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RESUMEN

El uso de plantas medicinales con fines terapéuticos ha sido preservado en nuestra cultura
durante siglos. Diversas especies vegetales en la actualidad son ampliamente utilizadas para
tratar los problemas de salud que se presenten en determinado momento o simplemente
tienen la funcion de prevenir. El objetivo de este trabajo es determinar el efecto inhibitorio del
extracto acuoso de Amphipterygium adstringens en Helicobacter pylori que esta involucrada
en patologias gastricas. En este proyecto se requirié de una capacitacion en el manejo de
ésta bacteria, se utilizé el Método de Mosmann y Microscopia Electronica de Transmision
para dilucidar los resultados.

Se realizd la corroboracion de la cepa de Helicobacter pylori 26695 mediante pruebas
bioquimicas. El extracto se prepar6 calentando 100mL de agua destilada hasta ebullicion, se
colocaron 4.5gr. de Amphipterygium adstringens se retiré del fuego y se dejo reposar 10min.,
se prefiltro y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Después se paso por membranas de
5.0, 0.8, 0.45um no estériles, en seguida se esterilizdé la infusién por filtracién con una
membrana estéril de 0.22um; posteriormente se efectué una prueba de esterilidad haciendo
un sembrado masivo en Agar BHI, teniendo un resultado negativo de crecimiento
microbiano; se obtuvo una concentracion de 4380ug/mL.

Para realizar los ensayos en microplaca se emplearon diluciones dobles y se aplico el
Método de Mosmann ensayando la bacteria con el extracto de Cuachalalate para asi evaluar
la CMI.

Se determind el efecto bactericida y/o bacteriostatico mediante una prueba cualitativa,
posteriormente se hicieron observaciones en el Microscopio Electrénico de Transmision
evidenciando el posible dafio sobre la bacteria. El extracto acuoso de Cuachalalate presenta
un efecto inhibitorio en Helicobacter pylori en todas las diluciones realizadas consiguiendo
asi una CMI de 34ug/mL. El efecto que causo Amphipterygium adstringens es bacteriostatico
y lo que observamos en Microscopia Electronica de Transmision es una alteracion en pared

celular de Helicobacter pylori.



1 INTRODUCCION

1.1 Aparato digestivo.

El aparato digestivo consta de 6érganos huecos que forman un largo tubo

de

aproximadamente 9 metros que comienza de la boca y termina en el ano. En su interior se

encuentra una membrana llamada mucosa esta contiene glandulas que producen jugos que

contribuyen a la digestién de los alimentos. ™

APARATO DIGESTIVO
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1.1.1 Digestion

La digestion comienza en la boca debido a que nuestras glandulas salivales que se
encuentran debajo de la lengua y cerca de la mandibula inferior producen saliva la cual
contiene una serie de enzimas como la amilasa que comienza con la descomposicién de
algunos carbohidratos. El flujo de saliva se pone en movimiento por un reflejo del cerebro

gue se desencadena a través de impulsos nerviosos.

La deglucion que se logra por movimientos musculares de la lengua y la boca desplazan los
alimentos a la faringe siendo esta un pasaje para los alimentos y el aire mide 12.7cm. Una
prolongacion flexible de tejido, denominado epiglotis se cierra sobre la traquea cuando
tragamos para impedir el ahogo.

Desde la garganta, los alimentos pasan por un tubo muscular localizado en el pecho
denominado eso6fago. La peristalsis es un fenédmeno de contracciones musculares con la
cuales los alimentos se dirigen del es6fago al estémago. Normalmente una persona no
percibe los movimientos del es6fago, estomago e intestino. En el extremo del eséfago se
encuentra un anillo muscular denominado esfinter inferior con el que los alimentos ingresan
al estomago, cerrandose para impedir que se regresen los alimentos o los liquidos al

esofago.

El mdasculo del estomago revuelve y mezcla los alimentos con acidos y enzimas
descomponiéndolos en trozos pequefios y digeribles. Las glandulas que revisten al
estébmago producen aproximadamente 2.8 Litros de jugo digestivo al dia. Algunas sustancias
como los azucares, el agua, la sal y el alcohol pueden ser absorbidas a través de la pared
estomacal. La mayor parte de las sustancias en los alimentos necesitan de mayor digestion y
deben pasar por el intestino antes de ser absorbidos. Cuando el estomago se encuentra
vacié en un adulto tiene un volumen de un quinto de una taza pero puede extenderse para

sostener mas de 8 tazas de alimentos después de cada comida.

Cuando los alimentos estan listos para salir del estbmago que ya han sido procesados en un
liquido espeso denominado quimo, se mantienen en este por un tubo muscular del tamafio
de una nuez que se encuentra en la salida del estbmago llamado piloro hasta alcanzar la

consistencia justa para pasar al intestino delgado.



El intestino delgado tiene tres secciones:

e Duodeno: la primera seccion en forma de C
e Yeyuno: la seccién media enrollada

¢ lleon: la seccion final que se comunica con el intestino grueso.

El quimo es lanzado al intestino delgado para que continué la absorcién de nutrientes en el
torrente sanguineo. La pared interna del intestino delgado esta cubierta de millones de
proyecciones microscopicas, en forma de dedos denominadas vellosidades siendo los

vehiculos a través del organismo puede absorber nutrientes.

El higado el cual se ubica bajo la caja toracica en la parte superior de la derecha del
abdomen, la vesicula biliar que se encuentra debajo del higado y el pancreas ubicado debajo
del estémago no son parte del tubo digestivo pero son 6rganos esenciales para la digestion,
debido a que el pancreas produce enzimas que ayudan a digerir proteinas grasas y
carbohidratos y una sustancia que neutraliza el acido del estdmago. El higado produce bilis
gue ayuda al cuerpo a absorber grasas; ésta se encuentra almacenada en la vesicula biliar
hasta su utilizacion. La bilis y enzimas son transportadas por conductos directamente al
intestino delgado donde se lleva acabo la descomposicion de los alimentos. Otro papel del
higado es la manipulaciéon y procesamiento de los nutrientes que son transportados por la

sangre desde el intestino delgado al higado.

Los alimentos que no fueron digeridos en el intestino delgado pasan al intestino grueso
mediante un anillo muscular que impide que los alimentos se regresen denominado ciego.
Cuando llegan al intestino grueso el trabajo de absorcion de los nutrientes esta casi terminado
su principal funcién es eliminar el agua de la materia no dirigida y formar los desechos soélidos
gue pueden ser excretados.

El apéndice es una bolsa pequefia hueca que cuelga en el extremo del ciego, la cual se cree
gue es parte de la evolucion humana sin funcion alguna en el proceso de digestién. El colon
se extiende desde el ciego y el cual tiene tres partes colon ascendente, descendente y recto
sube por el lado derecho del abdomen conectandose con el recto, las bacterias del colén
ayudan a digerir los restos alimentarios siendo en el recto donde se almacenan las heces

hasta que salen a través del ano por movimientos intestinales (peristalticos). !



1.1.2 PATOLOGIAS

GASTRITIS

Es la inflamacion del revestimiento interno del estémago. Puede ser causado por una
infeccion bacteriana o viral, enfermedades del sistema autoinmune como el reumatismo o
por el reflujo de bilis hacia el estémago (reflujo biliar). Asi como por irritacion originada por el
consumo de alcohol, medicamentos (como la aspirina y los antiinflamatorios), vomito crénico,
exceso de secreciéon (como el ocasionado por el estrés) y la ingestiébn de sustancias

corrosivas o causticas (toxicas).

Se puede presentar en forma subita (gastritis aguda) o en forma gradual (gastritis crénica).
La presencia de hipo, sensacién de indigestion abdominal, pérdida de apetito, nduseas y
vomitos (incluso sangre o con aspecto de granos de café) y evacuaciones oscuras son
algunos de los sintomas. Algunas de las complicaciones més importantes se encuentra el
sangrado que puede desencadenar la muerte; la pérdida de peso, anemia y problemas para
tragar, por ultimo se debe considerar que cuando el problema es cronico puede generar

cancer.

TRATAMIENTO
Segun la causa; se usan medicamentos para disminuir la secrecion de jugos gastricos como
inhibidores de la bomba de protones. Cuando se relaciona con una infeccion deberan

utilizarse antibiéticos especificos.

1.1.2.2 ULCERA PEPTICA

Son lastimaduras en la mucosa interior del Estbmago o en el Duodeno; éstas se producen
cuando los jugos gastricos que contienen acido clorhidrico y una enzima llamada Pepsina
irritan y dafian el tejido. Las Ulceras Pépticas que se forman en la mucosa del Estémago son
llamadas Ulceras Gastricas y las que se forman en el Duodeno son llamadas Ulceras
Duodenales. Las causas mas comunes son por Helicobacter pylori y por AINEs
(Antiinflamatorios No esteroideos).
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Fig. 2 Ulcera Duodenal y Gastrica

CANCER GASTRICO

Es una enfermedad en la cual las células del estbmago se vuelven malas (cancerosas) y
crecen fuera de control formando tumores. La mayoria de los canceres del estdmago
comienzan en el tejido glandular que forma el estdmago. El tumor puede diseminarse por las
paredes estomacales o pudiera cruzarlas para infiltrarse en el torrente sanguineo o sistema
linfatico invadiendo otros 6rganos. Se puede clasificar de acuerdo con el tipo de tejido donde
se originaron. Los mas comunes son adenocarcinomas (comienzan en la cubierta glandular
del estdbmago). Otras formas incluyen linfomas (sistema linfatico) y sarcomas (tejido conectivo

por ejemplo musculos, grasa o vasos sanguineos). !

La causa exacta que origina el Cancer estomacal es desconocida, pero la mayoria es el
resultado de la exposiciobn a los agentes cancerigenos, especialmente nitratos que
encontramos en comidas preparadas (especialmente carnes) que estan secas, ahumadas,
saladas 0 en vinagre. Estos agentes causan que haya un error en el codigo genético que
controla el crecimiento y la reparacion de las células. Varias enfermedades estan asociadas
con el incremento en el riesgo del cancer estomacal. Gastritis, anemia, polipos gastricos,
Ulcera gastrica. Helicobacter pylori, una bacteria que infecta la mucosa del estémago
causando inflamacion cronica y Ulceras, también incrementa el riesgo del cancer estomacal.
Ademas hay un riesgo ligeramente elevado del cancer estomacal en personas que fuman o

toman bebidas alcohdlicas en exceso.



Personas que trabajan en ciertas industrias tienen mayor riesgo, incluyendo mineria, refinacion
de niquel, industrias procesadoras de madera y plasticos, incluyendo a aquellas donde se

trabaja con asbestos. "]

SINTOMAS

Los pacientes que tienen cancer estomacal en etapas tempranas tienen muy pocos sintomas.
A veces indigestion y malestar estomacal, nauseas, perdida de apetito, ardor. Las Ulceras
pépticas tienen sintomas similares y los antihistaminicos H2 o los antiacidos pueden dar
remedio temporal. Un tumor gastrico puede crecer mucho antes de causar sintomas. En casos
avanzados los pacientes pueden sentir dolor o molestias en el abdomen, sangre en el
excremento, vomitos con sangre, perdida de peso, dolor después de comer y fatiga o mareos

asociados con anemia. "

1.2 Helicobacter pylori

1.2.1 ANTECEDENTES

El patélogo Robin Warren a principios de junio de 1979, observd por primera vez a
Helicobacter pylori en una biopsia gastrica proveniente de un paciente con gastritis crénica

activa. Sus observaciones en estudios histopatoldgicas, continuaron por un par de afos,

asociando la presencia del microorganismo
con esta patologia. Durante este tiempo,
hubo muchos intentos de aislar a la bacteria
pero sin ningln éxito. En 1981, un médico
gastroenterdlogo, (Barry Marshall) se une a
la investigacién realizada por Warren y
confirma lo reportado por éste Ultimo. La
bacteria morfologicamente semejaba a un
Campylobacter spp. razén por la cuél fue _
llamada Campylobacter pyloridis, y por tanto "= Mo ROBINWARREN ¥ BARRY MARSHALL ]
se emplearon los medios especificos de Campylobacter y las condiciones de su crecimiento
para aislar a la bacteria de biopsias gastricas bajo las condiciones de crecimiento para
Campylobacter spp. Sin embargo fue hasta 1982, que H. pylori fue aislado por primera vez y

como suceso anecdético, esto sucedid después de dejar el cultivo por mas de 5 dias gracias



a que hubo un dia de asueto, que prolongo el fin de semana, dando el tiempo necesario para
permitir el crecimiento bacteriano adecuado. Finalmente fue en 1984, que se publico en la
revista Lancet la asociacion de H. pylori con la gastritis cronica y por primera vez se sugirio
que la Ulcera péptica pudiera ser de etiologia infecciosa®. En 1994 se efectué una
conferencia consensus por los Institutos Nacionales de Salud, donde H. pylori es declarado
la principal causa de Ulcera péptica y es en éste mismo afio que la Agencia Internacional
para la Investigacién del Cancer de la Organizacién Mundial de la Salud, declara que H.

pylori es un cancerigeno en humanos. *

1.2.2. GENERALIDADES

Helicobacter pylori es una bacteria Gram
negativa en forma helicoidal de S o bastén
curvado de 0.5 — 1.0um de ancho por 2.5 —
5.0um de largo, microaerofilica. Su
morfologia colonial y microscopia varia de
acuerdo a las condiciones del medio de
cultivo. Por ejemplo en cultivos viejos

presenta formas cocoides. Sin embargo

puede observarse también en forma de V,

Fig. 4 Helicohacter pydort [13]

de forma de U y en linea recta. ™ Presenta
de 4 a 6 flagelos unipolares o bipolares recubiertos por una vaina y ensanchados en su
extremo distal de diametros 30um de largo y 2.5nm de grueso aproximadamente [1012] Toma
de 5 a 7 dias para poder apreciar las colonias en medios sélidos, y para su crecimiento en el
laboratorio se requiere de condiciones de microaerofilia (O2 5%, CO2 10% y N2 85%) y
medios artificiales ricos en nutrimentos como: peptona, triptona, extracto de levadura,
glucosa, y sales como cloruro de sodio y bisulfito de sodio suplementados con 5 a 10%
sangre de caballo o carnero, polienriguecimiento, suero fetal bovino (SFB) o ambos. Las
colonias son pequefias circulares, convexas, himedas y traslicidas de 2mm de diametro,

alrededor de las cuales se presenta una ligera hemodlisis de color gris en Agar Sangre 4.



Produce enzimas como oxidasa, catalasa y ureasa. La hidrélisis de la urea mediante la
accion de la enzima ureasa produce amonio, el cual se ha propuesto que neutraliza el acido

clorhidrico del estémago y puede dafiar directamente a las células epiteliales gastricas. *°!

No produce Indol, H2S, reduce nitratos a nitiritos, fermenta la glucosa e hidroliza el

hipurato™®.

