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RESUMEN 

En las últimas dos décadas se ha reconocido a la bacteria Helicobacter pylori como el principal 

agente causal de la gastritis crónica activa, la úlcera péptica y el cáncer gástrico. Por varios siglos en la 

medicina tradicional mexicana se han empleado diversas plantas que se sugiere alivian estos 

padecimientos. A pesar de que se han realizado estudios sobre sus efectos gastroprotectores de algunas de 

estas plantas, estos se ha hecho considerando factores etiológicos distintos al de la bacteria, como son el 

exceso de acidez, el estrés, la ingesta de alcohol, irritantes y algunos medicamentos. En este trabajo se dan 

a conocer los resultados de la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori por parte de la corteza de 

Amphipterygium adstringens, la cual es ampliamente utilizada en nuestra medicina tradicional para tratar 

la gastritis y las úlceras. Se desarrolló una metodología in vitro para determinar la magnitud de dicho 

efecto y con la cual se catalogó a la corteza con una actividad moderada. Para separar e identificar los 

compuestos activos se realizó una extracción continua con diferentes solventes, encontrándose con el 

mayor efecto al de éter de petróleo, el cual presentó una CMI de 160 g/ml. De este extracto se identificó 

y separó por métodos cromatográficos una mezcla de ácidos anacárdicos como el principal compuesto 

activo (CMI 12.5-25 g/ml y CMB 16 g/ml). Así también, mediante compuestos previamente aislados de 

la corteza, se encontraron activos el ácido 3-epioleanólico (CMI 200 g/ml) y una mezcla de aldehídos 

anacárdicos (CMI 6.25 g/ml). A pesar de estos resultados, ninguno de los compuestos antes mencionados 

se identificó en un extracto acuoso, el cual fue activo contra diversas cepas de H. pylori (CMI 500 a <125 

g/ml), lo que indica la existencia de otros metabolitos con actividad que no fueron identificados en este 

estudio. 

Para estudiar la relación de la estructura química de los fenoles de cadena larga con la actividad 

inhibidora sobre la bacteria, se analizó el efecto de varios anillos con diversos sustituyentes, de cadenas 

con distinto grado de insaturación y tamaño, así como de algunos compuestos estructuralmente 

relacionados. Los únicos que mostraron actividad fueron las cadenas así como el ácido cinámico. Para el 

caso de los ácidos anacárdicos presentes en la mezcla se separaron por medio de HPLC, sin embargo 

presentaron impurezas y no fue posible caracterizar la estructura química exacta. 

En este estudio no se logró analizar la actividad de los extractos y compuestos en un  modelo 

animal, lo cual hubiera dado mayor peso a los resultados encontrados en los estudios in vitro. Por otra 

parte se pudo desarrollar e iniciar el trámite de patente de una prueba que permite identificar colonias de 

H. pylori en cultivos complejos y que denominamos Prueba Rápida en Disco de Papel. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

 

1.2. Helicobacter pylori. 

 

En 1893 Bizzozero informó por primera vez sobre la presencia de microorganismos espirales 

en biopsias de estómagos de mamíferos. Posteriormente en 1899 se relacionó su presencia con 

desordenes del tracto gastrointestinal inferior, sin embargo se creía que su papel no era extrictamente 

el de un patógeno199 (figura 1). No fue hasta 1983 cuando los investigadores australianos Barry 

Marshall y Robin Warren pudieron aislar al microorganismo y para demostrar su carácter patológico 

realizaron experimentos de auto ingestión de cultivos, con los que encontraron que se cumplían los 

postulados de Koch, así como también que el daño producido por el microorganismo se revertía al 

eliminarlo con el uso de antibióticos 119,121,122.  

En 1987 la bacteria se incluyó dentro del género Campylobacter debido a que compartía con 

este grupo algunas características, como es su morfología curveada, el crecimiento en medios ricos y 

condiciones microaerofílicas, su incapacidad para fermentar glucosa, la sensibilidad a metronidazol y 

el contenido de G-C en su ADN (34 %)118. Posteriormente, estudios de microscopía electrónica 

mostraron que tenía múltiples flagelos unipolares (en contraste con los bipolares de Campylobacter), 

así como los estudios bioquímicos indicaron diferencias en el tipo de proteínas y ácidos grasos, 

además el análisis de la secuencia del ARNr 16s mostró una distancia suficiente para excluir a la 

bacteria de este género y crear uno nuevo, el cual fue denominado Helicobacter y cuyo primer 

miembro fue H. pylori
54,117. Actualmente, este género cuenta con 18 especies validadas por el Comité 

Internacional de Sistemática Bacteriológica63 (figura 2). En 2005 Marshall y Warren recibieron el 

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

gastritis y la úlcera péptica. 
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Figura 1. A. Micrografía electrónica de H. pylori, en la que 
se aprecian los flagelos unipolares y la morfología en 
espiral típica de la bacteria. B. Corte histológico teñido con 
Warthin-Starry de un estómago humano colonizado con la 
bacteria. 

 

 

Figura 2. El dendograma muestra la clasificación de algunas especies del género Helicobacter 
basada en la secuencia del ARNr 16s 117

 y en la tabla sus principales especies patógenas59. 
 

1.3. Patogenicidad. 

 

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

gastritis crónica activa y se ha indicado que es la responsable del 85 % de los casos de úlceras 

Proctitis, colitis Humano y Hamster cinaedi 

Proctitis, colitis Humano fennelliae 

Aborto, necrosis hepática Oveja rappini 

Hepatitis, hepatocarcinoma Ratón hepaticus 

Hepatitis Ratón y rata bilis 

Gastroenteritis, hepatitis Perro y gato canis 

Hepatitis Gallina pullorum 

Gastritis/úlcera Hurón mustelae 

Gastritis/úlcera Puerco, gato, perro y 
chango. 

heilmannii 

Gastritis Perro y gato felix 

Gastritis Chita acinonychis 

Gastritis/úlcera péptica y 
cáncer 

Humano, algunos 
primates 

pylori 

Enfermedades que causan Hospedero natural Especies de 
Helicobacter 

A B 
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gástricas y del 95 % de las duodenales, además de que la Organización Mundial de la Salud la ha 

declarado como un carcinógeno tipo 1(definitivo)97,98. 

Se han descrito diversos factores de virulencia involucrados en la colonización gástrica, daño 

al tejido y sobrevivencia98,199 (figura 3). De los principales factores de colonización se encuentran el 

flagelo que le permite tener movimiento en la capa de moco, la enzima ureasa de vital importancia 

para la neutralización del ácido gástrico y las adhesinas que le permiten anclarse al epitelio 

gástrico56,164. Sobre los factores de la bacteria involucrados en la inflamación y daño al tejido gástrico 

podemos mencionar a la citotoxina vacuolizante (VacA), la cual es una proteína inmunogénica 

secretada por alrededor del 50 % de las cepas y que provoca la formación de grandes vacuolas en el 

citoplasma de las células epiteliales. Se ha encontrado que VacA produce un aumento en la 

permeabilidad favoreciendo la salida de nutrientes y que induce la formación de canales a través de la 

bicapa lipídica98,148,205. Todos los factores mencionados son importantes en el daño, pero se plantea 

que el determinante en la patogenicidad está dado por un conjunto de genes que constituyen una isla 

de patogenicidad (Cag-Pai) que codifica para un sistema de secreción tipo IV98. Se sabe que el 60 % 

de las cepas de H. pylori producen proteínas codificadas por esta isla, como es CagA (proteína 

asociada al gen A), así como otras involucradas en la formación del sistema de secreción y la 

inducción de IL-898. La proteína CagA es fosforilada por cinasas y se une a varias proteínas blanco 

que afectan a su vez las uniones intercelulares y una serie de señales diversas en la célula 

hospedera148. Dentro de los factores de sobrevivencia, la bacteria posee una superóxido dismutasa y 

una catalasa que le ayudan a prevenir la fagocitosis177. 

 

1.4. Métodos de diagnóstico. 

 

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

Una vez obtenida la biopsia, el principal método de diagnóstico es el cultivo en medios ricos 
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suplementados con sangre, en los que al cabo de un tiempo de incubación de 5 a 10 días se identifican 

las colonias de H. pylori por medio de tres pruebas bioquímicas básicas (ureasa, oxidasa y catalasa), 

así como por tinción de Gram129,132. El tejido también se emplea para realizar un estudio 

histopatológico, en el cual se utilizan tinciones para diferenciar la bacteria del tejido como son las 

argénticas o inmunohistoquimica129. La prueba rápida urea-ureasa es otro método que por su rapidez y 

sencillez es ampliamente utilizado y consiste en incorporar parte de la biopsia en una solución con 

urea y rojo de fenol, considerando un resultado positivo cuando hay un viraje a rosa101,127. Un método 

molecular que es empleado para analizar la biopsia es el uso de la reacción en cadena de la polimerasa 

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

gástrico129. 

 
Figura 3. Principales factores de virulencia y 
colonización de H. pylori. SSTIV: sistema de secreción 
tipo IV. VacA: citotoxina vacuolizante. CagA: proteina 
asociada al gen A5. 

 

Ureasa 

Evasión de respuesta inmune 

Motilidad y  
Quimiotaxis 

VacA 

Adhesinas
sss     SSTIV    

CagA    



15 
 

        En cuanto a los métodos no invasivos se encuentra la prueba de rompimiento de urea (PRU), en 

la cual se administra al paciente urea marcada radiactivamente [14C] que es hidrolizada en el estómago 

por la enzima ureasa de H. pylori liberando CO2 marcado, el cual es posteriormente detectado en la 

exhalación120. También, existen métodos basados en la detección de anticuerpos principalmente en 

sangre, e identificación de IgG en orina y saliva129. Se ha ensayado el diagnóstico de H. pylori en 

muestras de heces por medio de PCR, así como por antígenos, no obstante aún no se encuentran 

completamente implementados y presentan problemas de especificidad129.  

Numerosos estudios sobre especificidad y sensibilidad a estas pruebas han sido realizados para 

determinar su precisión. En un estudio hecho por Thijs y colaboradores en 1996, en el que evaluaron 

varias pruebas de diagnóstico para H. pylori en 105 pacientes, registraron la PRU, el cultivo y el PCR 

como las más precisas, con el 96 al 100 % de sensibilidad y con el 100 % de especificidad188. Aunque 

en la práctica clínica, la combinación de varias de ellas permite dar un diagnóstico mucho más 

preciso. De acuerdo al Consenso Mexicano sobre H. pylori (CMHP) se requiere de un estudio 

endoscópico si el cuadro clínico indica úlcera péptica o linfoma tipo MALT y debe de realizarse una 

prueba rápida de urea-ureasa. El estudio histológico estara indicado si la prueba inicial es negativa y el 

índice de sospecha de tener estas enfermedades es elevado. En aquellos casos con una historia 

documentada de úlcera péptica, enfermos en tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos 

(AINES) o inhibidores de bomba de protones (IBP), anemia por deficiencia de hierro, púrpura 

trombocitopénica idiopática o por deseo expreso de la persona, se debe de utilizar la PRU1. 

 

1.5. Esquemas de erradicación.  

 

A nivel mundial para erradicar a la bacteria se utiliza principalmente la denominada terapia 

triple, la cual consiste en administrar de 10 a 14 días la combinación de dos antibióticos (amoxicilina, 

claritromicina, tetraciclina, metronidazol entre otros de menor uso) y un inhibidor de la secreción de 
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ácido53,71. Este tratamiento se reporta que no es efectivo en alrededor del 10 al 20 % de los casos 

debido a la aparición de cepas resistentes, por lo que en esta situación se utilizan las terapias 

cuádruples, en la que se maneja además bismuto y la combinación de otros antibióticos diferentes a 

los previamente utilizados55, 60, 65,160,182. La elección de los antibióticos a usar inicialmente en la terapia 

triple viene determinada por la prevalencia local en las resistencias antimicrobianas, las cuáles no sólo 

varían entre países sino también entre distintas zonas geográficas. Si no se logra eliminar a la bacteria 

con los antibióticos utilizados en la terapia triple, se debe de instaurar como tratamiento de rescate la 

terapia cuádruple, si esta segunda terapia de erradicación falla, la recomendación habitual por 

múltiples reuniones de consenso sobre el tema, es realizar un cultivo y antibiograma a fin de pautar un 

tercero e incluso cuarto tratamiento de rescate para lograr tasas de erradicación próximas al 100 

%55,182. 

Existen otros esquemas como los secuenciales y los denominados a corto plazo (menores a 7 

días) en los que se dan dosis más altas o se dan combinaciones diferentes de antibióticos, IBP y sales 

de bismuto, pero que en definitiva emplean los mismos medicamentos y tampoco se logra obtener una 

tasa de erradicación del 100 % en todos los casos1,2,65. 

Todos estos esquemas comparten entre sí una elevada administración de medicamentos, lo que 

a su vez conlleva a efectos adversos (diarrea, alteraciones del gusto, náusea y/o vómito, dolor 

epigástrico, cefalea, estomatitis y erupciones cutáneas) aunque estos solo se presentan entre el 20 y 50 

% de los pacientes, además de que son considerados como leves o transitorios y han obligado a la 

suspensión del tratamiento a no más del 10 %1. 

Para México el CMHP indica la erradicación de la bacteria únicamente en los casos en el que 

se presente: 1.-úlcera péptica activa con o sin complicaciones, 2.- gastritis atrófica y metaplasia 

intestinal, 3.- linfoma gástrico tipo B en la zona marginal (tipo MALT), 4.- después de una resección 

gástrica parcial por cáncer, 5.- familiares cercanos a personas que han tenido cáncer gástrico y tienen 

H. pylori, 6.- pacientes con uso crónico de inhibidores de bomba de protones (IBP) ó antiinflamatorios 
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no esteroideos (AINE), 7.- pacientes con púrpura trombocitopénica idiopática y anemia por 

deficiencia de hierro de causa no explicada1. 

