al., 2007;
Shin et al., 2009). Muchos trabajos en la literatura cientifica dan cuenta de ello y de la
importancia de las plantas medicinales como fuente de estos metabolitos bioactivos
(Mehreen et al., 2012). Por lo tanto, la busqueda de nuevos inhibidores de la ureasa con
una buena biodisponibilidad y toxicidad baja es importante, especialmente en los paises
de bajos ingresos con alta tasa de infeccion de H. pylori (Mahmood et al., 2012).

En trabajos realizados en la universidad de Iran, estudiaron el efecto inhibitorio
sobre la enzima ureasa (Jack-Bean), por plantas utilizadas en la medicina tradicional. Se
evaluaron extractos (MeOH-H,0) de 21 plantas; de las cuales 5 de ellas presentaron un
efecto inhibitorio cercano al 90% a una concentracién de 1 mg/ml, estas cinco plantas
fueron Camelia sinensis (95.4% de inhibicion), Citrus aurantifolia (97.6%), Matricaria
recutita (88.9%), Nasturtium officinale (99.1%) y Punica granatum (96.7%) (Mahmood et
al., 2012). Comparando estos resultados con los presentados en esta tesis, CAl y CA3
con concentraciones mas bajas (250 y 125 ug/ml) presentaron efectos inhibitorios

favorables inhibiendo en su totalidad a la enzima.

-8~ AHA (C+)
CAl
-+ CA2
CA3
& CA4
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% de Inhibicion
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Figura 21. Efecto inhibitorio del extracto acuoso integro (CAl), sus fracciones primarias (CA2, CA3
y CA4) obtenidas de C. aequipetala sobre la actividad de la enzima ureasa. Se uso el 4cido
acetohidroxamico (AHA) como control positivo. Cada punto representa el promedio de tres

repeticiones n=3 + E.E.M

76



Evaluaciones en modelos animales

7.3.1. Determinacion de toxicidad aguda (método de Lorke)

Por tradicién popular, los individuos de las distintas comunidades han descartado
aguellas plantas detectadas como toxicas. La informacion existente acerca de la toxicidad
de plantas usadas en la medicina tradicional es limitada, por lo que estudios de toxicidad
aguda y crénica en animales de experimentacién se hacen imprescindibles al momento de

evaluar su utilizacion en terapéutica (Alvarez et al., 1990).

Los estudios de toxicidad aguda constituyen generalmente la primera etapa en la
investigacion y estan destinados a evaluar la naturaleza cualitativa y cuantitativa de los
efectos téxicos de un determinado producto luego de un corto tiempo de exposicion

(Gorzalczany et al., 1999).

Durante las dos etapas de las que consiste la metodologia de Lorke, se demostré
gue ninguna de las dosis administradas de CAIl (10 a 5000 mg/Kg) via intragastrica
provocé defunciones de los animales empleados (n=3, para cada dosis a probar) (Tabla
9), tampoco presentaron cambios conductuales significativos en comparacién con el
control (solo vehiculo). De acuerdos a estos valores obtenidos se puede determinar que la
DLsy >5000 mg/Kg, concluyendo que CAIl no presenta ningun efecto toxico bajo este

modelo.

Tabla 9. Toxicidad aguda de CAIl por el método de Lorke

Etapa 1 Dosis (mg(Kg) 10 100 1000
Animales muertos 0 0 0
Etapa 2 Dosis (mg(Kg) 1600 2900 5000
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Animales muertos 0 0 0

Previamente se habia determinado el potencial citotoxico de C. aequipetala, donde
se encontr6 que algunos extractos como el acetona-agua y el metandlico, resultaron
activos contra las siguientes lineas celulares; Hep-2 (carcinoma de laringe), HCT-15
(carcinoma de col6n) y DU-145 (carcinoma de préstata) y sobre la linea celular UISO-
SQC1 (células escamosas de carcinoma de cérvix [cuello uterino]) (Bucay et al., 2003;
Vega Avila et al., 2004).

Por otra parte, no resultaron con actividad citotoxica frente a las lineas: KB
(Carcinoma nasofaringeo) y HCT-15 COLADCAR (carcinoma de colon).