Se han determinado por lo menos 2 genes que codifican proteinas responsables de la
virulencia de este germen: el VacA y el CagA. Existen dos grupos fenotipicamente distintos

de Helicobacter pylori:

e Las bacterias de Tipo I: Expresan el gen asociado con la citotoxina (CagA, del inglés
cytotoxin-associated gene) y el gen asociado con la citotoxina vacuolizante (VacA,
del inglés vacuolating cytotoxin-associated gene); las cepas de Tipo | productoras de
citotoxina y de la proteina asociada a la misma son predominantes en pacientes con
Ulcera y con cancer. Las cepas de Tipo | resultan ser mas patégenas que las de Tipo
Il e inducen una respuesta inflamatoria mas intensa.

e Las bacterias de Tipo Il: No expresan estos dos genes. Las cepas de tipo Il no son

productoras de citotoxina y son capaces de producir lesion inflamatoria persistente
[17]

La bacteria es sensible in vitro a la penicilina, ampicilina, amoxicilina, eritromicina,
gentamicina, kanamicina, metronidazol y tetraciclina. También es sensible a las sales de
bismuto y se ha argumentado la resistencia a la vancomicina, sulfonamidas y el acido

nalidixico 8,



1.2.3 FACTORES DE PATOGENICIDAD

Mdltiples factores participan en la inflamacién géstrica, la alteracion de la produccion de

4cido gastrico y la destruccion tisular que son caracteristicos de la enfermedad por H. pylori.

Factores de Virulencia Funcién

Colonizacion

* Flagelo Activa los movimientos por mucina
* Ureasa Neutralizacion del acido

* Adhesinas Unién de H. pylori en el epitelio
Dario Tisular

* Enzimas proteoliticas

* Citotoxina (CagA) 120kDa

* Citotoxina de Vacuolizacion (VacA)
* Ureasa

* Fosfolipasa A

* Alcohol dehidrogenasa

La Glucosulfatasa degrada la mucina
Relacionada con la Ulcera y gastritis severa
Dafio al epitelio

Efecto toxico en las células epiteliales

Digiere los fosfolipidos en las membranas de
las células

Lesion de la mucosa gastrica

Supervivencia

* Vigilancia Intracelular

* Superoxido dismutasa

* Catalasa

* Formas coloides

* Proteinas de shock de calor Ureasa

Previene la muerte en los fagocitos
Previene la fagocitosis y la muerte
Previene la fagocitosis y la muerte
Forma inactiva

Antigenos de la membrana

Otros

* Lipopolisacarido
*Homologia del grupo sanguineo de Lewis X/Y

Actividad biolégica baja
Autoinmunidad

Tabla 2. Factores de virulencia de H. pylori™

ESTRUCTURA ESPIRAL

La propia estructura de la bacteria le permite introducirse a través de la capa del moco
gastrico actuando de forma similar a un sacacorchos y favoreciendo el acercamiento a las

células epiteliales gastricas. "
MOTILIDAD

Esta dada por 2 o 6 flagelos polares cubiertos, cuyo filamento consta de 2 tipos de flagelinas
codificadas por dos genes FlaA y FlaB. Se ha demostrado que el gen FlaA es esencial para
la movilidad; las envolturas de los flagelos son membranas que contienen proteinas y
lipopolisacaridos sugiriendo que el papel de la cubierta es el de proteger el filamento del

flagelo y promover la adhesion. 2



ADHESINAS

La adhesina, codificada por el gen babA2, favorece una unidn persistente entre el
microorganismo Yy la célula epitelial gastrica por union de la célula bacteriana a través de su
proteina BabA2 con antigeno de grupo Lewis B (Le®), presente en la mucosa gastrica. Por lo
tanto, cepas de H. pylori babA2 positivas presentan mayor capacidad de adherencia, en

21 Esta adherencia se ha

cambio, las cepas babA2 negativas se adhieren débilmente
asociado con altos niveles de infiltracion linfocitaria, atrofia glandular, metaplasia intestinal e
incremento de la proliferacion epitelial, reportdndose una asociacion significativa con Ulcera
duodenal y cancer gastrico #?. De acuerdo a Yu y col (2002), el gen babA2 podria ser un
marcador molecular Gtil para identificar pacientes con mayor riesgo de presentar patologias
severas asociadas a infecciones por H. pylori %2,

Alves Oliveira y col (2003), en un estudio en Brasil, informaron una fuerte asociacién entre

babA2 y la presencia de Glcera péptica o carcinoma gastrico .
CITOTOXINA VACUOLIZANTE (VacA)

Las cepas citotoxicas secretan una proteina que induce la formacién de vacuolas en células
eucaridticas. Aunque VacA esta presente en la mayoria de las cepas de H. pylori solo un
50% de las cepas expresan la citotoxina, las cuales se asocian a cuadros mas graves de
enfermedad. Las vesiculas se originan por invaginacion de la membrana para formar
endosomas, los cuales se fusionan con lisosomas o con el Aparato de Golgi. El objetivo de
VacA es la ATPasa de tipoV que esta presente en los ultimos endosomas. Una vez que ha
reaccionado con su objetivo, la bomba de protones de hidrogeno es estimulada por la toxina
y crea un ambiente acido dentro de las vacuolas y sustancias ambientales basicas, como el
amoniaco que cruza las membranas y son protonadas en el pH acido. Las vacuolas
originadas en el area perinuclear, se incrementan en nimero y tamafio; se fusionan unas
con otras, la membrana celular se rompe y las células mueren. La vacuolizacion de las
células inducida por el gen VacA es potencializada por la exposicion de la citotoxina a pH

bajo.



La induccién de la activacion toma lugar a un pH de 5.5; a valores de pH “normales” del
estomago (alrededor de pH: 2) el proceso de activacién se lleva a cabo en segundos. Una
vez &cido-activada, VacA retiene su actividad a pH neutro y se vuelve resistente ante el
ataque de la pepsina. La inhibicién de secrecion acida de los inhibidores de la bomba de
protones (PPIs; Proton Puma Inhibitors) en el tratamiento de la Ulcera péptica previene la
acido-activacion de la toxina. Los inhibidores de la bomba de protones, también interfieren
con la ATPasa de tipo vacuolar, que es el objetivo de VacA y en consecuencia inhibe la
vacuolizacion. Las cepas de H. pylori activan los linfocitos polimorfonucleares (PMN) vy
obtienen una explosién oxidativa. Los PMN activados, en adicién a aniones superéxido
generados y otros metabolitos reactivos, también secretan iones H' dentro de los
fagolisosomas, en respuesta a la estimulacion por la ATPasa H* asociada a la membrana. La
infeccion por cepas productoras de toxina vacuolizante; también esta asociada con la ulcera

[25268] | a observacion de que la vacuolizacién in vitro es potenciada por la

gastroduodenal
exposicion de la toxina a bajos valores de pH, una vez activada VacA se hace resistente al
efecto de la pepsina el cual es un indicio adicional de H. pylori para adaptarse al medio

ambiente gastrico del estomago #”.
UREASA

El jugo géastrico normal posee un pH < 4, el cual le confiere un caracter bactericida ya que es
capaz de eliminar a muchas de las bacterias que llegan al estbmago con la ingesta de agua
y alimentos, por ello epidemiolégicamente se hace referencia al estbmago como la “barrera
acida”. Por lo tanto, la colonizacién de la mucosa gastrica por H. pylori, implica la capacidad
de esta bacteria para sobrevivir en ese ambiente acido. Cuando se descubrié la bacteria su
localizacién gastrica presumia un comportamiento acidofilo; pero la confirmacién de que el
pH Optimo para su cultivo era cercano a la neutralidad, se transformaba en uno de los retos
importantes que se enfrenté al principio de la historia de H. pylori, pues a parte de aceptar
que una bacteria tendria como nicho esa barrera &cida, no habia una explicacion para tal
resistencia al pH acido. La clave para la adaptacién al pH gastrico reside en la produccién de

ureasal®®.



Esta enzima (urea amidohidrolasa) cataliza la hidrélisis de urea para proporcionar amonio y
carbamato, el cual se descompone para producir otra molécula de amonio y acido carboénico,
con lo cual neutraliza el microambiente de las glandulas gastricas colonizadas (Fig.5). El
efecto neto de esas reacciones es
un aumento del pH. También
explica el hecho de la asociacion
de la bacteria con los espacios
intercelulares del epitelio gastrico,
por los cuales se excreta urea. La
ureasa es la enzima mas estudiada
de todos los productos de H. pylori,
y representa alrededor de un 5%

Fig. & Reaccion de la urea [29) - del total de sus proteinas
celulares®?. Se localiza en el citosol de la bacteria y en su superficie, aunque esta Gltima
localizacién puede tratarse de un mecanismo no especifico para la exportacion de la enzima;
posee un peso molecular de 600 kDa y esta codificada por siete genes denominados ureA a

31]

ureG Y. Los dos primeros ureA y ureB codifican las subunidades de 26.5 kDa y 60.3 kDa,

respectivamente. Luego ureC, ureD, ureE, ureF y ureG son considerados genes accesorios,

a B2%l La enzima también provee nitrégeno para la sintesis

localizados en el cromosom
protéica; este papel metabdlico se sustenta en experimentos cultivando la bacteria en
medios con urea con nitrégeno marcado, el cual luego se ha encontrado en las proteinas de
la bacteria. El descubrimiento reciente del gen de la glutamina sintetasa gInA, sirve de base
para sustentar este papel, ya que la Unica ruta por la cual el amonio puede ser incorporado
en aminoacidos y proteinas es mediante el glutamato, para producir glutamina en la reaccion
catalizada por la glutamina sintetasa®".

Por otra parte, el hidroxido de amonio generado durante la hidrélisis de urea contribuye
significativamente al dafio histolégico asociado con esta infeccion; aunque debe enfatizarse
que directamente el amonio no es tdxico, si ho que el dafio infringido es el resultado del i6n
hidréxido generado por el equilibrio del amonio con el agua. Este desdobla el moco gastrico,
haciéndolo mas fluido, con lo cual la bacteria puede desplazarse mas facilmente, para ganar

los espacios intercelulares.



Pero, en esta capa de moco funciona uno de los mecanismos que protegen la mucosa del
propio acido, lo cual se conoce como el gradiente de bicarbonato; por lo tanto, al licuarse el
moco se pierde parte de esa proteccion, lo que colabora en la génesis de la gastritis, maxime
qgue las células G de la mucosa estardn detectando un pH neutro que promovera la
liberacién de gastrina para estimular la produccion de &cido. En ultima instancia, el paciente

presenta hipergastrinemia e hiperacidez gastrica, lo que agrava la lesién inicial®*.

PROTEINA CagA

CagA (citotoxina asociada al gen A) codifica una larga proteina (120-130kDa) de funcién
desconocida. El nombre tiene historia por que se creia inicialmente que CagA se involucraba
en la actividad citotéxica de vacuolizacion. En los paises occidentales solo el 70% de las
cepas de H. pylori posee el gen CagA, mientras que mas del 90% de las cepas de pacientes
con Ulcera con cagA* . La positividad cagA es estadisticamente asociado con sintomas
severos de la enfermedad, por ejemplo, gastritis severa, atrofia de la mucosa y carcinoma
gastrico. En Asia casi todas las cepas son cagA"’ por que la funcién de cagA por si mismo
sigue siendo evasivo hasta hoy en dia. Las diferencias entre las cepas cagA™ y cagA™ no
eran entendidas hasta que fue descubierto que cagA formaba parte de la Isla de
Patogenicidad (PAI es una secuencia de genes que participa en la capacidad infecciosa de
la bacteria). Las cepas que son cagA” y cagA se diferencian en su capacidad de inducir
ciertas respuestas en las células huésped. Las cepas cagA” aumentan la expresion del factor
nuclear kB (NFkB) que es un factor de la transcripcion en células epiteliales y estimulan el
lanzamiento de la Interleucina 8 (IL-8), una citosina que juega un papel central en la
patogénesis de la gastritis por H. pylori. La inactivacion de ciertos genes cag elimina la

capacidad de la bacteria H. pylori para inducir la expresion de NFkB y el lanzamiento de IL-8
[36,37]



CATALASA

Es una de las enzimas producidas por la bacteria que desempefia una funcién importante
como factor de virulencia, favorece la sobrevivencia de la bacteria en el tejido inflamado, la
protege de las acciones fagociticas de los neutrdfilos, de los metabolitos reactivos de

oxigeno (MRO) y la de otros mediadores quimicos de la inflamacién 9.

PROTEASA

Enzima que desintegra la estructura polimérica del mucus y debilita su funcion como barrera

por la pérdida gradual de su viscosidad, lo cual aumenta la retrodifusiéon del ion hidrégeno
[39]

LIPASA'Y FOSFOLIPASAS A2Y C

Son factores de virulencia importantes. Estas sustancias, liberadas por la bacteria en el sitio
de la lesién, son capaces de degradar los fosfolipidos del mucus y disminuir su
hidrofobicidad, como consecuencia de su fuerte actividad lipolitica, de ahi su importancia en
la ulcerogénesis “%. La lipasa y las fosfolipasas A2 y C, al generar lisofosfolipidos provistos
de actividad litica, pueden atacar la integridad de la membrana epitelial y favorecer la
liberacion de acido araquiddnico, con la consiguiente produccién de leucotrienos y otros
eicosanoides que contribuyen a la inflamacién. Estos compuestos, ademas de su accién
inflamatoria, también alteran la permeabilidad de la membrana celular y la regeneracion del

mucus. 442



SUPEROXIDO DISMUTASA

Enzima que se encuentra en altas concentraciones dentro del citoplasma del Helicobacter
pylori, utilizada por dicho microorganismo como mecanismo de defensa contra el ataque
fagocitico de los neutrdéfilos. Actia como antioxidante al catalizar los metabolitos reactivos de
oxigeno producidos por los neutréfilos, que pudieran dafarla. Estos hallazgos sugieren que
Helicobacter pylori posee sus propios mecanismos de defensa que contribuyen a su accién

patogénica sobre la mucosa gastrica. *?

FACTOR ACTIVADOR DE PLAQUETAS

La bacteria es capaz de sintetizar y liberar cantidades importantes del factor activador de
plaguetas, con potente accidn quimiotactica sobre los neutréfilos y los eosindfilos, asi como
otras acciones inmunomoduladoras, incluyendo la proliferacion de los linfocitos. Este factor
es conocido también como un agente proulcerogénico en la mucosa gastrica por su accion

sobre la adherencia y activacién de los neutréfilos. 1!