 

1.6. Modo de acción y resistencia a antibióticos. 

 

 La idea inicial de lograr eliminar la infección con el uso de un único antibiótico ha ido 

desapareciendo y hay suficiente evidencia de que se requiere la combinación de drogas para poder 

erradicarla del estómago65,100,170. 

La claritromicina (macrólido) y el metronidazol (nitromidazol) (figura 4), son los antibióticos 

más usados para el tratamiento contra H. pylori, aunque el último ya ha ido en desuso debido a la 

elevada resistencia que la bacteria ha desarrollado100,170. La forma como actúa la claritromicina, es 

inhibiendo la síntesis de proteínas, al unirse directamente a la subunidad mayor del ribosoma 23S del 

ARNr147. Se reporta que a nivel mundial la resistencia a claritromicina ha aumentado en los últimos 

cinco años en un 10 % y en algunas regiones ha alcanzado el 50 %65,127. Se plantea que la resistencia 

es debida a mutaciones puntuales en el gen 23S ARNr (específicamente en la región de la actividad 

peptidil-transferasa en el dominio V), que provoca una disminución en la capacidad de unión del 

antibiótico al ribosoma147,200,201. 

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

en algunas regiones puede alcanzar hasta un 95 %42,65,72. El metronidazol se activa reduciendo su 

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

oxida el ADN bacteriano provocando la ruptura de la doble hélice174. Se han encontrado varias 

enzimas en H. pylori involucradas en la activación del metronidazol como la piruvato-flavodoxina 

oxidorreductasa y la nitrorreductasa insensible a oxígeno70. Mutaciones en el gen rdrA que codifica 

para la nitrorreductasa, producen proteínas inactivas y conducen por tanto a la resistencia, sin 
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embargo, se piensa que este no es el único mecanismo involucrado ya que existen cepas resistentes al 

metronidazol que no presentan mutaciones en este gen50, 85.  

La amoxicilina (penicilina) (figura 4) se une a las proteínas llamadas de pegado a penicilinas 

(PBP) y de esta manera interfiere con la síntesis de la pared celular produciendo lisis en la bacterias 

que se están replicando29,65. Es el antibiótico al que menos resistencia se ha encontrado 0 al 1.3 %, 

aunque Gerrits y colaboradores en 2006 reportan que pueden llegar hasta el 30 %65,127. Se sabe que las 

bacterias Gram-negativas frecuentemente se hacen resistentes a los -lactámicos por la producción de 

la  lactamasa (rompe el anillo beta-lactámico de las penicilinas) sin embargo, no se ha reportado 

ninguna cepa de H. pylori que produzca esta enzima151, 175. Otros mecanismos propuestos para la 

resistencia a -lactámicos son mutaciones en las proteínas de unión a penicilinas (PBPs), decremento 

en la permeabilidad de la droga a través de la pared celular y alteraciones en las bombas y porinas65. 

Las PBP´s son un grupo de enzimas involucradas en la biosíntesis del peptidoglicano de la pared 

celular y para el caso de H. pylori se ha demostrado que algunos cambios en PBP1 generan resistencia 

a amoxicilina151. 

En cuanto a la tetraciclina (figura 4), la actividad es debida a su unión a la subunidad 30s 

ribosomal, lo cual bloquea la fijación del aminoacil ARNt al sitio del complejo ARN mensajero-

ribosoma195. La resistencia a este antibiótico se puede considerar baja y es menos del 2 %, aunque la 

tasa más elevada reportada es del 10 %65,99. El mecanismo de resistencia a tetraciclina aún no se ha 

determinado, sin embargo se ha visto que mutaciones en el ARNr 16S impiden la unión del antibiótico 

al ribosoma195.  

Existen otros antibióticos contra H. pylori como es el caso de las fluoroquinolonas, aunque son 

poco utilizadas por su bajo efecto en la erradicación de la bacteria ya que son inactivadas por el jugo 

gástrico29. Se han encontrado cepas resistentes a este antibiótico, aunque la tasa se puede considerar 

baja ya que va de 4.75 % a 11 %28,50. La actividad antibiótica de las fluoroquinolonas radica en que 
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inhiben la subunidad A de la ADN girasa y la resistencia está asociada a mutaciones en el gen gyrA, 

que codifica para las subunidades A de la enzima133.  

 

 

Figura 4. Estructura química de los principales antibióticos utilizados en las 
terapias de erradicación de H. pylori. 

 

1.7. H.  pylori en México. 

 

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

prevalencia varía dependiendo de factores socioeconómicos que inciden directamente en las 

condiciones sanitarias de las comunidades190. Sin embargo, solo del 10 al 20 % puede desarrollar 

úlcera péptica y del 1 al 3 % cáncer gástrico98,117,192. En países desarrollados del 2 al 50 % de las 

personas se encuentran infectadas, mientras que en los países en vías de desarrollo o subdesarrollados 

puede exceder al 80 %, siendo las tasas en países africanos las más altas registradas, las cuales pueden 

ser mayores al 95 % en adultos de más de 21 años61. La disminución en países desarrollados está 
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asociada al mejoramiento en las condiciones higiénicas, así como al uso de antimicrobianos en las 

últimas décadas65. 

En México un estudio serológico con 11,605 sueros de personas entre 1-90 años de todas las 

regiones del país, mostró una seroprevalencia global del 66 %, así también, se encontró que se 

adquiere a edades tempranas alcanzando un 80 % en adultos jóvenes entre 30 y 40 años de edad, con 

una tasa de incremento del 5 % anual durante los primeros 10 años de vida191. Se relaciona la 

frecuencia de la bacteria con el 85 al 90 % de las úlceras pépticas y más del 90 % con el cáncer 

gástrico y se señala al adenocarcinoma gástrico como la neoplasia más frecuente del aparato digestivo 

con tasas de letalidad muy altas en algunos estados de la república192. 

 

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

 

El haber demostrado que la bacteria H. pylori es un agente infeccioso causante de úlcera 

péptica y cáncer gástrico, ha sido el descubrimiento más importante en los últimos cincuenta años 

dentro del campo de la gastroenterología65,118. Sin embargo Torres en 2000 señala que desde el punto 

de vista de las compañías farmacéuticas ha sido considerado como un patógeno estricto, por lo cual se 

ha buscado la forma de erradicarlo, esto a pesar de que la mayoría de las personas colonizadas no 

desarrollan las patologías190. 

En los últimos años se ha empezado a documentar un posible efecto benéfico por parte de la 

bacteria, ya que se ha encontrado que existe un alto riesgo de desarrollar enfermedades emergentes 

denominadas gástrico superiores (EGS) (reflujo gastroesofágico, síndrome de Barret y cáncer de 

esófago) en pacientes en los que se ha erradicado, así como un aumento drástico en la incidencia de 

las mismas dentro de la población humana, a medida que H. pylori ha ido desapareciendo17,18,19, 22. 

Bajo este panorama, se ha recomendado usar la terapia de erradicación únicamente en pacientes con 

gastritis crónica atrófica, úlcera péptica y cáncer gástrico, en los que el beneficio es alto y se ha 
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señalado que antes de empezar con una campaña de erradicación mundial de la bacteria, debemos de 

entender mucho mejor su papel con el humano190. 

Actualmente, se ha demostrado que la bacteria no es de reciente aparición y que ha estado con 

nosotros durante miles de años, incluso se ha propuesto su uso como un marcador de migración 

humana58,109,179. Las diferencias entre las secuencias de siete genes denominados caseros 

(housekeeping) así como Vac A, se utilizaron para dividir a las poblaciones de H. pylori en seis 

principales, cada una de ellas con distinta distribución geográfica, cuatro son relativamente 

homogéneas (hpEuropa, hpAsia2, hpAfrica2 y hpNEAfrica) y dos son compuestas de subpoblaciones 

(hpAfrica1 (hspWAfrica y hspSAfrica) y hpEsteAsia (hspEAsia, hspMaori y hspAmerindios) (figura 

5).   

Todas las cepas modernas pueden trazarse a partir de cinco poblaciones antiguas, dos de 

África, dos de Eurasia central y occidental, así como una al este de Asia58,109. Este descubrimiento 

tiene gran importancia, ya que reflejan migración humana y pueden ayudar a resolver muchas 

interrogantes de gran valor antropológico. Como ejemplo de esto, se puede observar que las cepas que 

presentan nativos americanos en Venezuela contienen una amplia proporción de nucleótidos 

ancestrales asiáticos, lo que es consistente con la migración de las poblaciones por el estrecho de 

Bering hace aproximadamente 12,000 años109. También, se ha podido demostrar el origen africano 

tanto del humano como de H. pylori, el cual se calculó es de 58,000 años (además se estima que 

coexistieron 1000 años antes del inicio de las migraciones) donde posteriormente en un proceso 

coevolutivo se dispersaron por el resto del mundo109. Aún más, se plantea que H. pylori ha estado 

presente con nosotros desde que el humano se puede denominar humano (alrededor de 200,000 años) 

y que incluso la asociación de las diferentes especies de Helicobacter que colonizan los estómagos de 

animales actuales, pudo darse a la par que se presentaba la radiación de los mamíferos20.  
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Figura 5. Poblaciones de H. pylori y su distribución mundial. a: H. pylori dentro de seis poblaciones 
principales. Árbol filogenético de las poblaciones y subpoblaciones; los diámetros de los círculos 
representan la diversidad genética dentro de la población y los ángulos son proporcional al número de 
aislamientos. b: distribución de las nueve poblaciones y subpoblaciones hecha con 76 cepas 
estudiadas. Los círculos colocados en 51 diferentes localidades, representan la abundancia relativa de 
una población en una localidad dada179. 
 

Se sabe que H. pylori es la única bacteria capaz de habitar en el estómago, el cual es su único 

nicho y al cual está plenamente adaptada. Cabe señalar que con el empleo de técnicas moleculares se 

ha identificado en otras fuentes como son el agua y alimentos, pero hasta el momento únicamente se 

ha podido aislar de muestras de estómagos73. El principal modo de transmisión propuesto es de madre 

a hijo o familiares cercanos, el cual se da en los primeros años de vida20. Una característica importante 

de la población bacteriana es su elevado polimorfismo, además de que en un mismo hospedero pueden 

coexistir diversas cepas24. La diversidad alélica dentro de las mismas es creada por recombinación y la 

estructura poblacional se define como cuasi-panmítica, la cual presenta altas tasas de recombinación, 

transformación natural, conjugación o transferencia de fagos179. Se propone que existe una tensión que 

genera un conjunto de variantes genéticas con suficiente diversidad para ocupar diferentes nichos 

potenciales dentro del estómago, por lo que se puede decir que no todas las Helicobacter dentro de un 

hospedero son “creadas” iguales18,19,21,24,87. 



23 
 

Por otra parte, hay evidencia de que la bacteria es capaz de regular diferentes funciones 

fisiológicas del estómago humano, una de ellas es por medio de la gastrina, la cual es importante para 

controlar la acidez estomacal23,24. Se asocia fuertemente la presencia de cepas CagA positivas con la 

capacidad de mantener un ambiente de acidez bajo, ya que su eliminación se relaciona con el aumento 

de la misma y el posterior desarrollo del reflujo gastroesofágico24. También, se plantea que es capaz 

de regular la leptina (inhibe el apetito) y la gralina (estimula el apetito), debido a que su erradicación 

estimula la producción de la segunda, favoreciendo la obesidad y a su vez el desarrollo de diabetes 

tipo 224. Así también, la bacteria ha desarrollado diversos mecanismos de persistencia y evasión de 

respuesta inmune, uno de ellos es la relación que se ha encontrado entre VacA y su regulación 

negativa en la producción de linfocitos T reguladores, así como su antagonista CagA, que estimula la 

producción de los mismos24. Del mismo modo CagA es capaz de estimular la liberación de 

prostaglandinas, las cuales están involucradas directamente en la producción de moco y bicarbonato 

por parte de las células del hospedero199. 

Algo muy importante que hay que mencionar, es que la bacteria comparte características que 

presentan bacterias que se catalogan de la microbiota natural como son: a) habita en un ambiente 

como el estómago, el cual contiene múltiples micronichos con características estructurales y 

fisicoquímicas determinadas; b) la adquisición de la bacteria se da en etapas tempranas; c) diversas 

cepas colonizan el estómago; d) se mantienen estables durante décadas y e) pueden presentar posibles 

interacciones de competencia y cooperación20,24. 

Por otra parte, un punto a resolver y que ayudará a esclarecer muchas interrogantes, es la 

estimación de la diversidad total de posibles especies de Helicobacter y la de otros microorganismos 

presentes en los estómagos humanos. Sin embargo la característica de la población cuasi-panmítica, el 

elevado polimorfismo, así como la gran diversidad de H. pylori presentes en un mismo estómago, 

aunado a diferencias en los criterios taxonómicos, crean problemas para lograr este cometido. En un 

estudio realizado por Hannula y Hanninen en 2007 se señala que el uso de marcadores basados en la 
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secuencia del gen del ARNr 16s para Helicobacter, no sirven para poder resolver a nivel de especie y 

plantean el uso de un marcador basado en la subunidad B de la girasa (permite separar los dos grandes 

grupos de Helicobacters, las gástricas y las hepáticas), así como la necesidad de usar otros marcadores 

para poder lograr una buena resolución75. En un trabajo hecho por Matsumoto y colaboradores en 

2009 lograron  identificar una cepa presente en el estómago de un paciente japonés, la cual por medio 

de la secuencia del gen del ARNr 16s es ubicada como candidato a Helicobacter helmanii 

(relacionada con estómagos de chitas). Cuando se usan como marcadores los fragmentos de los genes 

ureA y ureB, se encuentra que corresponde a una especie no descrita que habita el estómago humano, 

la cual es capaz de colonizar ratones axénicos e inducir inflamación en la mucosa gástrica, además de 

que no es cultivable126. Así también, usando librerías de clonas del gen del ARNr 16s de muestras de 

23 pacientes, se reporta que la diversidad registrada es mucho mayor de la que se estima en estudios 

previos, aunque H. pylori sigue siendo la especie dominante con el 70 % de las clonas15. Un dato 

interesante  del estudio lo presentó un grupo de seis individuos, en los cuales no se detectó a H. pylori 

por métodos clínicos convencionales, pero sí por medio de las librerías, indicando que las pruebas 

clínicas tienen una sensibilidad menor al no detectar un bajo número o variedad de H. pylori
15.  