La investigacion bibliografica sobre antecedentes toxicol6gicos de C. aequipetala
solamente arrojan que los extractos de etanol, n-butanol y acetona son téxicos bajo el
modelo de estudio que utiliza Artemia salina, reportando una CLg, de 5011.87, 3000 y
2100 ppm respectivamente (Reyes, 2010). Estos resultados no se pueden comparar
directamente con alguna actividad en el ser humano ya que se trata de un crustaceo y no
esta relacionado evolutivamente con los mamiferos. Cabe mencionar que C. aequipetala

se utilizaba tradicionalmente sin ningln registro de toxicidad aguda in vivo.

7.4.1. Estudio de la actividad antiinflamatoria

El empleo de esta especie en desordenes gastrointestinales, especialmente la

gastritis, nos hace pensar que podria poseer principios activos antiinflamatorios.

La caracteristica distintiva principal por la que H. pylori inicia la inflamacién en la
mucosa gastrica es la produccién de citocinas inflamatorias y el estrés oxidante que
conduce a la gastritis en todos los individuos infectados (Keates et al., 1997). Por lo tanto,
seria conveniente encontrar nuevos agentes, que ademas de contar con una actividad

anti-H. pylori tuvieran también propiedades anti-inflamatorias.

En este trabajo reportamos la actividad antiinflamatoria de CAl y sus fracciones
primarias, a excepcion de CA1l (por no contar con suficiente material para las pruebas).
Las muestras fueron evaluadas mediante el modelo de edema agudo inducido con xilol y
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TPA en oreja de ratdn y para conocer la influencia de la via de administracion, el extracto

y las fracciones fueron aplicados de manera topica y oral.

Los resultados demaostraron que CAIl posee un mejor efecto antiinflamatorio en el
modelo con xilol y un efecto moderado en el modelo con TPA mediante las dos vias de
administracién (oral y topica). En los dos modelos CAI presento un comportamiento dosis

dependiente.

Por ejemplo la mejor actividad obtenida con CAIl implementando xilol como agente
edematogénico, fue mediante la administracion oral a una dosis de 30 mg/Kg, 36.36% de
inhibicién; comparada con el 54.36% presentada por la indometacina por via oral en una
dosis de 10 mg/Kg (Tabla 10). Con TPA, CAl por la misma via de administracion a una
dosis de 100 mg/Kg, mostro la mejor actividad (27.26%), en este caso se comparé con el

valor mas alto de indometacina via oral (48.93%), con 10 mg/Kg (Tabla 10).

En cuanto a las fracciones, en el modelo de edema agudo inducido con xilol, casi
todos los tratamientos mostraron un efecto inhibitorio mayor en comparacion con los
administrados con el agente edematogenico TPA. Los resultados obtenidos con xilol
fueron: para CA2 a dosis de 100 mg/Kg y CA3, CA4 a 30 mg/Kg administrados por la via
oral presentaron los siguientes valores de % de inhibicién: 25.57, 31.65 y 28.29%,
respectivamente) (Tabla 11) mientras que con el modelo con TPA empleando una dosis
de 100 mg/Kg para las tres fracciones (36.03, 16.53 y 15.00% de inhibicion) (Tabla 11).
En cambio, el farmaco de referencia indometacina presentd una mejor actividad inhibitoria
en el modelo con TPA (56.29%) por via oral con una dosis de 10 mg/Kg que con en el

modelo con xilol, por la misma via, en donde se obtuvo un 43.26% de inhibicion.

Las caracteristicas distintivas de estos dos agentes edematogénicos son las
siguientes; la aplicacion tépica de TPA induce una reaccion inflamatoria caracterizada por
edema, acumulacion de células y a nivel molecular la induccién de TNF-a, leucotrienos B4
(LTB4) y prostaglandinas E1, E2 y F2 (De Young et al.,, 1989). La magnitud de la
inflamacién puede estar correlacionada con la induccién de la ciclooxigenasa 2 (COX-2),
la cual alcanza su méxima concentracion en seis horas después de la aplicacion del

edematégeno (De Young et al., 1989).