LIPOPOLISACARIDOS

Numerosos trabajos reportan que la membrana externa que cubre la bacteria, es capaz de
actuar como material antigénico y estimular la respuesta inflamatoria. La membrana externa
de la bacteria es rica en lipopolisacaridos, que son proteinas heterogéneas con baja
actividad biolégica, capaces de activar los monocitos y los neutréfilos; éstos, a su vez liberan
citosina, eicosanoides, metabolitos reactivos de oxigeno, activan el complemento en el sitio
de la lesion y perpetian la respuesta inflamatoria, como mecanismo de defensa ante los
dafios de la bacteria, que al producir mas lipopolisacaridos provoca lesién histica local y
sintomas sistémicos (fiebre), por lo cual los lipopolisacaridos constituyen uno de los

principales antigenos del Helicobacter pylori. %



HEMAGLUTININAS

H. pylori es capaz de aglutinar eritrocitos debido a su interaccion con glucosamidas de grupo
sanguineo, algunas de las cuales se expresan en células epiteliales, lo que indirectamente

indica su actividad adherente %

Se ha demostrado que H. pylori presenta cadenas laterales del Lipopolisacarido (LPS) que
son similares a antigenos alélicos de los grupos sanguineos Lewis® (Le?) y Lewis® (Le"). La
cadena O - lateral del LPS es estructuralmente similar al Le®. Por lo tanto, durante un
proceso infeccioso por H. pylori, el huésped podria producir anticuerpos contra la bacteria y
por reaccién cruzada esos anticuerpos estarian reconociendo a los antigenos del grupo
sanguineo Lewis, los cuales también se expresan en la cadena B de la ATPasa H" - K’y en
la bomba parietal de protones. El antigeno Lewis también se expresa en el receptor CD15 de
neutrofilos, que induce la expresién de CD11b, que a su vez promueve su unién al endotelio.
Por lo tanto la produccion de autoanticuerpos cuyos blancos estarian expresados en la
mucosa gastrica, da pie para postular que un mecanismo productor de la gastritis por

Helicobacter pylori, es de caracter autoinmune“®.

Las hemaglutininas solas no explican la adherencia in vivo, desde que algunos estudios han
fracasado en demostrar la correlacion entre titulos de hemaglutinina de las cepas de H.
pylori y su habilidad para adherirse a células del epitelio gastrico de humanos o animales.

Una linea de H. pylori especifica de unién a la superficie parece indicar mediacion de
estructuras fucosiladas y glicoproteinas pero no de moléculas de acido sialico. La capacidad
de tales receptores fucosilados es reducida con grupos sanguineos A y B comparados con

grupos O, explicando el alto riesgo de Glcera péptica en individuos de grupo O ¥,
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Fig. 6 Formacion de la Ulcera



1.2.4 EPIDEMIOLOGIA

La infeccion con H. pylori, es un problema de salud mundial, el 70- 90% de la poblacién
mundial esta infectada, pero la mayoria cursa de forma asintomatica. La infeccién se
adquiere principalmente durante la nifiez; en paises en vias de desarrollo aumenta con la
edad. Entre los 2-10 afios de edad el 45-55% estan infectados y a los 20 afios el 80% estan
infectados por H. pylori.; la incidencia de la infeccion en nifios menores de 10 afios es de
10% anual. Mientras que en paises desarrollados solo el 3.5% de los nifios menores de 10
afos y el 20% de las personas menores de 40 afios estan infectadas; en estos paises la
incidencia anual de infeccion es del 1%. La prevalencia de la infeccién por H. pylori varia
entre diferentes grupos raciales y dentro del mismo grupo, el riesgo de infeccién a lo largo de
la vida en paises desarrollados es de aproximadamente 40-60% mientras que en paises en

vias de desarrollo es del 90%. 19,

En un estudio seroepidemioldgico realizado en nuestro pais en 1998 se encontré que el 20%
de los nifios menores de 1 afio, estan infectados; a los 10 afios el 50% y a los 25 afios el

80% de la poblacién mexicana esta infectada. .

Arndelcn

Fig. ¥ Prevalencia de la infeccion por H, pylori en diferantes zonas geograficas. [51]



1.2.5 FACTORES DE RIESGO

En paises en vias de desarrollo los causantes para la adquisicién, permanencia y gravedad
de la infeccion por H. pylori son la edad, bajo nivel socioecondémico, hacinamiento, raza ya
que se ha demostrado por serologia grandes diferencias en la prevalencia de la infeccion
entre diferentes grupos raciales o étnicos de una misma area geografica (blancos, negros e
hispanos), falta de higiene, malos habitos alimenticios (fumar, estrés, alcohol) y factores

genéticos que determinan la interaccion huésped-bacteria.

El factor de riesgo mas importante para adquirir la infecciéon en nifios, es el contacto directo
con adultos infectados dentro del ambito familiar. Ademas de la mala nutricién y el desarrollo

de enfermedades que disminuye la secrecion acida y favorecen la colonizacién por H. pylori
[49]

1.2.6 TRANSMISION

Se ha mencionado que la infeccién con Helicobacter pylori se adquiere temprano en la vida.
Ademas afecta a mas de la mitad de la poblacion mundial, se presenta con mayor
prevalencia en paises en desarrollo que en los industrializados, lo que se ha asociado con el

nivel sociocultural y econémico de la poblacion 2.

La infeccidn se relaciona con mecanismos de transmision directa o indirectamente asociados
con la higiene ambiental. Lo que también ha permitido explicar la alta prevalencia encontrada

B2 lo cual se explica por un

en individuos mayores de 50 afios de paises industrializados
efecto de cohorte. Segun estos criterios, es posible que esos individuos de paises
desarrollados vivieron una nifiez en ambientes con condiciones higiénicas como las que hoy
prevalecen en muchos paises en vias de desarrollo ™. Tal patrén epidemiolégico hace
suponer que la via de infeccion es comun y muy efectiva. En tal sentido se han propuesto

por lo menos tres rutas de transmision: oral-oral, gastro-oral y feco-oral. #254



TRANSMISION ORAL-ORAL

El hallazgo de Helicobacter pylori en placa dental, en saliva o bien en la identificacion de su
genoma en saliva ha sido la base de tal propuesta de transmision; también se apoya en las
reacciones positivas de ureasa en muestras de saliva; pero otras bacterias de flora oral
podrian dar positiva esta prueba por lo que tal prueba no es muy aceptada. El obstaculo para
esta posibilidad es el pobre acervo bibliografico relacionado con el cultivo de la bacteria a

partir de muestras orales. % 56571

TRANSMISION ORO-GASTRICA

Este tipo de ruta se apoya en la ocurrencia de algunos brotes asociados con manejo y
desinfeccién inadecuada de gastroscopios. Tal posibilidad llevaria también a relacionarle con
el vomito, lo que en cierta medida podria explicar las altas tasas de infeccion de nifios, ya
gue estos vomitan con mayor frecuencia que los adultos, ademas que se llevan objetos a la

boca 5758,

TRANSMISION FECO-ORAL

Esta via explica facilmente la marcada diferencia en la prevalencia de Helicobacter pylori en
paises en desarrollo comparada con paises desarrollados, cuyo patron guarda una cierta
semejanza con las tasas de enfermedades diarreicas en esos mismos paises *°.

La dificultad de aislar Helicobacter pylori a partir de heces se relaciona con su alta
susceptibilidad in vitro a los antimicrobianos empleados en medios de cultivo selectivos!®®.
La identificacion del genoma de esta bacteria en agua potable, tanto en paises en desarrollo
como en paises industrializados apoya la transmisién fecal de este agente®. La
diseminacién de la bacteria con las heces de los pacientes infectados lleva a la posibilidad
de que las moscas puedan actuar como vectores mecanicos de la infeccion. En tal sentido
se ha documentado la sobrevivencia de la bacteria en moscas domésticas infestadas
experimentalmente, alimentandolas con cultivos de Helicobacter pylori e incluso se ha

hallado el genoma de la bacteria en moscas infectadas naturalmente 253,



TRANSIMSION IATROGENICA

Se considera el tipo de transmisidn menos comun y se atribuye al uso de endoscopios,
tubos, sondas y algunos otros instrumentos (mal lavados) que han estado en contacto con la
mucosa gastrica de una persona infectada y son introducidos en un paciente sano. La ruta
iatrogénica es importante sobre todo en lugares donde se tiene mucha demanda de atencién
clinica y muchos pacientes son examinados en un periodo muy corto de tiempo usando el

mismo endoscopio *4.

TRANSMISION A TRAVES DE VECTORES

Se ha reportado el aislamiento de Helicobacter pylori a partir de gatos, sugiriendo a éstos
como posibles transmisores de la infecciébn. También se ha reportado el aislamiento de
microorganismos parecidos a Helicobacter pylori de moscas domésticas, sugiriendo a este
organismo como otro posible vector (generalmente es un organismo que transmite un agente
infeccioso desde los individuos afectados a otros que aln no portan ese agente), sin

embargo ésta Ultima posibilidad ha sido poco aceptada ™.

1.2.7 DIAGNOSTICO

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

AGRESIVOS NO AGRESIVOS
(Biopsia gastrica)
Cultivo Técnicas moleculares: jugo gastrico,
Directos Histologia saliva o heces. Antigeno en heces.

Técnicas moleculares

Prueba del aliento con urea (UBT)
Indirectos Ureasa rapida Serologia
Anticuerpos saliva

Tabla 3. Métodos de Diagndstico para H. pylori



1.2.7.1 METODOS DIRECTOS

Histologia

Permite la observacion del microorganismo espiralar y el estudio anatomopatolégico de la
muestra gastrica y los posibles cambios originados (gastritis crénica con nodulos linfoides).
Existen diferentes tipos de tinciones que, sin ser especificas para H. pylori, permiten su

deteccion.

e Tincién de hematoxilina- eosina: El estudio histologico se realiza perfectamente y se
puede valorar la infeccion por H. pylori.

e Tincion de plata Warthin — Starry: Emplea el nitrato de plata, lo que otorga una buena
visualizacién del microorganismo.

¢ Tincién de Giemsa: Es la de eleccién, ya que permite una correcta identificacion del
microorganismo y es barata y rapida de ejecutar. No es adecuada para el estudio
anatomopatoldgico de la muestra gastrica.

e Tinciébn de Gram: Precisa una muestra de biopsia fresca y no aporta informacion
histoldgica de la pieza.

e Otras técnicas: Inmunohistoquimica o inmunofluorescencia con anticuerpos

mono/policlonales frente a H. pylori. %7,

Cultivo

Contrario a la suposicion de que H. pylori es una bacteria fastidiosa, es posible aislarla e
identificarla facilmente. La muestra para el estudio bacteriolégico es una biopsia que debe
ser macerada. El medio de cultivo que se emplea es Agar Sangre sin antimicrobianos y las
placas se incuban en microaerobiosis por 5 dias a 35°C. Esta atmosfera microaerofilica
puede crearse con sobres generadores de CO2 y N2 como el CampyPak o con el sobre
empleado para anaerobiosis; también puede lograrse incubando las placas en una

incubadora con una atmosfera de CO2 del 10 al 15%.



Fig. 8 Jarra para Anaerobiosis

Sin embargo, un método econdémico y sencillo consiste en colocar las placas en un frasco de
vidrio de boca ancha, y la atmésfera se genera con una vela encendida y una tableta
efervescente de antiacido, tipo Alka-Seltzer ®, la cual se coloca con unos 10 ml de agua en
una bolsa plastica adherida a la pared del frasco para economizar espacio ®®. A los cinco
dias de incubacién en una muestra positiva se obtienen colonias de aproximadamente 1mm
de diametro, claras, transparentes, brillantes y convexas, que a la tincion de Gram muestran
bacilos curvos Gram negativos, que son ureasa, catalasa y oxidasa positivos. La tincién de
Gram o una tincién de flagelos ayuda a la identificacion de la bacteria, pues como
indicabamos previamente se trata de un bacilo curvo, Gram negativo, con un mechén de 4 a
7 flagelos en un sélo extremo de la bacteria. Sin embargo, para la tincion de Gram debe
contratefiirse con fucsina basica, pues con safranina esta bacteria se colorea muy levemente

y es dificil de observar .

Test rapido de la ureasa

No es una prueba de gran costo y permite en escaso tiempo (hasta en una hora) obtener el
diagndstico. Al producir ureasa, el Helicobacter pylori hidroliza la urea, se forman iones
amonio, aumenta el pH de la solucién y se produce un viraje del color del indicador. Se
dispone de varias pruebas basadas en la ureasa, aunque las mas utilizadas son el CLO-
Test, el caldo urea de Christensen y las soluciones de urea a concentraciones variables,

todas ellas con sensibilidad y especificidad elevadas.



La concordancia y el valor predictivo positivo ronda el 100% cuando se comparan los

resultados de la prueba de la ureasa con los métodos histolégicos .

Otras técnicas

Pruebas moleculares (Reaccion en cadena de la polimerasa PCR): La sensibilidad y
especificidad son muy elevadas, cercanas al 100% y se reservan para estudios de
investigacion. Es una prueba compleja que requiere un equipo sofisticado y un personal
experimentado, por lo que tiene un costo elevado.

Citologia con cepillado endoscépico: Es una buena técnica de identificacion, aunque
agresiva sobre la cobertura epitelial que puede llegar a romperse y exponer al H. pylori a la
accion de los jugos géstricos, lo que reduciria su sensibilidad.

Técnicas con aspirado gastrico: No requieren estrictamente la realizacion de una
endoscopia, aunque si precisan la introduccién de una sonda nasogastrica para obtener la

muestra "%

1.2.7.2 METODOS INDIRECTOS

Prueba del aliento con urea marcada (**C o *C)

El test del aliento con urea marcada (Urea Breath Test — UBT) se basa en la capacidad de la
ureasa producida por el H. pylori para hidrolizar rapidamente una solucién de urea marcada
previamente con **C o **C valorando la totalidad de la mucosa géstrica. Es una prueba facil,
comoda, simple de realizar, bien tolerada, que detecta infeccion activa incluso ante
cantidades pequefias de Helicobacter pylori, siendo el medio éptimo de control y seguimiento

de pacientes sometidos a tratamiento erradicador [+,



Serologia

Es una prueba sencilla, barata, basada en la deteccion de anticuerpos en el periodo
comprendido entre los 3 y los 6 meses inmediatamente posteriores al tratamiento, las
pruebas seroldgicas indican Unicamente infeccion previa por Helicobacter pylori y no
discriminan entre personas con infeccion activa y enfermedad de aquellos pacientes
infectados pero asintométicos. El valor de la serologia como método de control es muy
limitado, aunque resulta util en estudios epidemioldgicos o cuando no se puede realizar la

endoscopia u otros métodos diagndsticos en individuos sin terapia erradicadora ["%.

Alternativas Diagnésticas

General: Ni la PCR ni los anticuerpos en saliva son apropiados para el uso clinico rutinario.
Se deberian realizar campafas educacionales que informen a los médicos de atencion
primaria sobre los métodos mas apropiados para la evaluacion de la infeccién causada por
Helicobacter pylori.