Los distintos criterios taxonómicos, aunado a que solo una porción de toda la diversidad 

microbiana presente en el estómago es cultivable, nos plantean la idea de que los resultados 

encontrados hasta el momento podrían ser únicamente el reflejo de la porción cultivable de las 

“Helicobacters” totales dentro de los estómagos, así como también, que aún falta conocer muchos 

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

 

 1.9. H. pylori ¿patógeno o biota natural del humano? 

 

Conforme a la literatura actual, para explicar la interrogante H. pylori ¿patógeno o biota 

natural del humano? se pueden delimitar básicamente dos hipótesis: 
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Hipótesis A, es patógena siempre y el grado de daño se da por la combinación de varios 

factores. Considera a H. pylori como un patógeno estricto que infecta la mucosa gástrica humana en 

una proporción alta de la población, sin embargo, la infección produce en la mayoría una gastritis 

superficial asintomática la cual puede degenerar en gastritis crónica (sintomática), úlcera péptica, 

linfomas y cáncer gástrico. El desarrollo de la enfermedad (o grado de daño) en cada individuo, es el 

resultado de una compleja interrelación entre factores del hospedero, bacterianos y ambientales4,117,199. 

Hipótesis B, es un simbionte y la patogenicidad se debe a un desequilibrio en la microecología 

gástrica que se está dando en la era moderna. En esta hipótesis, la bacteria se considera principalmente 

como un simbionte que ha estado en asociación con el humano por miles de años y es en las últimas 

décadas que ha empezado a adoptar un comportamiento patógeno. El desarrollo de las patologías 

crónicas, como la gastritis crónica activa, la úlcera péptica y el cáncer gástrico, son el resultado del 

rompimiento de una serie de equilibrios tipo Nash, o sistemas evolutivos estables, que se dan en varios 

niveles jerarquerizados como son24: 1.- El microscópico, el cual se presenta por la generación de 

inmunidad del hospedero (células del sistema inmune) y su neutralización para la persistencia por 

parte de la bacteria. Las interacciones resultantes de estas dos poblaciones a lo largo de miles de años 

pueden presentarse como persistencia bacteriana activa, en el que necesariamente requiere de una red 

de señales y controles fisiológicos regulados; 2.- el mesoscópico, el cual es el resultado de las 

interacciones a nivel microscópico y se presenta como las características anatomofisiológicas del 

tejido o nicho; 3.- el macroscópico, que es la suma de estos dos niveles que se expresan como la 

estructura de la población hospedera. Una manera de entender esta idea, es considerar que la 

persistencia bacteriana desarrolla junto con el sistema inmune una serie de estrategias evolutivas 

estables, las cuales operan simultáneamente en las múltiples escalas (microescala, mesoescala y 

macroescala), para dar como resultado una homeostasis general que puede ser denominada holobionte, 

el cual asemeja a lo que en ecología es denominado comunidad clímax 9,17,18,19,20,21,24. Las principales 

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

Hipótesis A: Hipótesis B: 
 
1.-Es patógena. En cuanto a un simbionte argumentan 
no hay suficiente evidencia. 
 
2.-Siempre hay daño, pero la intensidad depende de 
una combinación de factores. No considera el tiempo 
de aparición de las enfermedades. 
 
3.-Sistema inmune intenta erradicarla. 
 
4.-Hay que eliminarla (desarrollo de vacunas y 
terapias con antibióticos). 
 
5.-La diversidad de poblaciones de H. pylori dificulta 
predecir el desarrollo de la enfermedad. 
 
6.-La edad de adquisición a edad temprana (niñez) 
está relacionada con el estado socioeconómico bajo, lo 
que aumenta el riesgo de úlcera gástrica y cáncer 
gástrico (estos dos últimos puntos no explican el 
enigma Africano*). 

 
1.-No hay una distinción fija entre simbionte o 
patógena, el comportamiento biológico es definido por 
el contexto ecológico. 
 
2.-No siempre hay daño. Considera la idea de 
enfermedades emergentes. 
 
3.-Persistencia bacteriana: requiere coexistencia 
gobernada por un equilibrio (intercambio de señales 
para mantener una coevolución entre sistema inmune y 
microorganismo). 
 
4.-No hay que eliminarla indiscriminadamente. 
 
5.-La diversidad de poblaciones de H. pylori en 
equilibrio evitan el desarrollo de enfermedades 
crónicas. 
 
6.-Adquisición en edades tempranas por 
madre/familiares (transmisión vertical) favorece 
persistencia y por tanto relación simbiótica (estos dos 
últimos puntos podrían explicar el enigma Africano). 

*El enigma Africano, es una “discrepancia” o “paradoja” de la presencia de un alto número de personas colonizadas 
en África con cepas consideradas altamente virulentas y la baja incidencia de enfermedades como el cáncer gástrico. 
 
 
 
1.10. ¿Qué determina que H. pylori cause enfermedad? 

 

Ambas hipótesis parecen coincidir que en el desarrollo de las patologías actúan factores 

externos. Para el caso de A, la intensidad del daño va a depender de la combinación de factores como 

son los del hospedero (edad de adquisición, secreción de ácido, el tipo de respuesta inmune), del estilo 

de vida (estado socioeconómico, proximidad con animales, calidad del agua, higiene, la dieta 

(específicamente una concentración alta de sal), fumar, alcoholismo, la disminución en el consumo de 

frutos y vegetales que contienen antioxidantes como vitamina C y caroteno), así como la presencia 

de cepas bacterianas catalogadas como altamente virulentas4,117,199. 



27 
 

Para el caso de B, el desequilibrio de las poblaciones dentro del estómago fue causado 

básicamente por el uso desmedido de antibióticos en la era moderna (siglo XX), así como de factores 

que influyeron directamente en la tasa de transmisión vertical (mejoramiento higiénico, cambios 

conductuales y sociales), la cual es fundamental en bacterias pertenecientes a la microbiota natural del 

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

Coinciden en que la erradicación de la bacteria es benéfica en pacientes con patologías 

crónicas, sin embargo A, no podría considerar el desarrollo de terapias o tratamientos encaminados a 

prevenir el desarrollo de las mismas mediante el mantenimiento de las poblaciones bacterianas 

estables, como sería el uso de H. pylori como probiótico, o de extractos de plantas con un efecto 

atenuante. Sobre este último punto, la dieta parece jugar un papel importante en la aparición de la 

enfermedad, aunque resulta aún muy aventurado decirlo, cabría la posibilidad de que el consumo de 

plantas tanto de uso medicinal como comestible pudieran actuar de manera preventiva al desarrollo de 

patologías crónicas, mediante el efecto atenuante de las “poblaciones de H. pylori” dentro del 

estómago humano 33,35. 

 

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

 

Antes del descubrimiento de H. pylori como un agente etiológico de la gastritis crónica y la 

úlcera péptica, se creía que estas patologías se debían únicamente a un desequilibrio entre los factores 

defensivos y los agresivos de la mucosa gástrica, causado básicamente por el exceso de acidez, el 

estrés, la ingesta de algunos productos como el alcohol, los irritantes y algunos medicamentos35. Los 

estudios de plantas con potencial para aliviar las úlceras eran realizados por lo tanto en modelos de 

ulceración producidos por métodos químicos y físicos (ligado del píloro, estrés, administración de 

antiinflamatorios no esteroideos, ácido clorhídrico, alcohol) y las actividades que se reportaban tenían 

que ver únicamente con efectos gastroprotectores y/o inhibidores de la secreción de ácido35. 
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En 1984 Marshall y Warren propusieron que la gastritis y la úlcera péptica eran producidas 

principalmente por H. pylori, pero es en años recientes que se está buscando una actividad de agentes 

derivados de plantas (extractos, fracciones o compuestos puros) con una acción directa sobre la 

bacteria, así como también, se han desarrollado modelos animales en los que el daño es producido 

únicamente por su infección33,35,82,169,201. En el implementado con gerbos (M. unguiculatus) se pueden 

lograr tasas de infección altas, así como la inducción de la gastritis crónica activa, metaplasias y 

úlceras gástricas40,90,79,169,203. Para el caso de la úlcera duodenal, a excepción del trabajo realizado por 

Ohkusa en 2005 en el que registró una incidencia del 33 %, hasta el momento no se ha logrado que se 

desarrollen claramente en los animales149. Por otra parte, el cáncer gástrico o procesos cancerosos 

suelen presentarse en una proporción baja en los animales, por lo que se ha llegado a plantear que es 

aún un mal modelo para el estudio de este tipo de patologías41,169. 

En el caso de los estudios de plantas con actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori en el 

que emplean modelos animales, solo han analizado si los extractos o compuestos son capaces de 

erradicar a la bacteria dentro del estómago, así como medir algunos parámetros de daño, pero hasta el 

momento no existe un estudio en el que se haya evaluado su efecto sobre úlceras pépticas producidas 

directamente por la bacteria47,81,135,137,154,156,167,207,208,209. Este punto es importante, ya que se suele 

inferir que los resultados de gastroprotección de algún extracto o compuesto determinado en modelos 

de daño producido por métodos químicos o físicos, serán iguales en los que el daño lo induce 

únicamente H. pylori. Por lo tanto, es posible que muchos compuestos no tengan el mismo efecto en 

los modelos de ulceración causado por la bacteria y se esté cometiendo un grave error al hacer este 

tipo de inferencias. Para el caso del daño producido por los métodos químicos, éstos lo producen en 

minutos y su duración es de solo algunas horas o días, además de que los tratamientos se aplican 

minutos antes de inducirlo8;25,57, 134. Para el caso de las úlceras producidas por H. pylori son el 

resultado de un proceso crónico (años en humanos y meses en animales) y persisten mientras la 

bacteria esté presente, además, que los tratamientos se tienen que suministrar después de que se haya 
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producido la lesión40,82,90,149,167,203. Por otra parte, también se han desarrollado modelos híbridos en los 

que se infecta a los animales con la bacteria y se produce la úlcera con distintos ácidos 80,130,176, sin 

embargo, estos modelos están lejos de simular el escenario real donde el daño es producido 

únicamente por H. pylori. 

Para el caso de las lesiones producidas por alcohol, ácido, así como por antiinflamatorios no 

esteroideos, los principales mecanismos que se analizan y por los que se plantea se lleva a cabo la 

gastroprotección son por tres clases de factores, los funcionales (secreción de moco alcalino, motilidad 

y microcirculación), los humorales (canales de K+ dependientes de ATP, catalasas, superóxido 

dismutasa, prostaglandinas y óxido nítrico), los neuronales (neuronas aferentes sensibles a capsaicina), 

así como por la inhibición de la secreción de ácido o neutralización 8,25,57,134. En este respecto el 

mecanismo gastroprotector propuesto para el extracto metanólico de la corteza de A. adstringens, 

cuando el daño es causado por etanol, es debido principalmente a que actúan estimulando el óxido 

nítrico endógeno, así como en menor grado a los sulfhidrilos endógenos y las prostaglandinas8. Para el 

caso del ácido 3-hidroximasticadienónico, los sulfhidrilos endógenos son los únicos que participan 

en el mecanismo gastroprotector8. En el caso de la mezcla de ácidos anacárdicos de A. occidentale la 

gastroprotección al daño producido por etanol, es principalmente por mecanismos antioxidantes, ya 

que los ácidos anacárdicos son capaces de restaurar los niveles de sulfhidrilos, óxido nítrico y las 

actividades de las catalasas, así como de la superóxido dismutasa134. Así también, actúan en menor 

grado otros mecanismos complementarios que incluyen la activación de las neuronas aferentes 

sensibles a capsaicina, la estimulación de prostaglandinas endógenas y óxido nítrico, la apertura de 

canales de K+ dependientes de ATP, así como el incremento en la microcirculación gástrica134.   

El primer reporte que se tiene sobre la búsqueda de propiedades inhibidoras del crecimiento de 

H. pylori de plantas es el de Cassel-Beraud y colaboradores en 1991 y es a partir de los últimos cinco 

años que este tipo de estudios ha aumentado considerablemente32. Cabe señalar que en México, no 

obstante su gran diversidad biológica y su amplia cultura tradicional en el uso de plantas medicinales, 
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solo existía un estudio realizado por un grupo de investigadores europeos, sobre algunas plantas 

utilizadas en la medicinal maya yucateca, en el cual identificaron extractos de tres especies con 

actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori 6. 

Estudios realizados hasta el 2007 indican que hay un total de 327 plantas estudiadas a nivel 

mundial tanto de uso medicinal como comestible y de las cuales el 60.8 % presentan un efecto 

inhibidor del crecimiento de H. pylori
35. El principal inconveniente sobre estos trabajos, es que la 

mayoría solo se han realizado in vitro y las condiciones que se han utilizado presentan una gran 

variación (tamaño del inóculo, cepa bacteriana, tiempo de incubación, falta de uso de antibióticos de 

referencia, entre otras) que dificulta la realización de un análisis comparativo de efectividad, o la 

definición de un intervalo de inhibición significativo33,35.  