Por otro lado el edema inducido con xilol se correlacionan con la fase temprana
inflamatoria exudativa (Ozaki, 1990) e implica la accion de aminas vasoactivas tales como

la histamina, la serotonina, quininas (bradiquinina) y metabolitos del acido araquiddnico
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(por ejemplo, prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos) (Green, 1974, Vinegar et al.,
1987), estos mediadores pueden inducir edema en la oreja mediante la promocion de la
vasodilatacion y el aumento de la permeabilidad vascular (Calson, 1985). También se ha
observado en presencia de xilol, la participacion de mediadores inflamatorios como la
histamina, cininas y fibrinolisina (Tao et al., 2011; Eddoukus et al., 2012). La aplicacién de
xilol induce un edema de tipo neurogénico, que estd parcialmente asociada con la
sustancia P; un undecapéptido del sistema nervioso central y periférico que actlia como
un neurotransmisor o neuromodulador en varios procesos fisiolégicos. La sustancia P es
liberada de las neuronas en el cerebro en respuesta al estrés, asi facilita la
neurotransmisién dopaminérgica de las neuronas sensoriales en la médula espinal contra
estimulos nocivos y excita las neuronas dorsales. En la periferia, la liberacion de la
sustancia P de las neuronas sensoriales provoca vasodilatacion y extravasacion de

plasma sugiriendo su papel en la inflamacion neurogénica.

Las fracciones primarias fueron evaluadas y comparadas con indometacina del
mismo modo que CAI, en este caso las fracciones de mayor polaridad mostraron un mejor
efecto inhibitorio que las fracciones de menor polaridad. Por ejemplo empleando xilol, la
fraccion CA4 mostro la mejor actividad antiinflamatoria administrada por via tépica a una
dosis de 0.5 mg/oreja (46.88% de inhibicién). Por otro lado con TPA este fendmeno no se
cumple ya que CA4 administrada por via tépica, a la misma concentracion tuvo un efecto
del 18.83% de inhibicion, empleando este mismo agente edematogénico, la fraccién con
mejor actividad fue CA2 por la via oral con una dosis de 100 mg/Kg (36.03% de
inhibicién). En términos generales CA4 fue la que present6 la mejor actividad incluso

mayor a los valores obtenidos por el farmaco de referencia.

En algunos trabajos como el realizado en la universidad de Nigeria por Okoli y
colaboradores, en donde evaluaron la actividad inhibitoria del extracto hexanico obtenido
de las hojas de la planta Aspilia africana C.D. Adams empleando el modelo edema agudo
inducido con xilol en oreja de ratdn; con dosis de 5 mg/oreja para el extracto y su farmaco
de referencia (indometacina) a la misma dosis, sus resultados fueron buenos ya que
obtuvieron con el tratamiento un efecto de 71.43% y con indometacina un 63.27% de
inhibicion. La aplicacion tépica del extracto de la oreja de ratdn resultdé una muy buena
supresion del edema agudo (Atta et al., 1998, Okoli et al., 2006).

Realizando un analisis comparativo en la planta A. africana la actividad

antiinflamatoria recae en sus fracciones de baja polaridad. Revisando nuestros resultados,
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administradas por la via tépica algunas de las fracciones primarias de C. aequipetala a
dosis mas bajas obtuvieron resultados muy buenos si tomamos en cuenta que se esta
empleando una dosis 10 veces menor, por ejemplo CA4 con 0.5 mg/oreja se obtuvo
46.88% de inhibicion.

Finalmente y de acuerdo a los resultados obtenidos, tanto el extracto acuoso como
sus fracciones primarias, mostraron el mejor efecto antiinflamatorio empleando xilol como

agente edematogénico.

Tabla 10. Efecto de CAl administrada via oral y tépica, sobre el edema inducido

con xilol y TPA en oreja de raton

16.92 + 4.43
30 36.36 £ 7.67

Xilol 100 35.05 £ 3.04
(30 pL/oreja)

Oral 54.83 + 4.68

Indometacina ———
Oral 12.25+1.35
TPA 30 15.60 +2.24
(2.5 pgl/oreja) 100 27.26 £ 0.99

Oral 10 48.93 + 2.36

Indometacina
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Tabla 11. Efecto de las fracciones primarias CA2, 3 y 4 administrada via oral y

topica, edema inducida con xilol y TPA en oreja de ratén

Oral 19.65 +4.72

Xilol 25.57+3.25
CA3 Oral 30 31.65 £ 5.00

100 29.54 +3.48

CA4 Oral 30 28.29 £ 6.25

100 23.53+3.39

TPA CA2 Oral 30 34,75+ 3.29
(2.5ug/oreja) 100 36.03 £+ 3.30
CA3 Oral 30 7.06 £ 2.30

100 16.53 + 1.92

CA4 Oral 30 8.38 £ 3.54

100 15.00 + 3.36
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VIII Conclusiones