Dispepsia: Pacientes con historia personal de Ulcera péptica o con Ulceras complicadas
(sangrantes) que no estén asociadas al uso de AINEs se les deberia buscar H. pylori y
erradicar, si estan infectados. La confirmacion de la erradicacion se haré con urea breath test
4 0 6 semanas después del fin del tratamiento.

Infeccién en nifios: Se realizaran pruebas no invasivas como la serologia, prueba de urea

en el aliento (urea breath test C-13) o antigeno en heces 73,

1.3 ANTIMICROBIANOS

Desde el siglo XVII se han empleado sustancias quimicas para el tratamiento de las
enfermedades infecciosas; en 1889 Vuillemin, en un trabajo titulado Antibiose et symbiose,
crea el término antibiosis para describir la lucha entre seres vivos por la supervivencia. Mas

tarde, Ward adopta esta palabra para describir el antagonismo microbiano.



Con posterioridad, ya en plena era antibidtica, significé: sustancia extraida de seres vivos, ya
fueran bacterias, hongos, algas etc., con capacidad de anular la vida de diversos
microorganismos, pero no fue si no hasta el siglo XX, que comienza la quimioterapia como
ciencia con los estudios de Paul Ehrlich quién fue el primero en formular los principios de la
toxicidad selectiva y reconocer las reacciones quimicas especificas entre los
microorganismos y los medicamentos, ya que descubrié que las arsefaminas (compuestos

con base en arsénico) atacan al Treponema pallidum, causante de la sifilis en el hombre.

Durante el transcurso del siglo pasado la investigacion terapéutica se centrd principalmente
en las sustancias de origen microbiano. Ademas del desarrollo de la penicilina descubierta
por Fleming en 1929, se dio el de otras sustancias como la estreptomicina, tetraciclina,

cloramfenicol y otras ",

1.3.1. DEFINICION

Los antimicrobianos son un grupo de farmacos que estan continuamente en uso pues
constituyen la base fundamental del tratamiento de enfermedades infecciosas entendiéndose
por antimicrobiano como aquellos compuestos obtenidos a partir de microorganismos ya
sean bacterias, hongos, levaduras, etc., (antibiético) y los producidos por sintesis quimica

(quimioterapéutico). [’

El término antibidtico fue propuesto inicialmente para definir a sustancias que ocasionan la
destruccion de la vida, tomando en cuenta lo anterior se puede decir que cualquier agente
mecdénico, fisico o quimico capaz de matar seria un antibidtico, pero no puede tomarse en
cuenta dicho concepto puesto que segun los estudios de Waksman un “antibiético” se define
como una sustancia quimica derivada o producida por microorganismos que tienen la

capacidad de inhibir el desarrollo o destruir bacterias y otros microorganismost™ .

Los microorganismos que producen los diferentes antibiéticos tienen una amplia distribucion
en la naturaleza, sin embargo, de los varios cientos producidos de forma natural que se han
purificado so6lo un minimo de ellos han resultado lo suficientemente poco toxicos como para

ser utilizados en la practica médica .



1.3.2. CLASIFICACION Y DESCRIPCION

La mayoria de los antibiéticos son moléculas, con regiones hidrofébicas que facilitan el
transporte al interior de la célula. Muchos poseen varios anillos, algunos de los cuales
mejoran la interaccién de la molécula con la bacteria de manera que se pueden clasificar
segln su origen, efecto antimicrobiano, espectro de actividad y mecanismo de accion.
Respecto a éste Ultimo es preciso tener presente que puede haber un cierto nimero de
estadios entre el efecto inicial o primario del farmaco y la consiguiente muerte celular.
Ademas algunos agentes pueden tener mas de un sitio primario de ataque o mecanismo de

accion ",

ORIGEN

e Naturales: Se obtienen a partir de microorganismos bien sean hongos, bacterias etc.
e Sintéticos: Se obtienen totalmente por sintesis quimica
e Semisintéticos: Se obtienen por modificaciones quimicas de antimicrobianos

naturales, con el fin de mejorarlos "7,

EFECTO

e Bacteriostatico: La maxima concentracion no toxica que se alcanza en suero y
tejidos impide el desarrollo y multiplicacion de microorganismos, sin destruirlos,
pudiendo estos multiplicarse huevamente al desaparecer el agente antimicrobiano.

e Bactericida: Su accion es letal sobre los microorganismos, por lo que éstos pierden

irreversiblemente su viabilidad o son lisados "7,

MECANISMO DE ACCION

¢ Inhibicion de la sintesis de la pared celular: Inhiben la sintesis de peptidoglicano
mediante la inhibiciébn de la incorporacion de la D-alanina al pentapéptido y la
inhibicién de la transpeptidacion que dan origen a la rigidez de la pared.



¢ Inhibicion de la funcién de la membrana citoplasmética: Son altamente toxicos
interfieren en la integridad de metabolitos y nutrientes de las bacterias.

e Inhibicion de la sintesis proteica: Inhiben a nivel RNA polimerasa.

¢ Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos: Actian en la fase de duplicacion y

transcripcion, que dafia la multiplicacién y metabolismo de la célula ..

ESPECTRO DE ACTIVIDAD

Se denomina espectro bacteriano, a la agrupacién de microorganismos constituida por
Rickettsias, Bacterias Gram (-) y Gram (+), cocos Gram (-), cocos Gram (+), Actinomicetos,
Espiroquetas, entre otros. Los agentes antimicrobianos se dividen por su espectro de

actividad en:

e Amplio: Actlan sobre un gran nimero de especies bacterianas.
e Intermedio: Actllan sobre un nimero limitado de microorganismos.

e Reducido: Acttian sobre un pequefio nimero de especies microbianas "

ESTRUTURA QUIMICA

Los diferentes antibiéticos y quimioterapéuticos se agrupan en familias de acuerdo a las
caracteristicas que tienen en comuUn como son: composicion quimica, efectos
farmacoldgicos, mecanismos de accion etc. Se dividen en: Betalactamicos (penicilina)
Lincosamidas, Aminociclitoles, Rifampicinas y Quinolonas, Tetraciclinas, Fosfomicina.
Polipéptidos, Mitroimidazoles, Sulfamidas. Poliénicos, Cloramfenicol y derivados, Pirimidinas,

Macrolidos, Imidazélicos.

La eficacia de los farmacos antimicrobianos depende del grado de sensibilidad de los
microorganismos blanco, de esta manera los antimicrobianos de uso sistémico deben de

reunir las siguientes caracteristicas:

1. Ser més bactericidas que bacteriostaticos
2. Mantenerse activos en presencia de plasma y liquidos corporales

3. Que sean efectivos frente a un amplio espectro de microorganismos.



4. Los microorganismos susceptibles no se deben volver resistentes genética o
fenotipicamente.
5. No deben ser toxicos y los efectos colaterales adversos tienen que ser minimos para

el huésped ™.

1.3.3. TIPOS DE AGENTES ANTIMICROBIANOS

Desde el punto de vista practico existen:

e Desinfectantes: Solo se aplican a sistemas inanimados y eliminan la carga
microbiana

e Sanitizantes: Solo se aplican a sistemas inanimados y disminuyen la carga
microbiana.

e Antisépticos: Reducen y controlan la presencia de microorganismos potencialmente
patdgenos, solo se pueden aplicar externamente en seres vivos (piel y/o mucosas)

e Antimicrobianos de uso sistémico: Reducen y controlan la presencia de
microorganismos que han invadido los tejidos. Actlan en el organismo, pudiendo ser

ingeridos (via oral), absorbidos (apésitos) y/o inyectados ™.

1.3.4. RESISTENCIA BACTERIANA

Cada antibidtico se caracteriza por un espectro natural de actividad antibacteriana. Este
espectro comprende las especies bacterianas que, en su estado natural, sufren una
inhibicion de su crecimiento por concentraciones de su antibidtico susceptibles de ser
alcanzadas in vivo. A éstas especies bacterianas que no se encuentran incluidas dentro de

dicho espectro se denominan naturalmente resistentes.

El antibidtico no crea resistencia, pero selecciona las bacterias resistentes eliminando las
sensibles. Es lo que se conoce con el nombre de presién de seleccion. El aumento de la
frecuencia de las cepas resistentes va unido casi siempre al uso intensivo del antibiético en

cuestion 8,



La resistencia natural es un caracter constante de todas las cepas de una misma especie
bacteriana. El conocimiento de las resistencias naturales permite prever la inactividad de la
molécula frente a bacterias identificadas (después del crecimiento) o sospechosas (en caso
de antiboterapia empirica). En ocasiones, constituye una ayuda para la identificacién, puesto

gue ciertas especies se caracterizan por sus resistencias naturales.

Ejemplos: Resistencia natural del Proteus mirabilis a las tetraciclinas y a la colistina.

Resistencia natural de la Klebsiella pneumoniae a las penicilinas (ampicilina, amoxicilina).

La resistencia adquirida es una caracteristica propia de ciertas cepas, dentro de una
especie bacteriana naturalmente sensible, cuyo patrimonio genético ha sido modificado por
mutacion o adquisicion de genes. Contrariamente a las resistencias naturales, las
resistencias adquiridas son evolutivas, y su frecuencia depende a menudo de la utilizacion
de los antibiéticos. En el caso de numerosas especies bacterianas, y teniendo en cuenta la
evolucién de las resistencias adquiridas, el espectro natural de actividad no es ya suficiente
para guiar la eleccion de un tratamiento antibiético. En ese caso, se hace indispensable el

antibiograma. !

La resistencia cruzada es cuando se debe a un mismo mecanismo de resistencia. En
general, afecta a varios antibiéticos dentro de una misma familia (Ejemplo: La resistencia a la
oxacilina en los estafilococos se cruza con todas los [3-lactdmicos). En ciertos casos, puede
afectar a antibidticos de familias diferentes (Ejemplo: La resistencia por impermeabilidad a

las ciclinas se cruza con la resistencia al coloramfenicol y al trimetoprima). ["®!

La resistencia asociada es cuando afecta a varios antibiéticos de familias diferentes. En
general, se debe a la asociacion de varios mecanismos de resistencia (Ejemplo: La
resistencia de los estafilococos a la oxacilina va frecuentemente asociada a las quinolonas,

aminoglicésidos, macrolidos y ciclinas) .



MECANISMOS DE LA RESISTENCIA ADQUIRIDA

La definicion clinica de un microorganismo resistente, a diferencia de uno sensible, esta
asociada con la habilidad que tenga un antimicrobiano de ser efectivo en el tratamiento de

una infeccion especifica.

1. Alteracion del sitio blanco
2. Alteraciones en la permeabilidad o transporte

3. Inactivacion del antibiético

e El mecanismo genético de adquisicion de una resistencia puede ser:

- La mutacién de un gen implicado en el modo de accion de un antibiético: Este
mecanismo afecta preferentemente a ciertos antibidticos: quinolonas, rifampicina,
fosfomicina, antituberculosos y a veces cefalosporinas.

- La adquisicibn de genes de resistencia transferidos a partir de una cepa
perteneciente a una especie idéntica o diferente: Ciertos Antibidticos estan
particularmente afectados por este mecanismo: R-lactdmicos, aminoglicésidos,
tetraciclinas; cloranfenicol, sulfamidas.

e El mecanismo bioquimico de la resistencia puede ser:
- Una produccién por la bacteria de enzimas que inactivan el antibiotico.

- La modificacion del blanco del antibiético ©°!.

1.3.5 TRATAMIENTO DE LA INFECCION POR Helicobacter pylori

Dieciséis afios después del reconocimiento del papel del H. pylori en la etiopatogenia de la
Ulcera duodenal, la busqueda del tratamiento “ideal” para erradicar la infeccién, continua.
Hasta la actualidad, se han publicado multiples trabajos que han comparado un gran nimero
de tratamientos de duracidon muy variable, de 24hrs. Hasta 4 semanas, que han utilizado
diversos farmacos en multiples combinaciones y a dosis diferentes. El tratamiento “ideal”
anti-H. pylori debera ser eficaz, barato, facil de seguir por el paciente y sin efectos

secundarios.



Debe conseguir una erradicacion superior al 80% cuando se administran con intencion de
tratar, e inducir la menor resistencia posible a los antibiéticos. Uno de los factores que
influyen mas en la eficacia del tratamiento y en la aparicion de resistencias secundarias,
sobre todo en las pautas de tratamiento corto, es el concluir el tratamiento por parte del

paciente %,

Los principales farmacos utilizados para el tratamiento de la infeccién por H. pylori son los

gue a continuaciéon se enumeran:

a) Bloqueadores de la acidez

1. Benzimidazoles sustituidos
e Pantoprazol
e Lanzoprazol

e Omeprazol

2. Bloqueadores de H2
e Ranitidina
¢ Nizatidina

e Famotidina

b) Antimicrobianos
e Metronidazol

e Tinidazol

e Tetraciclina

e Amoxicilina

e Claritromicina®



ESQUEMAS DE TRATAMIENTO

Las pautas de tratamiento triple, que incluyen un inhibidor de la bomba de protones y dos
antibiéticos, administradas durante una semana, son por ahora las pautas de primera
eleccién, recomendadas en las diversas conferencias de consenso realizadas en Europa y
Asia; son las que se han administrando de forma mayoritaria en los centros de atencion
primaria®®. En general, la eficacia terapéutica de la combinacién de un inhibidor de la bomba
de protones con claritromicina y amoxicilina o metronidazol es similar. La prevalencia de
cepas resistentes a claritromicina o metronidazol, los precios del tratamiento y las opciones
de una segunda pauta terapéutica, son factores que pueden ser determinantes a la hora de
establecer el tratamiento de eleccion. Sin embargo, cuando se utiliza Ranitidina-citrato de
bismuto (RBC), la eficacia terapéutica de la combinacién de claritromicina con un
nitroimidazol (metronidazol, tinidazol) es algo superior a la obtenida cuando se combina con
claritromicina y amoxicilina #¥. Consiguen una tasa de curacién mucho mas elevada que con
un solo antibiético (terapia “dual”). Estos tratamientos son bien tolerados por los pacientes y
con una alta tasa de erradicacion tal como se ha demostrado en los diversos estudios,
aunque en ocasiones estas tasas han mostrado diferencias segiin donde se han realizado
los estudios; se ha descrito una menor eficacia de estos tratamientos segin si se
administran dentro de estudios protocolizados o de forma rutinaria en los centros de atencién

primaria.

Ademas, la eficacia de estos tratamientos puede estar comprometida por la resistencia a los

antibiéticos, en especial a la claritromicina. ¥

Cuando fracasa el tratamiento triple, se recomienda, como procedimiento de segunda
eleccion, las pautas cuadruples, que combinan un inhibidor de la bomba de protones,
subcitrato de bismuto coloidal, metronidazol o tinidazol y amoxicilina o tetracilina. Las tasas
de erradicacion obtenidas con estas terapias son altas, pero tienen el inconveniente de ser
peor toleradas por los pacientes, dado el importante nimero de farmacos que deben de

ingerir.