Si se compara la eficiencia obtenida con algunos antibióticos de referencia utilizados en los 

estudios, solo algunos compuestos puros presentan una eficiencia similar in vitro y de los pocos que se 

han probado in vivo, no se ha podido demostrar que erradiquen a la bacteria como lo hace la terapia 

que actualmente se utiliza2,10,14,89,112,116,122,125,144,150,183,184,185,189,211. Aún así, este tipo de estudios son 

muy prometedores por varias razones: 1.- Presentan compuestos activos con gran diversidad de 

estructuras químicas, muchas de ellas nuevas y las cuales pueden ser la base para el diseño de 

fármacos más efectivos, 2.- algunos de ellos han mostrado que son capaces de eliminar cepas 

resistentes, 3.- pueden reducir los efectos secundarios, 4.- validan científicamente el uso de plantas 

que se utilizan tradicionalmente para gastritis y úlceras y 5) bajo una nueva propuesta, son la base para 

el desarrollo de un terapia contra H. pylori más selectiva, basada en la regulación de su población, más 

que en su erradicación35.  

De acuerdo a la literatura sobre los estudios de plantas con actividad inhibidora del crecimiento 

de H. pylori hasta el momento y considerando a la bacteria únicamente como un patógeno, se pueden 

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

comestibles pueden estar actuando sobre H. pylori y el daño que esta genera al tejido35: 
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1.-Preventivo de la infección. En esta categoría tendríamos plantas que se consumen 

frecuentemente en la dieta, como algunos frutos y especias que evitan que las personas se 

infecten con H. pylori. Un ejemplo de esto se lograría con plantas que contienen cierto tipo de 

polisacáridos en abundancia, los cuales se plantea que interfieren directamente con el pegado de 

la bacteria a las células epiteliales10,11,12,26,27,75,77,102,103,107,108,125,153,172,173. 

2.-Erradicador. Es el principal mecanismo que se ha buscado. Se han descrito diversos agentes 

derivados de plantas que presentan esta actividad en estudios in vitro, pero hasta la fecha, 

ninguno de ellos ha demostrado que erradiquen claramente a la bacteria in 

vivo
10,14,89,111,115,122,125,144,150,183,184,185,189,211. Aunque hay que señalar que los compuestos puros 

tienen un gran potencial para ser incluidos en la terapia en combinación con otros agentes 

derivados de plantas o antibióticos comerciales91,183. 

3.- Atenuante. En este mecanismo se disminuye el número de bacterias o se retrasa su 

crecimiento. Es el principal efecto que se ha encontrado en los estudios in vivo, principalmente 

con extractos o mezclas herbales 47,81,135,137,154,156,167,207,208,209. Con base en los resultados 

obtenidos de plantas con actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori in vivo hasta el 

momento, se puede proponer que este es el principal modo de acción de las plantas usadas 

tradicionalmente sobre esta bacteria. 

4.- Protector. Algunos extractos y compuestos son capaces de atenuar el daño causado por la 

infección al disminuir la inflamación y el daño a la mucosa, pero hasta el momento, no existe un 

solo estudio en el que se haya determinado en úlceras producidas por la bacteria 

66,135,156,184,185,189,208. Hay que señalar que el termino antiulceroso se da décadas antes de aceptar a 

H. pylori como el principal agente causal y los mecanismos por los cuales desaparecen las 

lesiones se han descubierto empleando modelos de ulceración producida por métodos químicos ó 

físicos, así como también, gran parte de los fármacos antiulcerosos utilizados en el esquema 

clásico, derivan de este tipo de estudios25,92. El uso de un modelo adecuado es importante para 
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poder determinar si un extracto ó compuesto puede presentar una actividad antiulcerosa, pero 

hay que estar conscientes de que los resultados obtenidos con una u otra metodología no son 

comparables y que es factible que el efecto protector determinado en modelos clásicos, no sea el 

mismo en modelos de daño causado únicamente por H. pylori 
33,35.  

Para el caso específico de las plantas mexicanas que se utilizan para tratar problemas 

relacionados con la gastritis y la úlcera, los estudios farmacológicos son pocos y como ya se 

mencionó, faltan estudios sobre su actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori 
33,35. Se propone 

que 3103 especies de plantas superiores son usadas en la medicina tradicional mexicana y de las 

cuales 1024 se usan para tratar enfermedades del tracto digestivo7. Este panorama nos permite tener 

un campo de investigación muy amplio y prometedor sobre el posible efecto inhibidor del crecimiento 

de H. pylori de estas plantas.  

De este vasto grupo de plantas medicinales, una de la más utilizada y comercializada para el 

tratamiento de la gastritis y la úlcera en nuestro país, es la corteza del “cuachalalate” (Amphipterygium 

adstringens) de la cual se han identificado varios compuestos activos con diversas propiedades 

terapéuticas, incluyendo actividades antiulcerosas, antinflamatorias y gastroprotectoras 

8,13,138,140,141,142,152,158, pero no hay estudios sobre su posible actividad inhibidora del crecimiento de H. 

pylori. 

 

1.12. Amphipterygium adstringens “cuachalalate”.  

 

Es un árbol dioico endémico de México y Centroamérica perteneciente a la Familia 

Anacardiaceae de hasta ocho metros de altura, de tronco torcido y corteza de color moreno grisáceo, la 

cual presenta un exudado blanco cremoso extremadamente astringente y de olor picante7,163 (figura 6). 

Se usa tradicionalmente contra el cáncer, úlceras, gastritis, lesiones cutáneas, rozaduras de bebes, 

golpes, mordeduras o piquetes de animales venenosos, como cicatrizante, para tratar infecciones en la 
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vagina, contra el frío, para la caída de la matriz y de ovarios, granos genitales, dolor de estómago, 

infección o inflamación intestinal, para el hígado, la vesícula, contra la tifoidea, dolor de muelas, 

endurecimiento de las encías, fuegos en la boca, varices, úlceras varicosas, analgésico, contra fiebres 

intermitentes, paludismo, calentura, caída del cabello, manchas en la piel, gangrena, diabetes, 

antibiótico y para disolver cálculos renales7,152. 

 

Figura 6. a, Árboles de “cuachalalate” en los meses de sequía. b, Descortezamiento del 
árbol y c. Corteza secada al intemperie que es la forma tradicional como se usa. 
(Fotografías tomadas en el mes de mayo del 2005 en el rancho “El Campeón”, ubicado en 
la zona limítrofe entre Morelos y Puebla). 
 

El modo de empleo reportado varía de acuerdo a la zona geográfica, al tipo de padecimiento y 

a la parte utilizada de la planta. El cocimiento de la corteza en agua o simplemente el remojarla hasta 

que el líquido tome color, se administra como “agua de uso” para tratar úlceras, cáncer de estómago, 

gastritis y ciertas lesiones cutáneas, así como también se aplica en forma de lavados vaginales cuando 

se presentan infecciones, caída de la matriz o de ovarios7. En algunos casos se endulza para tratar 

padecimientos respiratorios, tos, “inflamación de las anginas”, resfriados, tuberculosis, enfermedades 

a 

c 

b 
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pulmonares7. La ingestión o aplicación de la resina se utiliza principalmente para tratar los granos, 

heridas, llagas o en su caso se pone la corteza en polvo sobre ellas. También la tintura (extracción con 

alcohol 96°) se utiliza como sustituto del “mertiolate”112, así como pueden incorporarse algunas gotas 

al agua e ingerirse para tratar la gastritis y la úlcera (comunicación personal). 

De la corteza del A. adstringens se han aislado e identificado 20 terpenos, 2 esteroles 

(acotilona y -sitosterol), una saponina de tipo esteroidal (sarsapogenina), una serie de fenoles de 

cadena larga (ácidos y aldehídos anacárdicos) así como un naftaleno (3-dodecil-1,8-dihidroxi-2-ácido 

naftico)8,67,116,124,138,140,141,142,166 (figura 7). 

Dentro de las actividades reportadas para la corteza se encuentra el efecto gastroprotector, 

cuyo primer estudio realizado en un modelo de úlceras duodenales y gástricas producidas por 

indometacina e histamina, fue hecho por Navarrete y colaboradores en 1990, quienes encontraron una 

actividad del 11 y 25 % con extractos acuosos a dosis del 4 y 8 %, respectivamente142. Posteriormente, 

se reportó una actividad del 74.5 % a una dosis de 30 mg/K del extracto metanólico sobre úlceras 

gástricas producidas con etanol absoluto en ratas y se identificó una fracción rica en terpenos con una 

actividad del 95 % a una dosis de 10 mg/K140. En estudios posteriores, se aislaron de dicha fracción 

los compuestos activos que corresponden al -sitosterol, a los terpenos ácido masticadienónico, ácido 

3-hidroximasticadienónico y al ácido 3-epioleanólico8,13,141. 

La actividad antiinflamatoria se le atribuye al terpeno 3-hidroximasticadienónico, el cual es 

capaz de reducir el edema en ratones en un 93 % después de 3 h a una dosis de 10 mg/K (modelo de 

edema en oreja de ratas Wistar inducido por TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13acetato) 152. En un 

estudio posterior empleando el modelo con ratones CD1 con edema en la pata inducido por reactivo 

de carragenan, se encontró activo al extracto acuoso y al metanólico, atribuyéndose el efecto tanto al 

ácido 3-hidroximasticadienónico como al masticadienónico con una actividad del 44 % en la 

reducción del edema a una dosis de 100 mg/K1. 



35 
 

 

Figura 7. Principales metabolitos con actividad biológica aislados de la corteza del A. adstringens. 
 

La actividad anticancerígena fue ensayada en ratones trasplantados con adenocarcinomas 

mamarios, los cuales fueron tratados por siete días inyectando extractos o fracciones aisladas de la 

corteza del A. adstringens. El estudio reveló que los extractos acuosos presentan una actividad 

antitumoral del 48 %, mientras que los extractos metanólicos tienen una actividad del 54 %. Al 

analizar ambos extractos, se identificaron una gran cantidad de saponinas esteroidales, por lo que se 

les atribuyó el efecto antitumoral. Sin embargo, las saponinas aisladas tuvieron una actividad 

antitumoral menor que el extracto completo, indicando que la actividad antitumoral de los extractos 

probablemente se deba a un efecto sinérgico, en el que estarían actuando más de un tipo de saponinas 

u otros compuestos aún no identificados67,68. Por otra parte, del extracto acuoso también se aisló una 

sapogenina (saponina sin residuo de carbohidrato) identificada como sarsapogenina por su espectro en 

infrarrojo. Esta molécula no presentó actividad antitumoral, por lo que los autores lo atribuyen al 
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hecho de perder el carbohidrato67,68. Los ácidos masticadienónico y el 3-hidroximasticadienónico se 

les ha reportado un efecto citotóxico, el cual fue determinado por el método calorimétrico de MTT 

(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazolio)157. También, varios terpenos, incluyendo al 

ácido masticadienólico, el 3-hidroximasticadienólico, así como derivados de los mismos, muestran el 

mismo efecto, pero evaluado en una línea celular de leucemia116. 

Los estudios de actividad antimicrobiana son pocos, pero se ha reportado que el extracto 

metanólico inhibe a varias especies bacterianas (Staphylococcus, Vibrio cholerae, Escherichia coli, 

Yersinia enterocolítica, Enterobacter aerogenes y Enterobacter agglomerans) con concentraciones 

mínimas inhibitorias (CMI) que van de 125 a 200 g/ml30. También, se les ha atribuido un efecto 

micobactericida (contra Mycobacterium tuberculosis) a los terpenos masticadienónico y al 3-

hidroximasticadienónico con una CMI de 64 y 32 g/ml respectivamente166. 

Una serie de compuestos que han sido ampliamente estudiados  (algunos de ellos presentes en 

la corteza de A. adstringens) son los ácidos anacárdicos, los cardoles y cardanoles que suelen 

englobarse dentro de un grupo comúnmente denominado fenoles de cadena larga (figura 8, tabla 2).  

Este tipo de compuestos se encuentran principalmente en géneros pertenecientes a la Familia 

Anacardiaceae y en el Ginkgo, aunque también se han reportado en algunos miembros de otras 

familias como la Geraniaceae, Myristiceae, Areaceae y Olaceae171,197. Los fenoles de cadena larga son 

diversos, ya que pueden presentar distintas combinaciones en su estructura básica, como son el largo 

de la cadena alifática, insaturaciones y posiciones en las mismas, así como distintos sustituyentes en el 

anillo78,83,111,124. Una fuente importante de fenoles de cadena larga son el fruto y el aquenio de un árbol 

originario de Brasil llamado Anacardium occidentale, aunque la principal fuente es el aceite que se 

extrae de la cáscara de la nuez (353 gr/K) y al que denomina “cashew nut-shell liquid”194,198 (figura 8). 

Para el caso de la corteza del A. adstringens se han descrito ácidos y aldehídos anacárdicos124 (figura 

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

 

Para el caso de los ácidos anacárdicos se han descrito diversas actividades biológicas entre las 

que se encuentran el efecto letal sobre el caracol Biomphalaria glabratus (vector de la 

esquistosomiasis) y las larvas del escarabajo colorado de la papa Leptinotarsa decemlineata
93,180. Así 

también, una actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Bacillus 

subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Gyrodinium cohnii, Euglena gracilis, 

Neurospora crassa, Penicillium griseofulvum, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, 

Propionibacterium acnes, Streptococcus mutans, Brevibacterium ammnoniagenes, así como contra H. 

pylori
46,64,78,93,94,96,171. Una actividad citotóxica sobre diferentes líneas celulares cancerígenas y 

propiedades antioxidantes83,95,194.  Por otra parte se ha encontrado que inhiben a las enzimas ureasa, 

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

prostaglandinsintasa, cicloxigenasa, aldosarreductasa y  lactamasa74,88,96,123. Para el caso de los 

ácidos anacárdicos C15:0, C15:1, C15:2 y C15:3 presentan un efecto desacoplante de la fosforilación 

oxidativa de mitocondrias de hígado de rata, parecido al del 2,4 dinitrofenol193.  
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Tabla 2. Diversidad de algunos ácidos anacárdicos sintetizados y aislados de varias 

plantas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Anacardium occidentale
96,197. :Amphipterygium adstringens 31,124. 