Con respecto a la actividad contra H. pylori, al comparar las CMIs obtenidas para
los antibioticos de referencia metronidazol y amoxicilina (300 y 0.01 pg/ml,
respectivamente) con el extracto acuoso integro (CAl) (125 pug/ml) y la fraccion primaria de
diclorometano (CA1, CMI=15.2 pug/ml), concluimos que ambas presentan buena actividad
contra la bacteria. Por su parte, las fracciones secundarias de diclorometano CA1l-A y
CA1l-B (CMI=7.3 pg/ml), la fraccion secundaria de acetato de etilo CA2-A (CMI= 62.5
pg/ml) y la fraccibn secundaria de n-butanol CA3-A (CMI= 31.2 ug/ml) mejoraron la
actividad de su antecesor, por lo que se puede sefialar que tienen un buen potencial para

la obtencion de compuestos con actividad anti-H. pylori a partir de ellas.

En lo que respecta a la enzima ureasa, la evaluacion inhibitoria de CAIl y sus
fracciones primarias, indicaron que, tanto CAl como CA3 inhibieron totalmente la actividad
de la ureasa a dosis de 250 y 125 ug/ml respectivamente, comparando estos resultados
con los obtenidos por el farmaco de referencia el acido acetohidroxamico (AHA) que
inhibié en un 94.58% a una concentracion de 200 ug/ml, se puede sefalar que CAl y CA3
tienen un buen potencial para la obtencién de compuestos con actividad inhibitoria de la
enzima ureasa, ya que el AHA es un compuesto puro y CAl o CA3 aun son extractos sin
purificar. Al comparar los resultados de CMI y la actividad anti-ureasa de CA3, presento
su mejor actividad inhibitoria, en contra de la enzima (100% de inhibicion con 125 ug/ml) y
no presentd una buena actividad inhibidora del crecimiento del cultivo de H. pylori (CMI
>250 pg/ml). Con este comparativo se puede visualizar blancos terapéuticos diferentes de
los extractos, por ejemplo, CA3 es capaz de inhibir a la enzima, cuando esta directamente

en contacto con ella, pero no en un cultivo in vitro.

En seguida se estableci6 el potencial antiinflamatorio del extracto acuoso integro y
sus fracciones primarias. La fracciéon primaria CA4 presento la mejor actividad siendo
administrada por la via tdpica a una dosis de 0.5 mg/oreja (46.88% de inhibicién), las
demas fracciones primarias presentaron efectos inhibitorios buenos comparados con el
control positivo. La administracién oral de CAl mostro una buena actividad (36.36% de
inhibicion del edema a la dosis de 30 mg/Kg). La mayoria de las fracciones fueron dosis
dependientes en los dos modelos edematogénicos (xilol y TPA). La actividad
antiinflamatoria de CAl es muy parecida a la de sus fracciones primarias por lo cual se
puede deducir que la actividad presentada por CAIl estd sustentada por varios

compuestos contenidos en las fracciones primarias.
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Con los datos obtenidos en primera instancia se puede sugerir que la actividad
antiinflamatoria tanto de CAl como de las fracciones primarias esta relacionada con la
formacion de un edema de tipo neurogénico, asociado parcialmente con la sustancia P,
provoca un efecto de vasodilatacion y extravasacion de plasma, estimulando una

inflamacién neurogénica.

Finalmente los estudios de toxicidad aguda de CAI indicaron que la planta no es
toxica con una DLs, >5000 mg/kg de acuerdo al modelo de Lorke. Es el primer ensayo in

vivo empleando animales de laboratorio.

Con estos resultados podemos aportar evidencia parcial de que C. aequipetala
puede ser una alternativa viable en el uso para tratar diversos padecimientos gastricos

como la gastritis y procesos inflamatorios, involucrados o en la infeccién por H. pylori.
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IX Perspectivas

e Continuar con el fraccionamiento sucesivo de las fracciones primarias que
presentaron buenas actividades anti-H. pylori, antiinflamatoria y anti-ureasa, para
la obtencion de compuestos activos.

e Evaluar la actividad anti-H. pylori empleando muestras de aislados clinicos.

o Determinar si se mantiene el efecto anti-H. pylori del extracto acuoso empleando

un modelo de infeccion in vivo.

o Establecer el mecanismo de accién antiinflamatorio de CA4 implementando,

diferentes agentes edematogénicos y aislar a los compuestos responsables.

e De acuerdo con los resultados obtenidos de toxicidad aguda de CAl, es necesario
continuar con un estudio integral empleando modelos in vivo de toxicidad a largo

plazo.
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