A pesar de ello, muchos expertos sugieren que las pautas cuadruples deberian ser utilizadas
como primera eleccion, en areas con alta tasa de resistencia a claritromicina, para el fallo del

tratamiento triple en estos casos y prevenir la aparicién de resistencias secundarias ©°.

En resumen para el tratamiento por H. pylori se han utilizado 3 tipos de terapias:

1. Terapia Dual: Un antibiético + Un Inhibidor de la Bomba de Protones (IBP). Tiene
buenos resultados pero se causa resistencia por las bajas dosis de antibiéticos.

2. Terapia Triple: Dos antibiéticos + 2 IBP. Es la terapia mas recomendada. Puede
llegar a alcanzar la erradicacion del 95%.

3. Terapia Cuadruple: Dos antibiéticos en dosis elevadas + 2 IBP.

ESQUEMA DE TRATAMIENTO | DOSIS

Inhibidor de la Bomba de Protones Dosis estandar
+ Claritromicina 500mg
+ Amoxacilina 1000mg

Inhibidor de la Bomba de Protones Dosis estandar

+ Claritromicina 500mg
+ Metronidazol 1000mg
Ranitidina con Citrato de Bismuto 400mg
+ Claritromicina 500mg
+ Metronidazol 1000mg
Ranitidina con Citrato de Bismuto 400mg
+ Claritromicina 500mg
+ Metronidazol 400mg

Tabla 4. Esquemas de tratamiento de siete dias contra la
infeccién de H. pylori (87]




1.4 MEDICINA TRADICIONAL

Los inicios de la Medicina Tradicional Herbolaria se remontan desde el comienzo mismo de
la humanidad. No existe documentacion escrita para determinar desde cuando el hombre
utiliza plantas con funciones medicamentosas pero resulta evidente que fue desde etapas
muy tempranas de la evolucién y muchisimo antes de que apareciera la escritura e incluso el

lenguaje.

Muestra del uso de plantas y preparados a partir de ellas lo podemos encontrar en el estudio
de cualquiera de las culturas que han existido, frecuentemente asociado a rituales mitico-
magicos; algunas de estas plantas continlan usandose en la actualidad, e incluso la

preparacion y sus formas de uso persisten inalterables.

A principios del siglo XX, el desarrollo de la quimica y el descubrimiento de complejos
procesos de sintesis organica desembocaron en la puesta en marcha, por parte de la
industria farmacéutica, de medicamentos fabricados en los laboratorios a partir de procesos
sintéticos, lo que mermé la utilizacion de plantas medicinales naturales, la sintesis de
medicamentos a partir de los principios activos de las plantas medicinales provocé un fuerte
impulso en el estudio de esas plantas por parte de los grandes laboratorios farmacéuticos,
pero sus descubrimientos se mantenian muchas veces ocultos por fuertes intereses
econdmicos. Con el lanzamiento al mercado de cada vez mayores medicamentos de sintesis
y con el despliegue de enormes campafias de propaganda para su utilizacion la fitoterapia

perdié terreno.

Con el transcurso del tiempo y la experiencia adquirida en el cada vez mayor problema de
las complicaciones y efectos adversos de los medicamentos de sintesis ha comenzado un
resurgir por la utilizacion de medicamentos naturales. Muchos investigadores rompiendo las
barreras de los tables se han volcado al estudio de las plantas medicinales, y con el auge
de los medios de comunicacion ya es imposible ocultar sus beneficios y las propiedades de

ellas 8,



Aunque se reconoce que es dificil proponer una definicién de la Medicina Tradicional que se
adapte a todas las formas y tradiciones existentes en el mundo, el Programa de Medicina

Tradicional de la OMS propone:

“La suma de conocimientos, habilidades, y practicas basadas en teorias, creencias y
experiencias, originaria de distintas culturas, sea explicable o no, utilizada para el
mantenimiento de la salud, asi como en la prevencién, diagndstico, mejoramiento y

tratamiento de enfermedades fisicas y mentales.”

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) desde 1976 ha estado promoviendo la
utilizacion apropiada de los sistemas tradicionales de medicina como parte de los programas
de Atencion Primaria de Salud, que comprende el empleo de plantas medicinales y de la

acupuntura.

El hombre ha buscado en la flora de su héabitat, de forma empirica, los medicamentos contra
las enfermedades que le son propias, relacionadas con su ambiente, son conocidos desde la

antigiiedad multiples ejemplos de especies medicinales que hoy tienen vigencias absolutas.

En la actualidad, la explotacién de la flora continla, pues hay alrededor del 98 % sin
explorar, lo que constituye un recurso excepcionalmente vasto en productos biol6égicamente
activos, que pueden ser Utiles, por si o bien, pueden servir como fuente natural de prototipos
guimicos para el desarrollo de derivados modificados (con actividades incrementadas y/o

toxicidad reducida).

La OMS y muchas organizaciones prestigiosas fomentan y financian planes de desarrollo,
con el objetivo de fundamentar, con el debido rigor cientifico, la utilizaciéon de las plantas
medicinales; es decir, la aplicacién de las plantas medicinales tradicionales se recomienda
gue se efectlie sobre una base cientifica que valide la efectividad terapéutica y la relativa

inocuidad de éstas. 8,



1.4.1 HERBOLARIA

La herbolaria es la aplicacién de la botanica a la medicina; es decir, al uso de hierbas contra
las enfermedades que aquejan al hombre y a otras especies, para reestablecer la salud. Los
quimicos han aislado principios activos, uno o varios, de una sola planta, y los han
denominado farmacos o medicamentos y la farmacologia se ha encargado de estudiar
algunas de sus propiedades en los seres humanos, principalmente, para darles una
utilizacion en las enfermedades diversas que aquejan al hombre y a los animales. Los
medicamentos de origen vegetal son aproximadamente una cuarta parte de los que se

encuentran en el mercado.

En México se tiene estimado que existen cerca de 30,000 especies de plantas, de las cuales
en 1998 el Instituto Nacional Indigenista documenté 3000 con usos medicinales, lo que
equivale al 10% de la riqueza floristica del pais y 100 de ellas registran una demanda

comercial muy alta. 1!

El Bidlogo M.C. Mauricio Gonzalez Ferrara describe que en la herbolaria internacional se
habla de 3 paises en cuanto a cultura herbolaria se refiere: México, India y China; sin
embargo México no tiene el mismo nivel de desarrollo e investigacion en herbolaria que la

India, China o paises europeos.

La investigacion de plantas medicinales consta de diferentes disciplinas: ethomedicina, la
farmacologia, la fitoquimica, la toxicologia, la investigacion clinica, la biotecnologia y el
disefio de medicamentos. Este proceso de investigacion no puede ser desarrollado por un
solo grupo, en realidad es una larga cadena en la que debe intervenir mucha gente,
diferentes instituciones, dependencias de gobierno y particularmente la industria. %

Las plantas medicinales, son aquellas que contienen compuestos bioquimicos que al entrar
en contacto con el organismo humano son capaces de actuar sobre determinados procesos
morbosos produciendo un efecto terapéutico o se utilizan como materia prima para la

produccién de medicamentos [,



A lo largo de los afios se han utilizado muchas hierbas y férmulas botanicas en la terapia de
la Ulcera péptica. Los remedios con hierbas para la Ulcera péptica comparten un efecto

similar en la estimulacion de las defensas naturales del organismo frente a la ulceracion.

En concreto, se opina que los compuestos naturales que contienen las hierbas estimulan la
produccién y secrecién de compuestos mucosos que recubren el tracto digestivo y previenen
las lesiones de los tejidos 2. Algunas de las plantas (tiles para combatir la Glcera péptica
son las siguientes: Marrubio vulgar, Trébol de agua, Caléndula, Cardo benedictino,
Malvavisco, Tormentila, Bistorta, Cola de caballo y Poleo 3 Entre todas estas plantas
también se encuentra el Cuachalalate (Amphypterygium adstringens), que es una de las 10

especies de mayor uso medicinal a nivel nacional sobre todo en el estado de Morelos 4.

1.4.2 CUACHALALATE

Clasificacién Taxon6mica

Fig. 9 Cuachalalate "

Nombre Cientifico: Amphypterygium adstringens Schiede ex Schelch.
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae

Orden: Sapindales



Familia: Julianaceae

Género: Amphypterygium

Especie: adstringens 5 %71,

Sinonimia Cientifica

Amphipterygium adstringens (Schlecht.) Schiede, Hypopterygium adstringens Schlecht y

Juliania adstringens Schlecht [#8 92100,

Sinonimia Vulgar

Cuachalalate, cuachalala, matixeran (Michoacan), volador (Puebla), chalalate, coachalalate,
cuachalalatl (Distrito Federal), maceran, paupeco, cuachinala (Oaxaca) ™.

Descripcion de la planta

Fig. 10 Arbol de Cuachalalate

Arbol de 10m de altura, con el tronco torcido de corteza moreno grisaceo o gris plomizo con
grandes escamas, las hojas estan agrupadas en las puntas de las ramas en nimero de tres
a cinco, en el anverso son verde opaco y en el reverso verde grisaceo. Las flores pueden

encontrarse solitarias o en ramilletes.



Los frutos son nueces abultadas y alargadas que estan en ramas de color verde palido. Esta
especie es de clima calido y templado, se encuentra desde los 100 hasta los 1300 metros

sobre el nivel del mar 2%,

Distribucion Geogréfica

El género es de origen americano y crece desde México hasta Perl. Se distribuye en la
vertiente del Pacifico desde Nayarit hasta Oaxaca, incluyendo la cuenca del rio Balsas. Esta
especie es originaria de México y se puede encontrar en los estados de Guerrero, Morelos,

Michoacén, México, Nayarit, Jalisco, Puebla, Chiapas, Sinaloa, y Oaxaca.

Crece en la selva tropical caducifolia, subcaducifolia, matorral xerdéfilo e inclusive en bosque
espinoso, mesdfilo de montafia y pino-encino. Esta especie puede progresar bien en zonas

sujetas a incendios periodicos (511

Usos

El Cuachalalate es una planta medicinal cominmente usada en México. La parte que mas se
utiliza es la corteza y se ha reportado su uso en la medicina popular durante varios afios y
en diversas areas del pais. Las propiedades curativas atribuidas a esta planta ancestral son
dadas por la gente que habita en diversas regiones en donde vegeta este arbol ya sea por
informacién trasmitida de generacion en generacién, por observacion directa o por la

transmision oral o escrita. %4,
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Fig. 11 Principales Estados de la Republica Mexicana donde se utiliza el Cuachalalate.”!

El uso principal es el cocimiento de la corteza, como tratamiento de Ulceras, cancer de
estdbmago, gastritis, lesiones cutdneas, endurecimiento de encias, tifoidea, tifo, y heridas
antiguas. También se remoja la corteza para el tratamiento de Ulceras. En el caso de
heridas, puede aplicarse hecha polvo o macerada en agua. Para el tratamiento de granos y
llagas se utiliza la resina de la corteza, que puede ser aplicada a animales domésticos. Asi

mismo se utiliza para tratar rozaduras de bebés, mordeduras o piquetes de animales

ponzofiosos y como cicatrizante 195101,
Forma de preparacion Usos Aplicacién
Remojado Cicatrizante Como agua de uso
Pomada Cicatrizante Local
Jarabe Tos Se toma 3 - 4 veces al dia
Ténico Fortalecer el pulmén, asma, | Se toma 1- 3 veces al dia
tos
Té Cicatrizante Se toma varias veces al
dia
Tabla 5. Usos y Forma de preparacion del Cuachalalate ™

CONTRAINDICACIONES

No se debe de ingerir por largos periodos, se recomienda utilizar en ciclos de dos semanas;

con una de descanso. Su uso en grandes dosis puede afectar la vista [108]



COMPOSICION QUIMICA Y METABOLITOS ACTIVOS

Las investigaciones del Cuachalalate en fotoquimica se han realizado principalmente en la
corteza del arbol, ya que es parte de la planta que se emplea para ejercer su efecto
terapéutico. Esta corteza es en general lisa, de pigmento rosado pardo rojizo muy intenso y

cuando se prepara el extracto acuoso, queda muy concentrado [109],

[108]

Fig. 12 Corteza de Cuachalalate

Los compuestos de interés que lograron aislar e identificar fueron los triterpenos: &cidos
masticadienoico, 3a-hidroximasticadienoico y mezclas de acidos
masticadienoico/isomasticadienoico en plantas del sexo femenino. Mientras que en las del
sexo masculino se encontraron mezclas de acido masticadienoico con un compuesto
desconocido. La mejor acumulaciéon del acido masticadienoico ocurrié en febrero y la del 3a-

hidroximasticadienoico fue en noviembre.

Otras fuentes mencionan la presencia de compuestos benzilicos, tales como los acidos 6-
heptadecil, 6-nonadecil y 6-pentadecil salicilico ademas del B-sitosterol. En las hojas, se ha

identificado el acido cuachaldlico el cual también es un triterpeno.



Uno de los compuestos aislados de la corteza del cuachalalate fue el 4cido masticadienoico
y se extrae del mastic; éste se presenta en forma de un lagrimeo amarillo o amarillo verdoso
de 3 mm de didmetro. Las lagrimas son quebradizas pero se hacen plasticas al ser
masticadas. La resina es una mezcla compleja de &cidos tri, tetra y penta ciclicos y alcoholes

triterpenoides. El &cido masticadienoico es uno de los acidos triterpenoides tetraciclico.

Otro de los componentes que se encontraron en el cuachalalate es el B-sitosterol. Tal
compuesto es el fitosterol mas abundante en la dieta y se distribuye ampliamente en el reino

plantae.

Un tercer tipo de compuestos son los acidos salicilicos. Como el nombre lo indica, la base de
todos ello es el &cido salicilico o salicilato. Los salicilatos en general son inhibidores
reversibles de la ciclooxigenasa excepto el &cido acetilsalicilico, que la inactiva

irreversiblemente una vez que la ha acetilado.