Ginkgo43,83,202. Geranium171. Anacardium spondias202. Ozoroa insignis, 
éster metílicos111. Spondias bombin

46. Sintetizados206. ( ) Posición de las 
ligaduras en la cadena alifática. 

 

 

 

 

 
 
 

Número de instauraciones (posición) 

R: largo de la 
cadena 

0 1 2 3 

5  C5:0    
8  C8:0    

10  C10:0    
11     
12  C12:0    
13  C13:0 

 
   

14  C14:1 (6)   
15 C15:0 

 C15:0 
 C15:0 
 C15:0 
 C15:0 

C15:1 (8) 
 C15:1 (8) 

 

C15:2(8,11) C15:3 (8,11,14) 

16  C16:0 
 C16:0 

   

17  C17:0 
 C17:0 
 C17:0 

 C 17:1 (10) 
 C 17:1 (8) 

 
 

 
 C 17:1 (8) 

 C17:2 (8,11) 
C17:2(8,11) 

 C17:3 (8,11,14) 
 C17:3 (8,11,14) 

18  C18:0  C18:1 (13)   
19  C19:0  C19:1 (15) 

 C19:1 (16) 
 C19:1 (12) 

  

20  C20:0  C20:1 (6)   
21   C21:1 (15 )   
22  C22:0 

 C22:0 
 C22:1 (10)   

23  C23:0    
24  C24:0 

 C24:0 
 C24:1 (12)   
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2. OBJETIVOS. 

 

2.1. Objetivo general. Determinar la actividad inhibidora de la corteza de Amphipterygium 

adstringens sobre el crecimiento de H. pylori, con la finalidad de identificar extractos y compuestos 

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

 

2.2. Objetivos particulares: 

 

- Diseñar una metodología estandarizada in vitro que permita obtener resultados confiables para el 

análisis de la actividad inhibidora del crecimiento de plantas con reconocido uso etnomédico sobre H. 

pylori. 

- Determinar la actividad in vitro de diferentes extractos orgánicos y acuosos de la corteza de A. 

adstringens sobre el crecimiento de H. pylori y seleccionar los extractos de mayor actividad biológica. 

- Aislar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios de los extractos bioactivos, mediante un 

fraccionamiento fitoquímico biodirigido utilizando diversos procedimientos cromatográficos y 

monitoreando la actividad biológica por el método de cultivo líquido.  

- Diseño y montaje de un modelo de infección animal empleando jerbos de Mongolia (M. 

unguiculatus). 

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

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

 

3.1. Material vegetal. 

 

Se obtuvieron 2 K de corteza seca y pulverizada de Amphipterygium adstringens (Schltdl.) 

Standl. (Anacardiaceae) en el centro de acopio de plantas medicinales en Jolalpan en el estado de 

Puebla. La identificación taxonómica fue hecha por la M. en C. Edelmira Linares Mazarí del Jardín 

Botánico de la UNAM y el especimen tipo fue depositado en la Colección Etnobotánica del Herbario 

Nacional de México (MEXU) con el número 1490. 

 

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

 

Los ácidos masticadienónico, 3-hidroximasticadienónico y el 3-epioleanólico, así como el -

sitosterol, una mezcla de aldehídos anacárdicos y otra de ácidos anacárdicos, fueron proporcionados 

por el grupo de la Dra. Rachel Mata Essayag del Departamento de Farmacia de la Facultad de 

Química de la UNAM. 

 

3.3. Análisis cromatográficos. 

 

Las cromatografías por adsorción en columna se realizaron sobre gel de sílice (grado 60, malla 

50-70 Merck). Los análisis de cromatografía de capa fina (CCF) se realizaron según las técnicas 

convencionales, utilizando diversos sistemas de elución y cromatofolios de sílica gel en placa de 

aluminio con indicador fluorescente (grado 60, indicador F254 Merck), con espesor de 0.02 y 3 mm. 

Las placas se visualizaron bajo luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm) y 
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posteriormente fueron asperjadas con vainillina 1 % (Sigma) disuelta en H2SO4 y reveladas con aire 

caliente.  

 

3.4. Análisis espectrométricos y espectroscópicos.  

 

Los estudios espectroscópicos y espectrométricos se realizaron en la Unidad de Apoyo a la 

Investigación (USAI) del edificio B de la Facultad de Química de la UNAM. Los espectros de 

resonancia magnética nuclear protónica (RMN1H, 300.2 MHz) y de carbono 13 (RMN13C, 75.5 MHz) 

se generaron en un equipo Varian VXR-300S utilizando CDCl3, los desplazamientos químicos se 

reportan en ppm con referencia al tetrametilsilano (TMS). Para el análisis de cromatografía de 

gases/espectrómetro de masas (CG/EM), se utilizaron derivados metilados, para lo cual se uso una 

solución de diazol disuelto en éter etílico, para producir el diazometano, el cual a su vez se dejó 

reaccionar con 10 mg de la mezcla de ácidos anacárdicos I (mAA-I) por 24 h a temperatura ambiente. 

Con esto se obtuvo 11.1 mg de mezcla dimetilada. Posteriormente, las muestras se inyectaron en un 

cromatógrafo de gases Agilent 6890N, con un inyector de muestra automático Agilent 7683B, 

acoplado a un espectrómetro de masas Pegasus 4D LECO. La columna es una HP-5MS 10 cm x 180 

cm, con grosor de 0.18 cm. Como gas acarreador se usó helio a 1 ml/min. La temperatura programada 

fue de 18 a 280 °C. A una energía electrónica de 70 eV. Los constituyentes de los ácidos anacárdicos 

de la mezcla, fueron identificados por comparación con espectros de masas de librerías de 

compuestos.  

 

3.5. Microorganismos y condiciones de cultivo. 

 

La cepa de colección de H. pylori ATCC 43504 así como los aislamientos con resistencia a 

antibióticos (metronidazol y amoxicilina) fueron proporcionadas por la Dra. Guadalupe Ayala Aguilar 
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del Instituto Nacional de Salud Publica de Cuernavaca Morelos. La H. pylori 8823, 8822 y N2 son las 

principales cepas que han sido utilizadas por varios años en el laboratorio de la Facultad de Medicina 

de la UNAM. La bacteria denominada como 2, es una bacteria no-H. pylori aislada de biopsia gástrica 

humana y la cepa de Escherichia coli utilizada es la NM522. 

La cepas Proteus vulgaris ATCC 6808 (ureasa alta) y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

(ureasa baja) fueron proporcionadas por la Dra. Graciela Castro Escarpulli del Departamento de 

Bacteriología Médica de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas-IPN. 

Los aislamientos Aerococcus urinae, Bacillus brevis, Bacillus sphaericus, Corynebacterium 

pseudogenitalium 63, Corynebacterium pseudogenitalium 61, Corynebacterium pseudogenitalium 58, 

Staphylococcus simulans 101, Staphylococcus simulans 60 y Candida guillermondii, derivan de este 

trabajo y provienen de diversas muestras de gerbos de Mongolia. 

Para H. pylori, así como para los aislamientos se utilizó el medio Brucella (BB) (Difco) y las 

bases Casman (Ca) (BBLTM) o Mueller Hinton (MH) (Difco), suplementadas con 5 % de sangre de 

carnero desfibrinada (s) (Microlab) o 0.1 % de -ciclodextrinas (c) (Sigma). En algunos experimentos 

se agregó un coctel de antibióticos (plus) para hacer un medio selectivo para H. pylori, que consiste en 

7.5 mg/L anfotericina B (Sigma), 3,500 U polimixina B (Sigma), 10 mg/L vancomicina (Sigma) y 5 

mg/L trimetoprim (Sigma). En algunas condiciones se les agregó 0.01 % de rojo de fenol (Sigma) y 6 

% urea (Gibco BRL) para hacerlo diferencial con base a la actividad de ureasa.  

En el caso de cultivos líquidos de H. pylori así como de los aislamientos, se incubaron a 37 °C 

con una agitación de 150 rpm en ambiente microaerofílico (10 % CO2) y para E. coli se usó Luria 

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

 

Se utilizaron gerbos de Mongolia (Meriones unguiculatus) machos convencionales no 

monitoreados de 4 a 8 semanas de edad, provenientes del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias 

Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (BINN), así como de la Facultad de Ciencias de la UNAM 

(BFC) y del Hospital Infantil de México, Federico Gómez (BHIM). 

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

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

 

3.7. Métodos de extracción y separación de compuestos para la corteza de A. adstringens. 

 

3.7.1. Método de Soxhlet. 

 

30 g de corteza se sometieron a extracción continua por el método de Soxhlet, con volúmenes 

de 250 ml de diversos solventes, incrementando la polaridad. Se inició con éter de petróleo, seguido 

por éter anhidro, cloroformo, etanol anhidro y etanol 70 %. Los extractos resultantes se concentraron 

en un evaporador rotatorio a una temperatura menor de 50 °C. Al residuo final se le hizo una 

decocción en agua, la cual se dejo hervir por 10 min, se recuperó el sobrenadante y se concentró en 

evaporador rotatorio a una temperatura de 80 °C.  

 

3.7.2. Maceración. 

 

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

de petróleo ó hexano y se dejó macerar por 3 días. Después el disolvente se eliminó en un evaporador 
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rotatorio a no más de 50 °C. El disolvente que se recuperó y se reutilizó para hacer de 2 a 3 

extracciones más cada 24 hrs.  

El extracto acuoso de la corteza de A. adstringens se obtuvo por decocción de 50 gr de corteza 

utilizando agua corriente y 5 minutos de ebullición. El extracto se filtro con papel (Whatman No 1), 

centrifugó a 30,000 rpm durante 10 minutos y posteriormente se liofilizó. 

Para el extracto metanólico se uso la misma cantidad de material vegetal, macerándolo por dos 

días con 400 ml de metanol. El extracto se concentró en el evaparador rotatorio y al mismo material se 

le repitió la operación tres veces más.  

 

3.7.3. Cromatografía en columna y en capa fina preparativa.  

  

Columna 1: 8 mg de extracto de éter de petróleo obtenido por maceración de la corteza se 

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

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

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

 

Tabla 3. Fraccionamiento por cromatografía en columna 1. 

Sistema de elución Proporción Fracciones 
Hexano 100 1 

Hexano-AcOEt 7:3 2 
Hexano-AcOEt 6:4 3 
Hexano-AcOEt 4.5:5.5 4-6 
Hexano-AcOEt 5:5 7-9 
Hexano-AcOEt 4:6 10 
Hexano-AcOEt 3:7 11 

AcOEt 100 12 
A+ 100 13 

El A+ se refiere a una fracción extra, la cual corresponde al lavado con 
AcOEt de la resina que quedó en la columna. 
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Columna 2: 4 gr de extracto de éter de petróleo extraído por maceración y preabsorbido previamente 

en 4 gr de sílica, se fraccionaron en una columna de 2.4 cm x 53 cm empacada con 85 gr de gel de 

sílice. Se eluyó con un gradiente de hexano/AcOEt con volúmenes de 35 ml cada uno, colectando 

fracciones de 3 a 6 ml (tabla 4). 

 

Tabla 4. Fraccionamiento por cromatografía en columna 2. 

Sistema de elución Proporción Fracciones Fracciones  
finales 

Hexano 100 1- 43   
F–I:C2 

 
Hexano-AcOEt 90:10 43-86 
Hexano-AcOEt 80:20 86-107 
Hexano-AcOEt 80:20 108-123 F–II:C2 
Hexano-AcOEt 60:40 124-134 F–III:C2 
Hexano-AcOEt 60:40 135-146 F–IV:C2 
Hexano-AcOEt 60:40 147-170  

F–V:C2 Hexano-AcOEt 50:50 171-214 
Hexano-AcOEt 30:70 214-235 

AcOEt 100 236-256 
 

 

Cromatografía en placa fina preparativa (CCFP): Las fracciones de la columna 1 se agruparon 

de acuerdo al patrón de corrimiento similar en CCF. Posteriormente se colocaron en líneas de 5 mm 

en dos placas de 0.02 mm de espesor y se eluyeron en un sistema con AcOEt. Una de las placas se 

reveló con vainillina y sirvió de base para marcar la otra en varias regiones, las cuales a su vez se 

rasparon y resuspendieron en 1 ml de AcOEt. Los compuestos se recuperaron centrifugando las 

muestras a 14, 000 rpm por 1 min y evaporando el sobrenadante a una temperatura que osciló entre los 

50-70 °C. Los compuestos se diluyeron en 4 ml de DMSO y ocuparon 10 l para el bioensayo de 

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

de referencia, extractos y fracciones. 

 

3.8.1. Cálculo de la actividad mínima inhibitoria de los extractos acuosos por el método de 

dilución en agar (DA). 

 

El método de dilución en agar (DA) es el recomendado por la CLSI/NCCLS (Clinical and 

Laboratory Standards Institute) para el cálculo de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de 

antibióticos contra H. pylori. En este estudio se siguieron parcialmente las recomendaciones y se 

utilizó únicamente para el extracto acuoso (tabla 5 y figura 9). La CMI se define como la cantidad 

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

 

Preparación del agar con extractos: 

- Se pesaron 4.2 gr de agar MH para cada concentración a probar y se depositaron en recipientes de 

vidrio con tapadera metálica, a los cuales se les incorporó una barra magnética.  

- Se disolvieron en 170 ml de agua bidestilada caliente y se esterilizaron a 121 °C por 21 minutos. 

Cada uno de los medios se enfrió en recipientes con agua aproximadamente a 4 °C y se mantuvieron 

en agitación constante.  

- Antes de que el medio se enfriara se les incorporó 0.2 gr, 0.14 gr, 0.1 gr y 0.05 gr de los distintos 

extractos liofilizados disueltos previamente en 20 ml de agua estéril, para obtener las concentraciones 

finales de 250 g/ml, 500 g/ml, 700 g/ml y 1000 g/ml*1 

- Una vez que se disolvieron los extractos, se les agregó 10 ml de sangre de carnero desfibrinada 

fresca y se vaciaron en cajas de Petri*2 y 3. Se dejaron incubar 12 h a 37 °C para quitar el exceso de 

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

 

Preparación de la bacteria y ensayo: 

 

- La cepa de H. pylori ATCC 43504 almacenada en viales de 200 l a -80 °C se sembró por tapete en 

una caja de agar MH-s a 37 °C en condiciones microaerofilicas, por aproximadamente 24 h*4. Bajo 

estas condiciones de crecimiento se observó un tapete bacteriano uniforme y translúcido, el cual se 

cosechó en un tubo de 25 ml, con 2 ml de medio de cultivo MH-c. Posteriormente se midió en el 

espectrofotómetro realizando una dilución 1/10 (100 l del cultivo mas 900 l MH) a una A660nm  y 

ajustó a 0.1*5. 

- Para realizar la prueba, de nuestro tubo de cultivo con H. pylori a 0.1 D.O660nm se sembraron por 

tapete 100 l por caja con las distintas concentraciones de extractos. Después se incubaron en 

ambiente microaerofílico a 37 °C de 3 a 10 días para determinar la CMI.*6 
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Notas: 

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

ligeramente en el mechero.  

*2- Cuando un medio está muy caliente y se le agrega la sangre, esta se quema y las cajas se observan 

de un color más oscuro. Si está muy frió se forman grumos y la concentración de los extractos ya no 

es la deseada. 

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

*4 - Este tiempo de crecimiento puede variar. La CLSI/NCCLS recomienda un subcultivo de 72 horas, 

pero en nuestro caso vimos que en un menor tiempo de incubación las bacterias son más viables. 

*5- A 0.1 de D.O.660nm se tienen de 107-108 CFU/0.1 ml. Esto es calculado por cuenta viable. 

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

10 días. 

 

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

Agar Mueller-Hinton suplementado con 5 % de sangre 
envejecida de 2 o más semanas.  

Inóculo 1x107- a 1x108 UFC/ml (Opacidad de 2, McFarland, 
obtenido de un cultivo con 2 días de crecimiento en medio 
sólido). 

Incubación 35 °C en atmósfera microaeróbica 
Lectura 3 días 
Cepa control H. pylori ATCC 43504 
Antibióticos de 
referencia 

Amoxicilina, ciprofloxacina, claritromicina, metronidazol y 
tetraciclina. 

Tomado de Clinical and Laboratory Standart Institute/ National Committee for Clinical 
Laboratory Standart 200544. 

 

3.8.2. Cálculo de la actividad mínima inhibitoria de extractos y compuestos por el método de 

cultivo liquido (CL). 

 

El método de cultivo líquido (CL) se utilizó para los extractos metanólicos o de polaridades 

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

 

- Se utilizó la cepa ATCC 43504 la cual se almacenaba en viales de 200 l a -80 °C. Se tomaron de 

dos a tres viales y se resuspendieron en un matraz nefelométrico de 120 ml con 50 ml de medio MH-c-

plus*1, hasta obtener una absorbencia de 40 unidades Klett (UK) (1 ml de cultivo directo A600 = 0.2)*2. 

Posteriormente se colocaron en la estufa con un agitador a 150 rpm, a 37 °C y en condiciones 

microaerofílicas. Se dejó crecer aproximadamente 15 h o hasta que alcanzara 50 UK (1 ml de cultivo 

directo A600= 0.27), que corresponde al inicio de la fase logarítmica.  

- Los extractos y compuestos se disolvieron en DMSO*3. 

 

Ensayo 

 

- En tubos de ensayo estériles de  18 cm x 2 cm con tapa metálica se agregaron 3 ml de medio*4 MH-c, 

de acuerdo al número de condiciones experimentales, teniendo en cuenta incluir controles con DMSO. 

- De cada condición experimental o control se agregó la cantidad necesaria de la muestra a analizar, 

para obtener la concentración final deseada y posteriormente se midió la A600 inicial de 1 ml de cultivo.  

- Se dejaron incubando en ambiente microaerofílico a 37 °C y 150 rpm, de 18 (exponencial tardía) a 

25 horas (estacionaria) y se midió la A600 final de 1 ml de cultivo. 

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

cambio de D.O. de los controles y los grupos experimentales*5. 

 

Notas: 

*1- Deben de estar perfectamente resuspendidas, no deben de quedar grumos. 

*2- El volumen inicial del cultivo va a depender del número de condiciones experimentales que se 

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

crecimiento de las bacterias. 

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

las bacterias. 

*5- Hay que señalar que con este método la sensibilidad de los antibióticos comerciales disminuye 

notablemente. 

 

3.8.3. Cálculo de la actividad mínima bactericida de la mezcla de ácidos anacárdicos contra H. 

pylori 

 

Se siguieron los mismos pasos que para el cálculo de la CMI en cultivos líquidos. De los 2 ml 

de cultivo que quedaron después de la primera lectura, se tomaron alícuotas de 100 l para realizar 

cuenta viable aproximadamente cada cuatro horas, hasta llegar a 25 h de incubación o más.  

El medio utilizado para la cuenta viable fueron cajas de agar Ca-c, las cuales se dejaron 

incubando por 10 días. Después de este tiempo se cuantificaron las colonias y se obtuvieron las 

UFC/ml. Con este dato se pudo calcular la concentración mínima bactericida (CMB), la cual se define 

como la concentración mínima a la cual se mata el 100 % de las bacterias. 

 

3.9. Análisis de la actividad bacteriolítica de la mezcla de ácidos anacárdicos por microscopía 

electrónica de transmisión.  

 

Cultivos de H. pylori de 3 ml en medio MH-c con 50 UK se les agregó la mAAref a 

concentraciones finales de 12.5, 30 y 50 g/ml. Se tomaron alícuotas de 0.1 ml de las concentraciones 

de 50 g/ml a los tiempos 0.5, 1 y 2 h; para 12.5 y 30 g/ml a los tiempos 8 y 18 h, así como para el 

control con DMSO a los tiempos 0, 8 y 18 h.  
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Para fijar las bacterias se centrifugaron las alícuotas en tubos de plástico nuevos de 1.5 ml a 

6,000 rpm por 5 min. Posteriormente la pastilla se resuspendió en 100 l de glutaraldehido al 3 % 

recién preparado frío y se aforó a un volumen de 1 ml. Antes de haber transcurrido 12 h se procesaron 

en la Unidad de Microscopía Electrónica del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM.   

 

3.10. Análisis de toxicidad. 

 

3.10.1. Citotoxicidad de la mezcla de ácidos anacárdicos determinado por el método de MTT en 

linfocitos humanos. 

 

La evaluación de los efectos citotóxicos de la mezcla de ácidos anacárdicos, se llevó a cabo en 

linfocitos humanos de sangre periférica y se determinó por el método colorimétrico de MMT 

(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazolio):  

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

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

- Se centrifugaron a 2000 rpm por 25 min, se tomó el anillo de linfocitos y se agregaron a un tubo 

nuevo con 10 ml de medio RPMI1640 (sigma). 

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

- Posteriormente se agregaron 2 ml de medio RPMI1640 (sigma) y se ajustó la solución a una 

concentración de 1x106 células/ml con 10 % de suero fetal bovino inactivado. 

- Se sembraron en cajas de 96 pozos 200 l de suspensión celular (2 x 105 células/pozo).  

- La mezcla de acidos anacárdicos se determinó a concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1, 1, 5, 10 y 50  

g/ml en un volumen final para cada una de 200 l. Se dieron tiempos de incubación de 3, 24 y 48 h 

por triplicado. 
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- El bromuro difeniltetrazolio se disolvió en PBS 1X a una concentración de 5 g/ml y se esterilizó 

por filtración. Se agregaron 20 l en cada pozo después de trascurrido el tiempo de incubación con la 

mezcla de ácidos anacárdicos y se incubaron por 3 h más a 37 °C. 

- Posteriormente se agregaron 100 l de DMSO por pozo para disolver los cristales y se leyó la 

A545nm. 

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

tratado únicamente con DMSO.  

 

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

 

Se determinó la toxicidad aguda de los extractos acuoso, metanólico y hexánico de la corteza 

de A. adstringens. En la primera etapa se usaron tres animales por condición como lo marca el 

método, a concentraciones de 10, 100, 1000 mg/k, así como el vehículo. Con base en los resultados 

obtenidos en la segunda etapa se usaron las concentraciones de 1600, 2900 y 5000 mg/k. El volumen 

de inoculación máximo fue de 0.7 ml. Los extractos acuosos se disolvieron en agua corriente, los 

hexánicos y los metanólicos en aceite de canola. En las concentraciones altas en las que no se lograba 

solubilizar se agregó Tween 80 al 0.2 %.  

 

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

acuosos. 

 

Se analizó la presencia de los terpenos ácido 3-hidroximasticadienónico y masticadienónico, 

así como de la mAA en dos extractos acuosos preparados de la manera tradicional y recomendados 

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

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

 

Para ambos casos, la mitad del extracto se centrifugó a 30,000 rpm durante 10 minutos y filtró 

(papel filtro Whatman # 1), mientras que la otra solamente se decantó. Posteriormente, se liofilizaron 

y al producto final se extrajo con 200 ml de éter de petróleo, el cual se eliminó posteriormente usando 

un evaporador rotatorio. Los distintos extractos se analizaron utilizando CCF y comparando con 

muestras auténticas de ácido 3-hidroximasticadienónico y masticadienónico, así como de la mAA.  

 

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

 

Usando el método de CL se determinó la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de 

los siguientes compuestos a las concentraciones de 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 g/ml, disueltos en 

DMSO por duplicado: 

Anillos: ácido benzoico (242381 Sigma-Aldrich), ácido salicílico (247588 Sigma-Aldrich), 

ácido parahidroxibenzoico (H2005 Aldrich), aldehído parahidroxibenzoico (S356 Aldrich) y ácido 

gálico (G7384 Sigma).  

Compuestos relacionados: vainillina (V-2375 Sigma), ácido cinámico (C80857 Aldrich), ácido 

caféico (C0625 Sigma). 

Cadenas: los alquenos trans 2-hexenal (13265Aldrich) y trans 2-octenal (269956 Aldrich), los 

alcanos hexanal (115606 Aldrich) y octanal (05608 Aldrich). 

Fenoles de cadena larga: la mezcla de ácidos (mAAref) y aldehídos anacárdicos (mAL) son las 

muestras de referencia originales que nos proporcionaron. 
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3.12.1. Separación de la mezcla de ácidos anacárdicos de referencia por cromatografía líquida 

de alta presión HPLC. 

 

100 mg de mAAref se sometieron a separación por HPLC utilizando una columna C18 de 25 

cm x 0.4 cm y 5 micras de partícula (Beckman), con un gradiente de elución isocrático de 

acetonitrilo/agua. Por el tamaño de la columna, la muestra se dividió y corrió diez veces. Los picos 

fueron colectados en fracciones para ser concentradas en el evaporador rotatorio y posteriormente se 

liofilizaron. Solo a 5 picos se les realizó RMNH1 y/o 13C para su caracterización.  

 

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

 

3.13.1. Inoculación de los animales. 

 

 Los animales se mantuvieron en el BINN con agua acidificada (pH 2.3-2.4) y alimento 

genérico para roedores en cama de aspen de Alamo (Shaven de Northwestern). Para el caso de los 

animales del BHIM toda la metodología se realizó en las instalaciones del Hospital Infantil De 

México, Federico Gómez. 

- Siete días antes de la inoculación se trasladaron al Laboratorio de Bioquímica de la Facultad de 

Medicina de la UNAM a jaulas con un sistema anticoprofitismo (piso con malla metálica 0.8 cm2). Se 

mantuvieron en estas condiciones hasta alcanzar el tiempo de infección. 

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

- De un tapete bacteriano incubado 24 h en cajas de agar MH-s se ajustó a 0.2 A600nm en BB para 

obtener una suspensión con 109 UFC/0.5 ml. 

- Se inocularon por medio de una cánula metálica 0.5 ml de la suspensión anterior por cada animal y 

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

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

- Posteriormente, los animales se dejaron en ayuno por 24 h y se sacrificaron por dislocación cervical.  

- Se extrajo el estómago y abrió por la curvatura mayor, después se raspó con un estilete la mucosa y 

se resuspendió en 2 ml de medio BB-c.  

- Se tomaron 0.1 ml y se realizaron diluciones seriales de 1/2 y 1/5 hasta 1x10-6 en un volumen de 1 

ml.  

- Posteriormente se sembraron en cajas de agar Ca-s suplementada 7.5 mg/L anfotericina B (Sigma), 

3,500U polimixina B (Sigma), 10 mg/L vancomicina (Sigma) y 5 mg/L trimetoprim (Sigma). 

- Al cabo de 7 a 10 días de incubación se seleccionaron aquellas colonias que podrían corresponder a 

H. pylori y se les determinó la actividad de ureasa, oxidasa y catalasa, así como también se les 

examinó al microscópico óptico tiñéndolas con Gram. 

 

3.13.2. Grupos experimentales. 

  

Grupo I. Trece gerbos machos provenientes del BINN se dividieron en tres grupos, uno control 

con 3 animales y dos experimentales con 5 animales respectivamente. Uno de ellos se inoculó con H. 

pylori ATCC 43504 y el otro con el aislado gástrico M2. Se dio un periodo de infección de cinco 

semanas.  

Grupo II. Cuatro gerbos del BINN con 10 semanas de haber sido inoculados con H. pylori 

43504, se reinocularon seis veces más con un cultivo de la misma cepa pero que sobrepasaba las 109 

UFC. Se dieron dos semanas más de infección y analizó la presencia de H. pylori por la Prueba 

Rápida en Disco de Papel (PRDP).  