Los salicilatos de sodio, colina, el salicilato magnésico de colina y la aspirina se emplean
como antipiréticos y analgésicos en el tratamiento de la gota, fiebre reumatica y artritis; de

ahi la inferencia de que los efectos del cuachalalate son de tipo analgésico y antiinflamatorio
[110]

Fig. 13 Acido masticadiendnico
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EXPERIMENTACION FARMACOLOGICA

Se ha comprobado la actividad antitumoral de un extracto metandlico de la planta,
administrado a ratones por via intramuscular con tumores mamarios tipo carcinoma.
También se ha demostrado el efecto hipocolesterolemiante a través de extracto hexanico

administrado a ratas 'Y,

Se realiz6 una prueba farmacol6gica anti-inflamatoria con el 4cido a-
hidroximasticadienénico en ratas Wistar macho y se observd una fuerte inhibicion de la

inflamacion a una dosis de 10mg/Kg con un 93% de disminucion del edema (112

Existen estudios con extractos metandlicos y hexanicos, sin embargo también el extracto
acuoso de Cuachalalate ha resultado altamente efectivo en el tratamiento de Ulceras
gastricas y duodenales, esto demostrado en una evaluacion farmacolégica de la accién



antiulcerosa de una infusiéon de Cuachalalate a diferentes dosis mediante una curva dosis
efecto gradual en ratas Wistar. Aunque todavia falta conocer el mecanismo por el cual esta
planta corrige problemas gastrointestinales, algunos autores sefialan que el Cuachalalate

puede tener un efecto citoprotector y cicatrizante en la mucosa gastrica. [113]

Mediante estudios experimentales, se ha comprobado la actividad antiulcerosa de los
extractos acuosos de la corteza, la cual no se relaciona con el efecto antagonista de los

(1141 También se ha demostrado gue varias fracciones del

receptores H2 de la histamina
extracto metabdlico de la corteza de esta planta tienen un efecto gastroprotector, el cual se
postula como el mecanismo de accién (1151 Ademas se han estudiado sus propiedades para
actuar como filtro solar, el extracto de Cuachalalate tiene la capacidad de absorber las

radiaciones ultravioleta ¢,

Los componentes quimicos activos del Cuachalalate representan potencial de desarrollo
para el pais a través de la elaboracion de productos farmacéuticos y el avance de

investigaciones biomédicas (a7,

APROVECHAMIENTO Y CONSERVACION DEL CUACHALALATE

Algunas de las recomendaciones que se hacen es que, por ejemplo, el aprovechamiento de
la corteza no supere los ocho o diez milimetros. El corte debe ser homogéneo sin
descortezar hasta nivel de madera, porque ademas de dafiar seriamente la fisiologia del
arbol, su regeneracion es deficiente y también es probable no se pueda descortezar de

nueva cuenta.

Asimismo, se recomienda descortezar en placas de 60 centimetros de longitud y 50 por
ciento del perimetro del arbol. Esto debe hacerse en forma alterna y en espiral. Es decir, si
se saca una placa en direccion norte, la siguiente se quitara en direccion este, la siguiente

en direccion sur hasta cubrir todo el tronco.



Deben dejarse de cinco a diez centimetros sin descortezar entre placa y placa en todo el
perimetro del tronco, pues no se recomienda descortezar todo el tronco, porque se tendrian
problemas con la regeneracion de corteza. Por ningiin motivo se deben descortezar arboles

menores de diez afios de edad o que tengan 15 centimetros o menos de diametro.

Los arboles mayores a este diametro pueden aprovecharse bajo las recomendaciones arriba
anotadas y tener la seguridad de que se tendra una buena respuesta de regeneracion de
corteza para un segundo aprovechamiento. La época de descortezamiento mas
recomendable es de mayo a julio y la parte descortezada debe cubrirse con plastico blanco.
Con este sencillo procedimiento se reduce la deshidratacion, el agrietamiento y se obtiene
una corteza de buena textura y con la calidad necesaria para uso tanto tradicional como

farmacéutico 1181,

1.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Es un equipo complejo que funciona al alto vacio por ello no se puede observar ningln
material vivo ni que contenga agua, la imagen esta dada por los electrones transmitidos a

través de la muestra, por eso se requiere que sea de un grosor menor a 100nm para obtener

una buena resolucion; ademas debe estar protegida con metales pesados que soporten la
[119]

interaccion de los electrones de alta energia.

Fig. 16. Microscopio Electronico de Transmision.
Tomada en el Laboratorio de Microscopia.
FES-Cuautitlan. Campo 1



En este microscopio se utilizan electrones en vez de rayos de luz, y como lentes funcionan
unos electroimanes llamadas lentes electromagnéticas. Cuando los electrones pasan a
través de la preparacion algunos son difractados creando entonces una imagen que se hace
visible en una pantalla fluorescente de ZnS sensible a los electrones. La longitud de onda de
la radiacion de los electrones es mucho mas pequefia que la de la luz visible y, como el
poder resolutivo de un microscopio es inversamente proporcional a la longitud de onda
utilizada. La resolucidon y aumentos totales obtenidos con el microscopio electrénico son

mucho mayores que la conseguida con el microscopio Gptico. [120]

1.5. TINCION NEGATIVA

La tincion negativa es una técnica sencilla y econémica y su uso se ha generalizado como
técnica fundamental para contrastar muestras particuladas (7). El contraste se obtiene
embebiendo la particula a observar en una sal de un metal pesado (acido fosfotungstico al
2%, el acetato de uranilo al 4%), que perfila minimos detalles ultraestructurales sobre un
fondo oscuro; de ahi su denominacién como técnica de “contraste negativo”, o de tincion
negativa. Siempre que se aplique esta técnica, es necesario trabajar con rejillas cubiertas
por un soporte 0 membrana plastica (fomvar o colodion), para evitar que la muestra liquida
se escurra entre los agujeros de la rejilla. La tincion negativa se aplica al estudio de
microorganismos (virus, bacterias, protozoarios), fragmentos celulares (membranas) y

macromoléculas aisladas (proteinas). 121]

1.6. ENSAYO COLORIMETRICO DE MOSSMAN CON 3-(4,5-DIMETILTIAZOL-2-IL)-2,5-
DIFENILTETRAZOLIO (MTT).

Mossman en 1983 desarrolla este método, siendo modificado por Francois Denizot y Rita
Lang. EI MTT, también conocido como Azul de Tiazol, es una sal de tetrazolio soluble en
agua. En solucién tiene una coloracion amarilla La prueba colorimétrica de MTT ha sido
previamente descrita para medir citotoxicidad y proliferacion celular asi como para un indice
de medicion de activacion celular ambos cuantitativa y cualitativamente.

La prueba de MTT se basa en la capacidad de la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa de las células viables para transformar la sal de MTT tetrazolio (de color

amarillo), en un producto de color azul (MTT formazan).



La intensidad del color azul sera proporcional al nimero de células vivas presentes. La
absorbancia del colorante se mide a una longitud de onda de 590nm o a la longitud mas

cercana 1?2

1.7. DILUICION EN TUBO

La cuantificacion in Vitro de los antimicrobianos se evalGa habitualmente mediante alguna de
las variantes de los métodos de dilucion. Estas técnicas son utilizadas para medir semi-
cuantitativamente la actividad in Vitro de un agente antimicrobiano frente a un cultivo de una
cepa bacteriana y permiten determinar la CMI que es la menor concentracién del
antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento bacteriano. Esto se basa en la determinacién
del crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones crecientes del

antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de cultivo ™2,

La reproducibilidad de estas pruebas es de +/- 1 dilucién para evitar una gran variabilidad,
estas técnicas deben ser estandarizadas y controladas cuidadosamente, son muy utiles en el

estudio de nuevos agentes antimicrobianos como el que se quiere probar en este trabajo
[122]



2. HIPOTESIS

Si el extracto acuoso de Cuachalalate es un agente antimicrobiano, entonces podra inhibir el
crecimiento de Helicobacter pylori y asi tener una nueva alternativa para las enfermedades
causales de esta bacteria



3. JUSTIFICACION

Helicobacter pylori afecta aproximadamente al 50% de la poblacién mundial con una
prevalencia mayor en los paises en vias de desarrollo que en los desarrollados. Participa en
la etiologia de la gastritis, Ulcera péptica y duodenal e incluso se asocia con algunos tipos de

cancer gastrico.

La infeccion con H. pylori se asocia con un 70% de los casos de gastritis crénica activa y con

el 90 a 95% de las ulceras duodenales y con un 60% de pacientes con cancer.

El cancer gastrico ocupa el 2° lugar entre las neoplasias gastricas de diagnéstico mas

frecuente a nivel mundial.

La resistencia de H. pylori a los antibiéticos es una preocupacion global cada vez mayor que

necesita la atencion de la salud puablica.

La corteza de Amphipterygium adstringens, conocida como cuachalalate, ha tenido bastante
aceptacion en las personas que hacen uso de ella para el tratamiento de las patologias

géstricas del agente causal Helicobacter pylori.



4. OBJETIVO GENERAL:

e Evidenciar el efecto inhibitorio del cuachalalate (Amphipterygium adstringens) en
Helicobacter pylori usando el reactivo MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

Difeniltetrazolio) y la tincion con el acido fosfotingstico.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES:

¢ Aprender el manejo de Helicobacter pylori bacteriolégicamente.

e Obtener un extracto acuoso de (Amphipterygium adstringens) estéril por filtracion con

membrana de 0.22um.

e Realizar ensayos de Helicobacter pylori (26695) y el extracto de cuachalalate por

medio de la técnica de microdilucién en placa, evidenciando los resultados con el MTT.

¢ Realizar ensayos de Helicobacter pylori y el extracto de cuachalalate por medio de la
técnica de diluciéon en tubo para obtener un volumen grande de bacterias para ser
observadas aplicando la técnica de tincién negativa con acido fosfotingstico, en el
Microscopio Electronico de Transmision.



5. METODOLOGIA

Extracto acuoso de Cuachalalate.

Se calentaron 100mL de agua destilada hasta ebullicién en un matraz erlenmeyer de 250mL
con rosca, se adiciono 4.5 gr. de Cuachalalate. Se retiro del fuego y se dejo reposar 10min.
Se filtro empleando un embudo de vidrio y papel filtro del No. 3 Whatman® y se dejo enfriar
a temperatura ambiente. Después se filtro con membranas de 5.0, 0.8, 0.45um.

Posteriormente la infusién se esterilizo por filtracion con una membrana estéril de 0.22um.

Fig. 17 Método de filtracion

Posteriormente se realizo un sembrado masivo del Extracto en Agar BHI para comprobar la
esterilidad del extracto de Cuachalalate, incubandola a 37°C por 24hrs. para su observacion,
en la cual no hubo crecimiento bacteriano por lo tanto el extracto es estéril.

Para determinar la concentracién se pesaron 3 viales ambar con similitud de peso en una
balanza analitica; los cuales fueron lavados, secados y esterilizados en autoclave en una
balanza analitica y se adiciono 1mL del extracto a cada uno; estos viales se colocaron en un
horno Pasteur manteniendo la temperatura a 36°C hasta la total evaporacion del extracto.
Los viales se volvieron a pesar y con el promedio de las diferencias de pesos se obtuvo la

concentracion.



NOTA: La Infusién de Cuachalalate se utilizé el mismo dia da la preparacion, esto se debe a

la inestabilidad de sus componentes.
OBTENCION DE CEPAS DE Helicobacter pylori
La cepa fue proporcionada por el M. en C. Gerardo Gonzalez Valencia del Hospital General

Siglo XXI, Hospital de Pediatria en la Unidad de Enfermedades Infecciosas. Laboratorio de

Bacteriologia.

Fig. 18 Manejo de la cepa de Helicobacter pylori

La cepa Helicobacter pylori 26695, aislada originalmente de un paciente de Reino Unido con
gastritis, se escogioé por su capacidad de colonizar cerdos y provocar en ellos una respuesta
inmunitaria e inflamatoria. Se trata de una cepa toxigénica (vacA+), que presenta un genoma
circular de 1.667.867 pares de bases y 1.590 genes, con un tamafio medio de 945 pares de
bases cada uno, similar al observado en otras células procariotas. Mas del 70 % de sus
proteinas tenian un punto isoeléctrico mayor de 7.0. Los aminoacidos basicos -arginina y
lisina- estan presentes con una frecuencia doble en H. pylori respecto H. influenzae y E. coli,
lo que quizas refleja su adaptacion al medio gastrico acido. De acuerdo con un nicho
ecologico tan restrictivo, H. pylori presenta una gran capacidad de biosintesis y reparacion,
en un intento por adaptarse al medio. La supervivencia en condiciones tan acidas depende,
en parte, de su habilidad para generar un potencial positivo intracitoplasmatico en

condiciones de bajo pH.



CORROBORACION DE LA CEPA Helicobacter pylori

Se cultivo en Agar Sangre al 10%; a 37°C bajo condiciones microaerofilicas, durante 5 dias
por ser una bacteria con requerimientos especificos. Se realizaron pruebas como tincion de
Gram, Oxidasa, Catalasa, Motilidad en gota suspendida y la prueba de Ureasa de
Christensen (VER ANEXO 2).

DILUICION EN TUBO

Prueba cualitativa. Una vez identificada la cepa, se procede a realizar el ensayo. Todo el
procedimiento se realiza en condiciones de esterilidad, incluyendo el material utilizado. La
bacteria se siembra por estria en una placa de agar Sangre y se incuba 72 horas a 37 ° C en
condiciones de microaerofilia. Cumplido el tiempo de incubacion, se estandariza la bacteria
con ayuda de la escala de Mac Farland utilizando el tubo 0.5 con caldo BHI a doble
concentracion, esto se debe a que cuando se agregue el extracto acuso de Cuachalalate, la
concentracién del caldo seréa la establecida por el fabricante para el 6ptimo crecimiento del

microorganismo .

Previamente se tienen tres juegos de once tubos estériles con taparrosca, con los cuales se
realizan dobles diluciones y se rotulan como sigue:
e Tubo 1 bacteria / solucion concentrada
e Tubo 2 bacteria / solucién a concentracion 1:2
e Tubo 3 bacteria / solucién a concentracion 1:4
e Tubo 4 bacteria / solucién a concentracion 1:8
e Tubo 5 bacteria / solucién a concentracion 1:16
e Tubo 6 bacteria / solucién a concentracion 1:32
e Tubo 7 bacteria / solucion a concentracion 1:64
e Tubo 8 bacteria / solucion a concentracion 1:128
e Tubo 9 Control positivo caldo SSF + Bacterias
e Tubo 10 Control negativo SSF + Cuachalalate
e Tubo 11 Blanco SSF+ Cuachalalate + BHI



Se procede a realizar las diluciones con 1mL solucién salina fisiolégica estéril, después se
deposita 1mL de bacteria estandarizada al 0.5 de Mac Farland en cada tubo, excepto en los
tubos 10 (Control -) y 11 (Blanco).

Una vez realizado lo anterior, los once tubos se dejan en incubacion 48 horas a 37° C. en
condiciones de microaerofilia con las tapas parcialmente abiertas. Al cumplirse dicho tiempo
se realiza la observacion de los tubos, comparando la turbidez tomando como referencia el

control positivo y negativo.

Fig.
19 Método de dilucién en tubo



Prueba cuantitativa con la técnica de MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.
Esta es realizada con los mismos tubos del ensayo cualitativo una vez que se han realizado

las anotaciones correspondientes de los resultados obtenidos.

En condiciones de esterilidad se procede al ensayo cuantitativo. Se rotula una microplaca

como sigue:

Fig. 20. Rotulos en microplaca.