Grupo III. Se realizó un análisis histológico de 3 animales provenientes del BINN con 9 

semanas de infección con H. pylori ATCC 43504 y 3 provenientes del BFC. A cada laminilla se le 
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incorporó un corte de biopsia de paciente infectado con H. pylori como control positivo y se tiñeron 

con Hematoxilina-eosina y Warthin-Starry. 

Grupo IV.  Un total de 80 animales se inocularon con la cepa H. pylori ATCC 43504 y se 

mantuvieron en el BHIM durante un tiempo de infección de 18 meses. A 11 animales se les determinó 

la infección por un análisis macroscópico del tejido, prueba rápida en urea (PRU) y cultivo aplicando 

la PRDP. Se emplearon 9 animales inoculados únicamente con medio de cultivo, como controles 

negativos. 

 

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

 

Transferencia de las colonias al papel y actividad de ureasa. Con un aspersor para 

cromatografía se aplicó en un disco de 8.3 cm de papel filtro del número 1 (Whatman) una solución 

que contenía 0.02 % de azul de bromotimol (Merck 3026), 0.05 % de rojo de fenol (Sigma 114529) y 

6 % de urea (Gibco BRL 15505), ajustada a un pH de 3 a 4.  

El disco se dejó secar por 40 segundos y se colocó sobre la placa con cultivo hasta que volvió a 

humedecerse, posteriormente se desprendió y se registró la actividad de ureasa de las colonias en el 

disco, la cual es positiva cuando forman un halo de color rosa alrededor de las mismas. 

Determinación de la actividad de oxidasa. En el momento de realizar la prueba se preparó una 

solución de 0.25 % tetrametilfenilendiamina (Sigma T7394) en agua (reactivo de Kovacs), la cual se 

asperjó sobre otro disco de papel con las mismas características que el anterior. Sin dejar que se secara 

por completo se colocó sobre el disco que se utilizó para determinar la actividad de ureasa, del lado 

donde se encuentran las colonias teniendo cuidado de no presionar. Se dejaron reaccionar 15 segundos 

y se separaron. En el disco donde se dio la actividad de ureasa se determinó la formación del patrón de 

reacción (PR) mostrado por las colonias de H. pylori, el cual se caracterizó por la formación de un 

halo rosa con un centro azul.  
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Determinación de la actividad de catalasa. Esta prueba se realizó únicamente en las colonias 

ureasa-oxidasa positivas, en las cuales se agregó una gota de peróxido de hidrógeno a la vez que se 

realizó el conteo de colonias. La reacción de catalasa fue positiva cuando se presentó la formación de 

burbujas en los primeros dos segundos. Los pasos de la prueba se encuentran ilustrados y detallados 

en la figura 10.  

 

 

Figura 10. Cuadrante I muestra los elementos que integran la PRDP, donde la letra A corresponde al 
disco impregnado con la solución para determinar la actividad de ureasa. La letra B corresponde al 
disco impregnado con la solución para determinar la actividad de oxidasa. La letra C hace referencia 
mediante un gotero a la solución de peróxido de hidrógeno para determinar la actividad de catalasa y 
por último la letra X indica la placa de agar con antibióticos selectivos para H. pylori, donde fue 
inoculada la muestra y después de varios días de incubación contiene colonias diversas, incluyendo de 
H. pylori. El cuadrante II muestra los pasos a seguir para realizar la prueba de ureasa: los números 1 y 
2, muestran la colocación del disco A sobre la placa de agar X con las colonias bacterianas para 
conseguir su transferencia al disco A; el número 3 representa el paso de la separación del disco A con 
las colonias bacterianas; y el número 4, indica en el disco A, la formación de halos de color rosa 
intenso únicamente en las colonias con actividad de ureasa alta como es H. pylori. El cuadrante III 
muestra los pasos a seguir para realizar la prueba de oxidasa, donde los números 1 y 2, esquematizan 
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lo colocación del disco B sobre el disco A donde ya se determinó previamente la actividad de ureasa; 
el número 3 esquematiza la separación de los discos quedando en el disco B las colonias con actividad 
de oxidasa baja, mientras que en el número 4 muestra en el disco A, solo aquellas colonias con 
actividad de oxidasa alta las cuales viran a color azul, pero únicamente las de H. pylori presentan un 
halo rosa, lo que en conjunto da el patrón de reacción para distinguir a las colonias de H. pylori. El 
cuadrante IV esquematiza la determinación de la actividad de catalasa, que consiste en agregar una 
gota de peróxido de hidrógeno a las colonias del disco A que muestren el patrón de reacción y así 
corroborar por la tercer prueba que sean colonias de H. pylori, a la vez que se cuantifican. La 
producción de burbujas de la colonia en los primeros segundos se considera como ureasa-oxidasa-
catalasa positiva. 

 

3.14.1. Aislamiento de microbiota del M. unguiculatus. 

 

De dos gerbos del BFC se obtuvieron las siguientes muestras: el estómago y el ante-estómago 

así como el bolo alimenticio de cada una de estas regiones, 2 cm de duodeno de la porción cercana al 

píloro y 40 mg de excremento fresco colectado del intestino grueso. Las muestras fueron 

homogenizadas en 2 ml de medio BB sin antibióticos y se realizaron diluciones seriales de 1 ml 1/2 (a 

excepción del duodeno (1/5) y excremento (1/10)). 0.1 ml de estas diluciones se sembraron en placas 

de agar MH-s. Después de siete días de incubación se obtuvieron los aislamientos y se realizó una 

selección preliminar con base a la morfología y tinción de Gram.   

 

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

PRDP. 

 

Los aislamientos seleccionados se ordenaron en cuatro grupos de acuerdo a la velocidad de 

crecimiento de las colonias: G1= 12 h, G2= 24 h, G3= 48 h y G4= > 48 h. Alrededor de diez muestras 

por caja, se sembraron por punto en agar MH-s sin antibióticos y fueron incubadas en ambiente 

microaerofílico, para el caso de G1 por 12 h y para G2-G4 por 24 h. Cada caja se hizo por triplicado y 

se le aplicó la PRDP. 
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3.14.3. Determinación del patrón de reacción de colonias ureasa y/o de oxidasa positiva en la 

PRDP. 

 

Aquellas bacterias que presentaron actividad de ureasa y/o de oxidasa positiva se les analizó el 

PR que presentaba una colonia individual, para lo cual se sembraron por agotamiento en cajas de agar 

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

 

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

 

Se seleccionaron ocho aislamientos bacterianos que mostraron una actividad de ureasa, los 

cuales fueron identificados por la Dra. Graciela Castro Escarpulli del Departamento de Bacteriología 

Médica de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas-IPN. Inicialmente se designaron con base al 

criterio de Cowal y Steel en el grupo bacteriano al que pertenecían e identificaron posteriormente por 

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

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

 

3.14.5. Determinación del número de H. pylori agregadas a muestras de estómagos de M. 

unguiculatus utilizando la PRDP. 

 

Cinco gerbos provenientes del BFC se dejaron en ayuno por 24 h y se les extrajo los 

estómagos teniendo cuidado de desechar el antestómago. Posteriormente, a cada uno de ellos se les 

raspó la mucosa con una cánula metálica y junto con los restos del estómago se homogenizaron de 

manera independiente en cinco tubos con 2 ml de medio BB, los cuales contenían a su vez 106, 104, 

103,102 y 0 UFC de H. pylori (figura 11). Para el conteo en placa se realizaron diluciones seriales de 1 
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ml 1:10 sembrando 0.1 ml en placas MHs-plus, Cas-plus y Cac-plus por triplicado. Se incubaron por 

cinco días y se determinó el número de UFC/estómago mediante la aplicación de la PRDP. 

 

3.14.6. Aplicación de la PRDP a muestras de agua corriente.  

 

A un cultivo de H. pylori ATCC 43504 ajustado a una A600nm de 0.1, se le realizaron diluciones 

seriales 1/10 hasta 10-6 en muestras de agua corriente de la Ciudad Universitaria de la UNAM, para 

simular muestras con 100, 1000 y 10,000 UFC/ml de H. pylori. Cada una de las diluciones se 

sembraron por triplicado en cajas de agar Ca-s suplementada con 3,500 U polimixina, 10 mg/L  

vancomicina, 7.5 mg/L anfotericina y 5 mg/L  trimetoprim. Se incubaron en condiciones 

microaerofílicas por 7 días y se aplicó la PRDP.  

 

 

Figura 11. Diagrama de recuperación y cuantificación usando la PRDP de H. pylori en 
estómagos en el que se les agregó la bacteria en diferentes cantidades.  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

 

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

crecimiento de H. pylori de plantas.  

 

Un problema que presentan los estudios de plantas con actividad inhibidora del crecimiento de 

H. pylori a nivel mundial, es la falta de una metodología in vitro estándar, que permita señalar un 

resultado significativo, así como realizar comparaciones de actividad entre distintos grupos de 

trabajo33,35. A este respecto, en algunas publicaciones se han empezado a considerar las 

recomendaciones hechas por el CLSI/NCCLS44, sin embargo presentan el inconveniente de que están 

diseñadas para el análisis de solo algunos antimicrobianos y no para extractos complejos o fracciones 

derivados de plantas, para los cuales no siempre son adecuadas, como se demuestra con los resultados 

que más adelante se presentan49,62,76,113,143,145,146,178,210.  

Dentro de este contexto, uno de los objetivos particulares del presente proyecto, planteaba la 

implementación de un bioensayo in vitro que estandarice las metodologías utilizadas para determinar  

actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori en extractos de plantas. Después de investigar y 

probar los diversos métodos reportados en la literatura, se logró establecer una metodología apropiada 

que permite conocer de una manera confiable si una planta es activa, en comparación con otras 

metodologías que se han empleado hasta el momento6,32,78,114,115,143,146.  

En nuestro grupo, la búsqueda de actividad in vitro se basa en un criterio etnobotánico y 

consiste en analizar la actividad de los extractos acuosos con el método de DA y los metanólicos con 

el de CL. Aunque antes de esta tesis se empezó a utilizar para otros trabajos realizados en el 

laboratorio, en ninguno de ellos se explica el fundamento del diseño, el cual de manera breve toma en 

cuenta los siguientes puntos34,69,84.  
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1.- El modo de empleo tradicional de las plantas medicinales utilizadas para tratar la gastritis y la 

úlcera es únicamente por vía oral.  

2.- Los tipos de extractos a analizar son el acuoso y el metanólico, ya que para el caso del primero es 

la principal forma de uso, mientras que el segundo se consideró porque en algunos casos se reporta el 

uso de tinturas extraídas con alcohol. 

3.- Con base a los resultados obtenidos en este estudio, el método de DA resultó ser adecuado para 

determinar la actividad inhibidora del crecimiento de extractos acuosos y el CL para extractos 

metanólicos. Es importante señalar que ambas metodologías son independientes y no son 

comparables.  

4.- El intervalo de inhibición significativo: la concentración máxima probada para cada método es 

diferente, ya que está en función de la máxima solubilidad alcanzada por los extractos en los 

disolventes empleados, que son agua (1000 g/ml) y DMSO (500 g/ml). La definición de los 

intervalos de inhibición siguen siendo aún arbitraria y se basaron en la mayor y menor actividad 

registrada para un total de 120 extractos analizados69,34,84. 

5.- Debido a la alta sensibilidad que presenta H. pylori in vitro y a la variación entre cepas: se sigue la 

recomendación de la CLSI/NCCLS para determinar la sensibilidad de antimicrobianos sobre la cepa 

de colección ATCC 43504, a un número de 108UFC, así como la incorporación de dos antibióticos de 

referencia, la amoxicilina por tener la CMI más baja y el metronidazol por la CMI más alta registrada. 

No se utiliza el método de McFarland para ajustar el número de bacterias y se sustituye por el conteo 

en placa, el cual permite conocer el número de bacterias viables. También, dicha comisión recomienda 

el uso de medios suplementados con sangre envejecida, sin embargo esto afecta a la viabilidad, por lo 

cual en el bioensayo de DA usamos sangre fresca. Así también, se recomienda leer las placas al cabo 

de tres días pero la metodología estandarizada en este trabajo señala la lectura de placas hasta los 10 

días. 
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Bajo estas condiciones experimentales la corteza de A. adstringens presenta una actividad 

moderada, tanto para el extracto metanólico (250 g/ml) como para el acuoso (500 g/ml). Durante el 

análisis de 106 extractos de plantas que se utilizan para tratar desordenes gastrointestinales en la 

medicina tradicional mexicana, se encontraron varias con una mayor actividad in vitro, sin embargo a 

pesar de esto se trabajó con la corteza de A. adstringens
34 (anexo artículo), ya que es una de las 

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

 

4.2. Separación e identificación de compuestos inhibidores del crecimiento de H. pylori de la 

corteza de A.  adstringens. 

 

4.2.1. Método de Soxhlet. 

 

Como primer paso para separar e identificar los compuestos activos de la corteza de A. 

adstringens, se realizó una extracción continua basándonos en un estudio hecho por González y 

Delgado en 196267. El material seco y pulverizado se extrajo con éter de petróleo, seguido por éter 

anhidro, cloroformo, etanol anhidro, etanol 70 % y agua (figura 12). Al analizar la actividad de los 

extractos en CL, los más activos resultaron ser los extractos de éter de petróleo y anhidro, con 

inhibiciones del 92 al 101 % a concentraciones de 16 y 160 g/ml respectivamente (figura 13). Los 

únicos en los que se pudo calcular una CMI, fueron el extracto de éter de petróleo con 160 g/ml y el 

extracto acuoso con 166g/ml. También, se registró una actividad del 75 al 95 % de inhibición con 

166 g/ml de los extractos de cloroformo, etanol 70 % y etanol anhidro. 