Con ayuda de micropipetas de volimenes ajustables y de puntas estériles se realiza el
llenado de los pozos como sigue:

* 90 UL del Tubo 1 en el pozo Al * 90 uL del Tubo 7 en el pozo A7

* 90 UL del Tubo 2 en el pozo A2 * 90 uL del Tubo 8 en el pozo A8

* 90 uL del Tubo 3 en el pozo A3 * 90 uL del Tubo 9 en el pozo A9 (control +)

* 90 uL del Tubo 4 en el pozo A4 * 90 uL del Tubo 10 en el pozo A10 (control -)
* 90 uL del Tubo 5 en el pozo A5 * 90 uL del Tubo 11 en el pozo A1l (Blanco)
* 90 pL del Tubo 6 en el pozo A6



Una vez terminado lo anterior se agrega a cada pozo 10 pL de reactivo de MTT. Se incuba
la microplaca a 37° C por 3 horas. Al cabo de este tiempo se realiza la lectura
correspondiente en un lector de ELISA a 590 nm (BIORAD). Con esta prueba se determinara

la Concentracién Minima Inhibitoria de Amphipterygium adstringens con Helicobacter pylori.
COMPROBACION DE EFECTO BACTERICIDA O BACTERIOSTATICO.

Este ensayo se efectlla a partir de la prueba cualitativa de la cual se toman los tubos:
Controles positivo y Controles negativo, asi como el Tubo 1 el cual es nuestro problema. En
condiciones de esterilidad se toma una asada y se siembra en una placa de Agar Sangre al
10%, la placa se rotula (Fig. 21) y se incuba 72 horas a 37 °C en atmésfera de CO2.

Pasado este tiempo se realizan las lecturas y anotaciones correspondientes.

Fig. 21. Placa petri rotulada y placa petri con los resultados de muestra inoculada.

Sin
Crecimiento

Control Control
Positivo Negativo

Problema




MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

La suspensién bacteriana se centrifuga a 2000rpm 5min para la muestra problema y para el
control positivo a 2000rpm durante 10min; eliminar el sobrenadante; a la pastilla agregarle
2mL de Karnosky dejar reposar por 1 hora; volver a centrifugar a 2000rpm durante 10min;

eliminar el fijador para posteriormente resuspender con 3 mL un Buffer de Fosfatos estéril.

TINCION NEGATIVA

Una gota de suspension bacteriana se deposita sobre un papel parafilm, y se colocan 2
rejillas con membrana fomvar para que se adsorba la muestra durante 20 min;
posteriormente se toman las rejillas con unas pinzas y el exceso se adsorbe con papel filtro y
enseguida son tefidos con una gota de acido fosfotiingstico (AFT solucién al 1% con
pH=7.2) durante un periodo que varia entre 5 y 30 min; las rejillas son recogidas y se
adsorbe el exceso de colorante y son secadas a temperatura ambiente 0 en una estufa a
35°C. Las muestras son observadas y fotografiadas en el Microscopio Electrénico de
Transmisién. JEOL JEM 100S



6. DIAGRAMA DE TRABAJO
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7. RESULTADOS

Después de haber realizado una revision hemero-bibliografica; encontramos una sola
referencia que habla del ensayo de Cuachalalate con Helicobacter pylori (Castillo Juarez; et

al., 2007); esto quiere decir que hay muy poca investigacion del efecto de este extracto con

esta bacteria causante de patologias gastricas.

Se hicieron tres ensayos de los cuales obtuvimos 24 lecturas similares, determinando sus
absorbancias en el Elisometro donde se calcul6 la media para tener mejores resultados.

Primer ensayo de Helicobacter pylori versus Extracto de Cuachalalate

ABSORBANCIAS (590nm)

CONTROL (+) 131 1.31] 131 131 1.31 1.31 131] 131
CONCENTRACION | 4380 2190| 1090| 540 270 137 68.5 34
PROBLEMAS 0.23]0.221 0.2 0.2 0.18 0.18] 0.16] 0.18
CONTROL (-) 0.267]0.267| 0.267] 0.267| 0.267| 0.267] 0.267]0.267




En el Grafico Namero 1, se observa el comportamiento que tiene la bacteria de Helicobacter
pylori al ensayarla con el Extracto de Cuachalalate. La Concentracion Minima Inhibitoria
(MIC) que se obtuvo se encuentra en la dilucién 1:128 la cual corresponde a una
concentracion de 34ug/mL.

Representacién en Barras del Primer ensayo de Helicobacter pylori versus Extracto de

Cuachalalate.

Se realiz6 este grafico para ver el comportamiento de la bacteria con el Extracto de
Cuachalalate en donde se observa que nuestro control positivo tiene una mayor absorbancia
con respecto a nuestro control negativo, las absorbancias que se obtuvieron en las
diferentes diluciones se encuentran por debajo del control positivo y control negativo. En este
ensayo la bacteria fue inhibida en todas las diluciones realizadas.



Segundo ensayo de Helicobacter pylori versus Extracto de Cuachalalate.

ABSORBANCIAS (590nm)

CONTROL (+) 1.421]1.421| 1.421|1.421| 1.421| 1.421| 1.421]|1.421
CONCENTRACION | 4380| 2190| 1090| 540| 270| 137| 685| 34
PROBLEMAS 022| 021 0.2| 0.2] 017| o0.16] 0.15] 0.15
CONTROL (-) 0.267]0.267| 0.267] 0.267| 0.267| 0.267| 0.267]0.267

Aqui se muestra la conducta que tiene Helicobacter pylori al tratarla con el Extracto de
Cuachalalate. La Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) se encuentra en la dilucion 1:128 la
cual tiene una concentracién de 34ug/mL.



Grafico en Barras del Segundo ensayo de Helicobacter pylori versus Extracto de

Cuachalalate.

La tendencia que tiene la bacteria al tratarla con el Extracto de Cuachalalate a diferentes
diluciones; se distingue la diferencia que hay entre el control positivo con una mayor
absorbancia con respecto control negativo, las absorbancias que resultaron en las diluciones
realizadas estan por debajo del control positivo y control negativo, por lo que tenemos que la
bacteria en todas las diluciones fue inhibida.



Tercer ensayo de Helicobacter pylori versus Extracto de Cuachalalate.

ABSORBANCIAS (590nm)

CONTROL (+) 1.31) 1.31] 131 131 131 131] 1.31] 131
CONCENTRACION | 4380 2190| 1090| 540 270 137| 68.5 34
PROBLEMAS 0.21] 0.2 0.2] 0.19 0.17 0.17] 0.15] 0.15
CONTROL (-) 0.19] 0.19] 0.19] 0.19 0.19 0.19] 0.19] 0.19

En éste tercer ensayo se muestra que la bacteria de Helicobacter pylori al probarla con el

Extracto de Cuachalalate. Se obtuvo una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

34ug/mL la cual se encuentra en la dilucién 1:128.

de



Tercer ensayo de Helicobacter pylori versus Extracto de Cuachalalate. Representado
en barras.

En ésta representacion se ven las diluciones realizadas con H. pylori y el extracto acuoso de
Cuachalalate en donde presentan una menor absorbancia con respecto al Control positivo y
control Negativo. Por lo tanto se tiene una CMI de 34ug/mL.



Efecto bactericida o bacteriostatico.

En esta prueba se observa el efecto bacteriostético, ya que después de un lapso de 48hrs. a
37° C el resultado del ensayo del extracto de Cuachalalate al enfrentarla con Helicobacter
pylori se observa que en el Control Positivo hay mayor crecimiento a comparacion de
nuestro Problema y en el Control Negativo no hay crecimiento.

c(+) Problema

Fig.22. Resultado Bacteriostéatico

En la Microscopia Electronica de Transmisién con la técnica de Tincion negativa, logramos
observar la morfologia de la bacteria Tratada y No tratada encontrando diferencias

estructurales superficiales (Ver Fig. 23 — 24).



Fig. 24 Helicobacter pylori
tratada con Cuachalalate.
Microfotografia tomada con el
Microscopio  Electrénico de
Transmision a 20 000X. Se
puede distinguir el dafio que
presenta la membrana de la
bacteria después de haber
sido tratada con el Extracto de
Cuachalalate.

Fig. 23 Helicobacter pylori sin
tratar. Microfotografia tomada con
el Microscopio Electronico de
Transmision a 10 000 aumentos; se
observa la estructura que posee
ésta bacteria;, como su forma
helicoidal, ademas presenta 4 de
sus 8 flagelos en uno de sus
extremos.




8. DISCUSION

Actualmente la Medicina Tradicional ha conquistado diversos espacios importantes,
rebasando incluso las fronteras entre lo étnico y lo global, lo tradicional y lo ortodoxo, lo rural
y lo urbano; cada vez son mas las personas que recurren a ella, no so6lo pacientes, sino
también médicos alopatas, investigadores e instituciones que han encontrado en este
conocimiento una nueva alternativa para la blsqueda y tratamiento en los procesos de
salud-enfermedad, que no soélo es reconocida por su eficacia, sino también por su reciente

legitimidad cientifica, histérica y cultural.

La corteza de Cuachalalate ha sido utilizada para el tratamiento de la gastritis, Ulcera
péptica, duodenal y cancer de estdbmago, ya que ésta es una planta medicinal con infinidad
de propiedades farmacéuticas, por tal motivo se realizaron algunas pruebas para evidenciar

el efecto antimicrobiano que tiene sobre Helicobacter pylori.

Helicobacter pylori es un patdégeno no invasivo pero que coloniza las superficies de la
mucosa gastrica, donde la respuesta del hospedador produce inflamacién y es por ello el
maximo responsable de gastritis, Ulceras pépticas, cancer de estomago. Se han buscado

alternativas para el tratamiento asi como prevencién

En Julio de 2007 Castillo Juarez I.; et. al., publicaron que los &cidos anacardicos de la
corteza de cuachalalate (Amphipterygium adstringens) tienen una actividad en contra de
Helicobacter pylori. Ellos realizaron una extraccion continua de Soxhlet de la corteza de
Cuachalalate, identificaron de la mezcla con éter tenia actividad antimicrobiana significativa
para el H. pylori, de ésta fraccién aislaron una mezcla de los acidos anacardicos y tres
triterpenos: acido masticadienonico, acido 3 a- hidroximasticandienonico, 3 epi-oleanoalico,
asi como el esterol B-sitoesterol. Demostraron que solo la mezcla de los &cidos anacardicos

tienen una actividad antibacterial contra Helicobacter pylori (MIC=10pg/mL) !



En Estados Unidos hay una patente con nimero 7045156, en la cual mencionan el proceso
de preparacién para eliminar la bacteria Helicobacter pylori; en donde colocan 3 kilos de la
corteza de Cuachalalate en 16 litros de agua, se coloca en una olla por 5 horas sin dejar
evaporar. Después del transcurso del tiempo se filtra, la corteza se separa del liquido. Se
toman 6 Litros de la nueva solucidn obtenida puesto que el sabor es desagradable se le
coloca 1mL de mentol para que tenga mejor sabor, posteriormente se refrigera la solucion
hasta que se embotella para utilizarla. Las pildoras y las tabletas pueden ser hechas de la
solucion original. Calculando su concentracion ellos tienen 18.75g/100mL, lo que nos dice
que la preparacion esta muy concentrada™®. En un trabajo realizado por Gardea S., Vera
G., et. al.,, de 2005, demostraron que a concentraciones altas de Cuachalalate provoca
citotoxicidad en las células MDBK y Vero, ellas prepararon su extracto con 1g de la corteza
de Cuachalalate en 100mL de agua*®, lo cual se observa que es menor con respecto a la
gue tiene la patente de Estados Unidos, nosotros tenemos es de 4.5g/100mL la cual es

también baja a comparacién de esa patente.

En un estudio realizado por Miranda Malvaez M. en 2006; en el que evalué el efecto
antimicrobiano de la corteza de Cuachalalate en bacterias Gram (+). Gram (-) y Helicobacter
pylori, desarrollo un extracto acuoso estéril obteniendo una concentracién de 4572.13ug/mL,
en donde realizé varios ensayos en los cuales determind que mientras el extracto se
encuentre mas concentrado va a inhibir a Helicobacter pylori obteniendo una CMI de
285.76ug/mL en unos de los ensayos que realizé como son: dilucién en tubo, dilucién en
agar, prueba de penicilindros (o prueba de difusién en agar “cilindro-placa”) y el método de
Kirby-Bauer (o prueba de sensidiscos) ™. Por lo que se puede decir que Ensayo de
Mossman (MTT) es mas sensible con respecto a las demas pruebas.

También hay trabajos en los cuales se realizan ensayos in vivo con el extracto de
cuachalalate para el tratamiento de ulceras pépticas y gastricas; por ejemplo el que realizo
Cubillo C. 2007; en donde se evalud el efecto antiulceroso de la corteza de Cuachalalate;
para ello se utilizaron ratas Wistar de peso promedio de 250 a 300 g; a éstas se les indujo

Ulcera de tipo farmacoldgico con una mezcla al 2% de naproxen en alcohol al 70%.



Después se les administro el té de Cuachalalate cuya concentracion fue del 2.4% y en dosis
graduales entre 25 y 100 mg/Kg de peso, durante 7 dias para conocer la eficacia de este
producto. Los resultados obtenidos mostraron que el t¢ de Cuachalalate a la dosis de 50
mg/Kg de peso mostrd el mejor porcentaje de recuperacion de la Ulcera péptica ya que tanto
la Ulcera formada en el estbmago como la del duodeno muestran una mejoria del 88% en el

primero y del 71% en el segundo™*",

El extracto acuso de Cuachalalate se filtro por medio de membranas para asegurarnos que
estuviera estéril y que no interfiera con los resultados. La filtracién por membrana constituye
un modo eficaz de lograr una calidad con una menor contaminacién microbiana; la
membrana funciona como una pared de separacién selectiva; de esta forma al pasar el
extracto de cuachalalate algunas sustancias pueden atravesar la membrana, mientras que
otras quedan atrapadas en ella. No obstante, los fluidos no atraviesan las membranas
porque si, sino que requieren energia, factor que obliga a aplicar alta presion, a mantener un

gradiente de concentracion en ambos lados de la membrana.

La cepa fue proporcionada por el M. en C. Gerardo Gonzdalez Valencia del Hospital General
Siglo XXI, Hospital de Pediatria en la Unidad de Enfermedades Infecciosas. Laboratorio de

Bacteriologia,

La bacteria se encontraba en Nitrdgeno liquido para su conservacion y sobrevivencia,
posteriormente se sembrd en medio de Agar Sangre durante 5 dias a 37°C en condiciones
anaerodbicas, para corroborar su identidad se realizo un frotis y se tifio con Gram, ratificando
el Gram y la forma, ademas las pruebas de catalasa, oxidasa y ureasa las cuales fueron
positivas (Ver Anexo 2).

De las lecturas obtenidas en los 3 ensayos se realizaron graficos para observar el

comportamiento que tiene la bacteria con el extracto de Cuachalalate.



En el grafico 1 se representa el ensayo del extracto acuso de Cuachalalate contra
Helicobacter pylori, las absorbancias obtenidas se encuentran por debajo del control positivo
y control negativo en todas las diluciones; por lo tanto nuestra Concentracion Minima
Inhibitoria se localiza en la diluciébn 1:128 la cual corresponde a una concentracion de
34ug/mL partiendo de una concentracion inicial de 4380ug/mL. Estamos presentando solo el
grafico 1 ya que si ponemos los graficos 2 y 3 seria muy repetitivo hablar de ellos por la

similitud de los resultados.

Por otra parte, la técnica colorimétrica rapida que emplea el colorante 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i2,5 bromuro difeniltetrazolio (MTT), que es reducido por deshidrogenasas mitocondriales
de células viables a formazan purpura(evaluaciéon del bioensayo) ™?®: nos ayudo para
corroborar nuestro ensayo de Concentracidon Minima Inhibitoria, por ser un método
cuantitativo; asi como cualitativo el cual nos indica la viabilidad de las bacterias; mostrando
un color amarillo para las bacterias no viables y un color violeta para las bacterias viables, en
nuestra placa se obtuvo un color amarillo a partir del pozo 2 el cual corresponde a la
concentraciéon de 2.19mcg/pl, la coloracion violeta que presento el pozo nimero 1 fue debido
a la alta concentracion del extracto de cuachalalate el cual causo un precipitado violeta, pero

comparado con el control positivo la coloracién violeta es muy baja.

En la Figura 19 se muestra la técnica de diluciébn en tubo realizada los resultados que
obtuvimos fueron que en el tubo nimero 4 se observa el crecimiento de la bacteria teniendo
asi una CMI de 1.09ug/mL ya que en este tubo no hay crecimiento de la bacteria, esta
prueba es visual por lo que a comparaciéon del método de Mosmann se puede deducir que

éste es un método mas sensible que el método de dilucion en tubo.

Se realiz6 la prueba de bactericida- bacteriostatico, sembrando en Agar Sangre al 10% en
condiciones anaerobicas durante 3 dias, el control positivo, el control negativo y nuestro
problema; los resultados obtenidos fueron un crecimiento notable en el control positivo y un
crecimiento moderado en el problema y en el control negativo no presento crecimiento (ver

Anexo 2). Mostrando un efecto Bacteriostatico.



Las bacterias que han sido expuestas a un factor inhibidor, al resembrarlas a un medio que
carece de dicho inhibidor pueden recuperar su crecimiento indicando que el efecto del

inhibidor es de tipo bacteriostatico.

La estructura membranal de Helicobacter pylori al igual que otras bacterias Gram negativas
tiene una membrana externa e interna, en la que se han identificado proteinas y lipidos. A
diferencia de los lipopolisacéridos (LPS) de otras bacterias entéricas, los de Helicobacter
pylori tienen una actividad inmunogénica débil, por lo que no hay una alta induccion de

citocinas inflamatorias™??.

Para evidenciar el dafio de cuachalalate en Helicobacter pylori se hizo la Tincion Negativa la
cual se basa en contrastar la muestra impregnandola con una sal de un metal pesado (acido
fosfotungstico al 2%), que perfila minimos detalles ultraestructurales sobre un fondo oscuro;
de ahi su denominacién como técnica de “contraste negativo”, o de tincion negativa. Los
reactivos que se utilizan en esta técnica presentan las siguientes propiedades: interactian
minimamente con la muestra y son estables en la interaccién con los electrones, son
altamente solubles en agua, presentan una alta densidad que favorece el contraste y tienen

un punto alto de fusion.

La muestra requiere estar protegida con metales pesados para que soporten la interaccion
de los electrones de alta energia; Las muestras deben tener un grosor adecuado para
permitir que los electrones sean transmitidos a través de la muestra y asi poder tener una

imagen con una buena resolucién.

En la figura nimero 23 se puede observar la bacteria sin tratar con su morfologia intacta la
cual se ve como una bacteria larga en forma de espiral. H. pylori al ser una célula procariota
contiene en uno de sus polos apéndices largos y finos que se encuentran libres en un
extremo y unidos a la pared celular y a la membrana bacteriana en una zona de anclaje junto
con el gancho antes de que se inicie la formacién del filamento flagelar. La flagelacion es de
tipo polar. En uno de sus extremos forma penachos con disposicion a manera de pelos

denominandola flagelacion lofotropica. Presento 4 de los 6 flagelos que puede tener.



En la figura nimero 24 se presenta la bacteria tratada con el extracto acuoso de
cuachalalate y se observa un dafio en la pared de la bacteria aunque no pierde su forma
espiral, en esta micrografia la bacteria ya no presenta los flagelos caracteristicos. Aunque no
se observan los esferoblastos que se deben de formar en las bacterias Gram (-), se puede
apreciar el dafio a nivel de membrana y pared ya que se ve el anamorfismo que tiene la
bacteria al ser agredida por el Extracto de Cuachalalate. Tampoco se encontraron formas

cocoides las cuales son una forma de resistencia de la bacteria.

La Microscopia Electrénica fue de mucha ayuda ya que gracias a ella se pudo observar lo
gue estaba pasando morfolégicamente con la bacteria cuando es tratada con el Extracto
acuso de Cuachalalate ya que se pudo evidenciar el dafio morfolégico que le provoca a

Helicobacter pylori.

Para presenciar mejor el dafio se sugeriria realizar algunas técnicas de tincibn como lo
realizado por Martinez Urban Carol en donde se evalud el efecto del Extracto Etandlico de
Propoleo sobre el crecimiento y el dafio estructural de Candida albicans ATCC 1023,
obteniendo una CMI de 0.6mg/mL. Hicieron diversas tinciones para la evaluacién del dafio
estructural que el Extracto Etandlico de Propoleo le ocasiona a las levaduras con el Gram y
el Azul de Toluidina se observaron alteraciones en su morfologia y tamafio ademas de que la
tincién fue parcial por lo que sugirieron que hay un dafio a nivel de pared . Con la Tincion de
Bromuro de etidio se evidencié un dafio a nivel de membrana celular y con DAPI (4',6
Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato) el dafio que obtuvieron fue a nivel de membrana nuclear

ya que encontraron fluorescencia a nivel citoplasmatico™.

El desarrollo de vacunas contra H. pylori se presenta como una alternativa para el control de
la infeccién, aunque de poco impacto directo sobre la morbilidad y la mortalidad del cancer
gastrico si no se controlan otros factores ambientales involucrados en la carcinogénesis
gastrica. Diversas vacunas contra H. pylori han sido disefiadas basadas en los principales
factores de virulencia bacterianos y con la incorporacion de adyuvantes de mucosa para
modular la respuesta inmune contra la bacteria. Estas vacunas han sido ensayadas en
modelos animales con resultados bastante prometedores, aunque los pocos estudios
clinicos en humanos sugieren que aun falta mucha investigacion y mejoramiento de las

vacunas actualmente disponibles para que puedan ser utilizadas masivamente. 3!



9. CONCLUSIONES

e Se aprendié el manejo microbioldgico la cepa de Helicobacter pylori.

e El extracto acuso de cuachalalate se esterilizd por medio de filtracién por membrana.

e Con la técnica de dilucién en tubo se logro conocer la Concentracion Minima
Inhibitoria evidenciada con el método de Mosmann al ser un método cualitativo y

cuantitativo; la CMI fue de 34ug/mL.

e Gracias a la Microscopia Electrénica de Transmision (MET) se pudo observar la
morfologia de la bacteria, asi como el dafio que se produjo a nivel de pared celular
en la bacteria tratada con el extracto acuoso de cuachalalate, la cual se evidencio

con la Tincion Negativa.

e De acuerdo a los resultados obtenidos y a la bibliografia consultada; el extracto de
Cuachalalate es una excelente alternativa para combatir la infeccion por Helicobacter

pylori y tratar la gastritis.



10. SUGERENCIAS

e Nosotros creemos que se debe seguir trabajando con el extracto de cuachalalate
para que en un futuro cercano se cuente con un tratamiento alternativo seguro y

confiable para las patologias gastricas.



11. ANEXO 1

MATERIALES

Medios de cultivo en placa:

Agar Muller Hinton para la preparacion de Agar Sangre, ya que no se contaba con Base de Agar

Sagre para este propdsito.

Medios de cultivo en tubo:

Medio Urea de Christensen (DIBICO)
Caldo BHI a doble concentracion. (Diagnéstica MERCK)

Reactivos:

Aceite de inmersion

Agua destilada estéril
Cristal Violeta

Lugol

Alcohol-acetona

Safranina

Perdxido de Hidrégeno
Tira Reactiva para Oxidasa
Sobre para la generacién de CO2
Karnosky (Fijador)

Buffer de Fosfatos estéril

Acido Fosfotlingstico

MTT (5mg/ml)

MTT (MP biomedicals, INC.) 250 mg
RPMI-1640 sin rojo de fenol (SIGMA) c.b.p 50 mL
Se esteriliza con membrana de 0.22 um (millipore).

Conservar a 4°C en vial ambar.



Material:

Matraces Erlenmeyer de 250, 500, 1000mL. (KIMAX)
Vidrios de reloj. (PIREX)

Cajas petri. (PIREX)

Probetas. (PIREX)

Pipetas de diferentes volumenes. (KIMAX)

Asas bacterioldgicas.

Tubos con tapén de rosca. (PIREX)

Portaobjetos.

Microplacas de fondo plano estériles de 96 pozos. (EVERGREEN)
Micropipeta de 40 a 200uL (OXFORD)

Micropipeta de 5 a 10uL (OXFORD)

Puntas para micropipeta estériles

Pipetas de 5ml estériles. (KIMAX)

Pipetas de 10 ml estériles. (KIMAX)

Palillos estériles

Mecheros Bunsen

Jarra Gas Pack

Rejillas Fomvar

Pinzas

Membranas nylon Blanco (5.0, 0.8, 0.45, 0.20 um) (MILLIPORE)
Papel filtro de acetato de celulosa No. 3 (WHATMAN)
Papel aluminio (WEZER)

Embudo de vidrio (PIREX)

Viales ambar con tapon de rosca de 5mL estériles
Vasos de precipitado de 50 y 100 Ml (PIREX)
Parafilm



Equipo:

Autoclave (ALL American Modelo 1925X)

Parrilla con agitador (Nuova Il Stir Plate)
Microscopio Optico (OLYMPUS)

Lector de ELISA (BIORAD)

Balanza analitica (ADVENTURE PRO)

Estufa

Horno

Centrifuga

Microscopio Electrénico de Transmision

Bomba de vacio (G.E-Hoffman-Pinthe, modelo 0210)

Material biolégico:

Amphipterygium adstringens (Cuachalalate)
Cepa de Helicobacter pylori

Sangre de Caballo



12. ANEXO 2

TECNICAS REALIZADAS PARA LA RATIFICACION DE Helicobacter pylori

TINCION DE GRAM

Fundamento

Clasificar taxonémicamente a las bacterias en Gram (+) y Gram (-), con base a la estructura
de su pared celular. Las Gram (-) son menos permeables que las primeras debido a la

existencia de lipidos en su membrana externa.

Realizacion

En un portaobjeto perfectamente limpio y seco, realizar un frotis de una colonia bacteriana

de la siguiente manera:

e Con un asa bacterioldgica de punta redonda, previamente flameada, depositar
una gota de agua estéril en el portaobjetos.
e Flamear nuevamente el asa y tomar una muestra de una colonia para
extenderla sobre la gota previamente depositada.
e Secar al calor de la flama proporcionada por un mechero Bunsen con cuidado
de que la temperatura del portaobjetos no queme a las bacterias.
e Agregar los siguientes reactivos en orden que se mencionan todos se eliminan
al chorro de agua
e Cristal Violeta por un minuto eliminar el exceso
e Lugol por un minuto y eliminar el exceso
e Alcohol - Acetona de 2 a 3 segundos
e Finalmente Safranina 2 minutos y quitar el exceso de colorante.
e Observar el frotis tefiido en un microscopio éptico (OLYMPUS®)CH2) en un
objetivo de 100x



Interpretacion

Con ésta tincion se puede distinguir la forma y agrupacion bacteriana. Si las bacterias se

observan de color violeta, se dice que es Gram (+) pero si son de color rojo son Gram (-).

PRUEBA DE CATALASA

Fundamento

Determinar la capacidad de una bacteria para desdoblar el peréxido de hidrogeno en agua y

oxigeno por medio de la enzima catalasa.
Realizacion
e En un portaobjetos perfectamente limpio y seco, poner una gota de peréxido de
hidrogeno

e Tomar con un palillo estéril una muestra de una colonia bacteriana y ponerla en

el peroxido de hidrogeno.

Interpretacion

La formacién de burbujas indica un resultado positivo. La ausencia de burbujas indica un

resultado negativo.

OXIDASA

Fundamento

Determinar si una bacteria produce la enzima oxidasa intracelular, la cual participa dentro de

la cadena respiratoria (sistema Citocromo Oxidasa)



Realizacion

e Tomar una tira estéril para oxidasa impregnada con Tetrametil-p-fenilendiamina.

e Tomar un poco de la colonia con la tira.

Interpretacion

La aparicion de un color morado en la tira, maximo a los 10 segundos, indica un resultado
positivo. Si no aparece ningun color o aparece después de los 10 segundos, el resultado es
negativo.

UREASA DE CHRISTENSEN

Fundamento

Determinar la capacidad de un microorganismo de hidrolizar la urea en 2 moléculas de

amonio por accién de la enzima ureasa con la resultante alcalinidad.

Realizacion

Tomar un tubo de Urea de Christensen

Crecimiento proveniente de un cultivo puro de 72 horas

Tomar un inoculo denso, estriar toda la superficie de pico de flauta

No punzar el fondo; sirve como control de color

Interpretacion

Positivo (+): Color rosa-rojo (rojo-violeta intenso) en el pico de flauta. El color puede penetrar

en el interior del agar, la extension del color indica la velocidad de la hidrolisis de la urea.

Negativo (-): Sin cambio de color.



RESULTADOS DE LA CONFIRMACION DE Helicobacter pylori

PRUEBA BIOQUIMICA

RESULTADO

Gram (-) , de forma helicoidal de S, V o

GRAM baston curvo
CATALASA +
OXIDASA -
UREA DE CHRISTENSEN +

Color rosa — rojo en todo el pico de flauta

Tabla No. 9 Resultados de las pruebas bioquimicas

TINCION DE GRAM

Fig. 25 Gram ( -)




CATALASA

Fig. 22. Prueba de Catalasa ( +)

OXIDASA

Fig. 26. Prueba de Oxidasa ( +)



UREA DE CHRISTENSEN

Fig. 27 Prueba Urea de Christensen ( +)
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