La actividad mostrada por los extractos de éter y cloroformo, nos indican que él o los 

compuestos activos se pueden extraer mayoritariamente con este tipo de solventes. Así como también, 

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

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

medición en el espectrofotómetro, de tal manera que en este experimento en particular, no se puede 

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

 

 

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

 

Para ver si esta inhibición tuviera algún grado de especificidad para la bacteria, también se 

determinó la actividad de las fracciones sobre E.coli NM522, a una concentración máxima de 166 

g/ml. Los resultados mostraron que únicamente el extracto de etanol anhidro y el de etanol 70 % 

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

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

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

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

 

4.2.2. Fraccionamiento en columna y CCFP. 

 

Con este resultado se procedió a la separación de los componentes activos presentes en un 

extracto de éter de petróleo, mediante un fraccionamiento en columna (columna 1). Se colectaron un 

total de 13 fracciones (figura 14a), las cuales se recromatografiaron en dos placas y se eluyeron con 

AcOEt (figura 14b y c). Una de las placas se reveló con vainillina (figura 14b) y se usó como base 

para dividir a la otra en 16 regiones de acuerdo al patrón de elución de los compuestos (figura 14c). La 

actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de cada una de estas regiones se determinó en CL, 

encontrándose una zona con la mayor inhibición en el bioensayo (85.7 %) el cual se denominó región 

7 (figura 15). También se registro una actividad del 30 % en la región rica en terpenos (región 2), 

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

 

Cabe señalar que con esta metodología en la que se recuperan los compuestos directamente de 

la placa, se analizan principalmente los mayoritarios o los más activos y cabe la posibilidad de que 

existan otros que por estar en una concentración menor, no se hayan aislado en cantidades apropiadas. 

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

proceso165.  
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Figura 15. Actividad anti-H. pylori de las 16 regiones obtenidas de la placa sin revelar de la 
figura 14C. Para éste experimento se utilizó la cepa H. pylori ATCC 8823. 

 

A partir de un extracto de éter de petróleo y mediante cromatografía en columna (columna 2) 

se obtuvieron 40 mg de una fracción (F–II:C2) que contenía el compuesto región 7 parcialmente puro 

(figura 16). Para comprobar que la actividad se debe únicamente al compuesto región 7 y no a los 

componentes minoritarios, una porción se purificó por CCFP y se determinó la actividad inhibidora 

del crecimiento de H. pylori en CL. Únicamente fueron activas la F–II:C2 completa y el compuesto 

región 7 puro. Posteriormente, 10 mg de la F–II:C2 se metilaron para volatilizar la muestra en el 

cromatógrafo de gases y realizar el análisis de masas.  

En cuanto a la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de A. adstringens como se 

indicó anteriormente no se había investigado, sin embargo, los ácidos anacárdicos aislados del fruto y 

del aquenio de un árbol originario del Brasil llamado A. occidentale (“marañón o nuez de la india”) 

inhiben el crecimiento de la bacteria96. Con este antecedente, se infirió que los compuestos de la 
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región 7 podrían ser  ácidos anacárdicos, por lo cual se realizó una colaboración con el grupo la Dra. 

Rachel Mata de la Facultad de Química de la UNAM, quienes identificaron por primera vez este tipo 

de compuestos en la corteza de A. adstringens
124.  

 

 

Figura 16. Placas de CCF revelada con vainillina de la fracción 
F–II:C2 que muestra a los compuestos región 7 (flechas) en 
varios sistemas de elución con hexano/AcOEt. A 9:1, B 7:3 y C 
1:9. 

 

La comparación en CCF de los compuestos región 7 con una muestra de ácidos anacárdicos de 

referencia (mAAref), así como el análisis de espectrometría de masas, confirmaron que se trataba de 

una mezcla de ácidos anacárdicos. El análisis de CG/EM de la fracción F–II:C2 (referida de aquí en 

adelante como mezcla de ácidos anacárdicos I (mAA-I), indicó que estaba constituido por cinco 

ácidos anacárdicos, cuatro con cadenas saturadas de C15:0 (46.8 %), C16:0 (7.2 %), C17:0 (29.9 %), C19:0 

(7.5 %) y uno con una monoinsaturada de C19:1 (8.6 %), proporciones similares con la de referencia 

previamente reportada (tabla 7). Cabe señalar que el análisis químico fue hecho por el Dr. José Fausto 

Rivero Cruz del Departamento de Farmacia de la Facultad de Química de la UNAM.  

B  A  C  
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4.3. Actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de compuestos de referencia de A. 

adstringens. 

 

Con el objetivo de establecer la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de otros 

compuestos presentes en la corteza, se evaluaron muestras de referencia (ácidos masticadienónico, 3-

hidroximasticadienónico, 3 epioleanólico y mAAref, así como el -sitosterol y los aldehídos 

anacárdicos (mAL)) comparándolos con la actividad de dos antibióticos comerciales, la amoxicilina y 

el metronidazol, utilizando el método de CL (figura 17). 

El -sitosterol, los ácidos 3-epioleanólico, 3-hidroximasticadienónico y el masticadienónico, 

se han descrito como los responsables de la actividad gastroprotectora (en un modelo de ulceración 

con métodos químicos) y para los dos últimos también de la antinflamatoria8,13,140,141,142,152,158. El 

único que mostró una actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori fue el ácido 3-epioleanólico 

con una CMI de 200 g/ml (figuras 18 y 19). Este tipo de compuestos que presentan una actividad 

contra la bacteria, complementado con un “efecto gastroprotector”, los hemos denominado 

compuestos duales y son muy importantes, ya que uno de los principales problemas que se tienen con 

las terapias de erradicación de H. pylori, es que entre más agentes se incluyan, más efectos 

secundarios, razón por la cual este tipo de compuestos pueden ayudar a reducirlos, ya que se requiere 

de un solo medicamento capaz de actuar a varios niveles. Por otra parte, el ácido 3-epioleanólico, se 

identificó por CCF en la fracción rica en terpenos (región 2), por lo que la actividad de la fracción 

completa, puede deberse principalmente, o en parte a este compuesto (figura 16). 
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Figura 17.  Cromatoplaca revelada con vainillina de las muestras de referencia aisladas de la 
corteza de A. adstringens. La mezcla de ácidos anacárdicos vira ligeramente a un color café, 
no obstante la de aldehídos no revela y solo se puede ver mediante luz UV. Eluida con 
hexano/AcOEt 8:2. 
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Figura 18. Actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de los compuestos de 
referencia de la corteza de A. adstringens. mAAref: mezcla de ácidos anacárdicos de 
referencia. mas: ácido masticadienónico. alfa: ácido 3-hidroximasticadienónico. S: -
sitosterol. La cepa de H. pylori utilizada en este ensayo fue la ATCC 43504. 
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Figura 19. Comparación de la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de tres 
compuestos provenientes de la corteza de A. adstringens. mAAref: mezcla de ácidos anacárdicos 
de referencia. mAL: mezcla de aldehídos anacárdicos. epi: ácido 3-epioleanólico. Antibióticos de 
referencia, metro: metronidazol y amox: amoxicilina.  

 

 La mAAref mostró una CMI de 10 g/ml la cual es relevante al compararse con los 

antibióticos metronidazol, que con 300 g/ml logró una inhibición del 89.9 % y amoxicilina con 0.1 

g/ml el 90 % (tabla 6). Hace unos meses Morais y colaboradores (2010) reportaron que la mezcla de 

ácidos anacárdicos obtenidos del A. occidentale también presenta un fuerte efecto gastroprotector en 

ratones con daño inducido por etanol, por lo cual, este tipo de compuestos puede considerarse también 

como dual134. 

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

g/ml (figura 19). Para este experimento la mAAref se presentó entre 12.5 y 25 g/ml, no obstante, es 
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relevante destacar que la mAL mostró el mayor efecto de los tres compuestos activos, ya que sigue 

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

 

Tabla 6. Efectividad de la mezcla de ácidos anacárdicos del A. 

adstringens con respecto a antibióticos comerciales.  
Compuesto g/ml % de inhibición 

mAAref  16 *112.3 

mAAref  10 109 

mAAref  2 48.33 

Metronidazol 300 89.8 

Amoxicilina 0.1 90.4 

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

 

En cuanto a la actividad registrada para las dos mezclas de ácidos anacárdicos del A. 

adstringens (mAAref y la mAA-I) no se encontraron diferencias importantes en su actividad, ya que 

ambas presentan CMI que van de 10 a 20 g/ml y cabe señalar que las proporciones de los distintos 

ácidos anacárdicos en ambas mezclas es casi idéntica. Esta situación es diferente cuando se comparan 

con los ácidos anacárdicos del A. occidentale previamente reportados96 (tabla 7).  

La principal diferencia radica en el tipo de ácidos anacárdicos que contienen estas plantas, para 

el caso del A. adstringens son mayoritariamente de cadenas saturadas y presenta un grupo de cadenas 

de más de 15 átomos de carbono. Para el caso del A. occidentale, las cadenas están restringidas a 15 

átomos de carbono y son mayoritariamente insaturadas. Kubo en 1996 determinó la actividad 

inhibidora del crecimiento de H. pylori de los ácidos anacárdicos de A. occidentale, concluyendo que 

el C15:0 es inactivo, que la eficiencia aumenta entre más instauraciones presente y que cadenas más 

largas de 15 átomos disminuyen la actividad96. La CMI encontrada (200 a 400 g/ml) para sus ácidos 



73 
 

anacárdicos más activos es de 100 a 200 veces menor que la obtenida con sus antibióticos de 

referencia. La CMB del compuesto más activo el C15:3, fue de 800 g/ml, la cual no es significativa.  

La mAAref y la mAA-I evaluada contra H. pylori contiene de 48 al 50 % del C15:0 y el resto 

son principalmente anacárdicos saturados y de cadenas mayores de 15 átomos de carbono, 

características que de acuerdo a los resultados de Kubo, deberían de ser inactivos. Nuestros 

experimentos indican que son activos con una CMI de 10 g/ml y una CMB de 16 g/ml. Estos 

resultados sugieren que los ácidos anacárdicos del A. adstringens son más efectivos que los del A. 

occidentale y que posiblemente la actividad se debío únicamente a los anacárdicos de cadenas 

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

 

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

Fenoles de cadena larga Anacardium occidentale 

“marañón” 
Amphipterygium adstringens 

“cuachalalate” 
               
 
Ácidos anacárdicos 
 

C15:0 (trazas)     
C15:1 (16.95%)   
C15:2 (16.33%)   
C15:3 (62.83%)   

[ 800] 
[400] 
[200] 
[200]{800} 

C15:0 (50%)* (46.8%) 
C16:0 (6.4%)* (7.2%) 
C17:0 (28.8)* (29.9%) 
C19:0 (8.5%)* (7.5%)  
C19:1 (6.4%)* (8.6%) 

 
 
[10]{16} 
 
 

 
Cardanoles 
 

C15:0 (trazas) 
C15:1 (15.32%)  
C15:2 (16.57%) 
C15:3 (61.45%) 

 
 
 

 
Cardoles 
 
 

C15:0 (trazas) 
C15:1 (1.37%) 
C15:2 (13.53%) 
C15:3 (84.55%) 

 
 
 
 

Aldehídos anacárdicos 
 

 C18:0 (50%) 
C20:0 (35%)  
C22:0 (15%) 

Entre paréntesis se señala el contenido en porcentaje del fenol de cadena larga determinado en el 
aceite de la cáscara de la nuez (“cashew nut-shell liquid”) del A. occidentale por HPLC159 y de la 
corteza de A. adstringens por CG/EM. Con un asterisco mAAref 124 y mAA-I38. La actividad 
inhibidora del crecimiento de H. pylori solo ha sido determinada para los ácidos acanacárdicos 
del A. occidentale

96 y para la mAA del A. adstringens
38. [ ]: CMI g/ml  y {  }: CMB g/ml.  
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4.4. Actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de los ácidos anacárdicos y extractos 

mediante el método de DA.  

 
Una diferencia importante entre los dos estudios es el bioensayo que se utilizó para determinar 

la actividad, para el caso del A. occidentale se realizó en DA (placas multipozos) y para el A. 

adstringens se utilizó el CL. Para esclarecer si la actividad de la mAA del A. adstringens era más 

efectiva que la del A. occidentale, se determinó su efecto utilizando el método de DA y siguiendo las 

recomendaciones de la CLSI/NCCLS con la cepa de colección ATCC 43504, así como con seis 

aislamientos gástricos de pacientes mexicanos. 

Bajo este método, la mAAref fue inactiva a la máxima concentración de prueba (CMI 250 

g/ml) (tabla 8). Al observar las cajas de agar, se aprecia la mAAref completamente precipitada 

(figura 20), por lo cual concluimos que el método de DA no es adecuado para determinar la actividad 

de compuestos poco polares, como son los ácidos anacárdicos y que las diferencias encontradas con el 

trabajo de Kubo en 1996, son debidas básicamente a este punto y no a las diferencias en la estructura 

química de los compuestos. Para corroborar que el cultivo líquido es un buen método para estudiar la 

actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de los ácidos anacárdicos, se probó el efecto del 

ácido anacárdico 15:0 (Calbiochem) el cual resultó activo con una CMI de 5 g/ml.  

Estos resultados indican que no se ha explorado totalmente el potencial de los ácidos 

anacárdicos contra la bacteria y aún faltan estudios para concluir que parte de su estructura es 

determinante para la actividad. Por otro lado, se han reportado otros fenoles de cadena larga aislados 

de estas plantas a los cuales no se les ha determinado su efectividad como son los cardoles, 

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

 
También, se determinó la actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori del extracto de éter 

de petróleo en DA, en este caso los medios también presentaron un aspecto grumoso, aunque los 

precipitados eran menos evidentes. El extracto resultó activo con todas las cepas probadas, pero con 

diversos grados de inhibición y nunca se logró una actividad como la que presenta el extracto en CL 

(tabla 8 y figura 13). Un dato interesante es que las cepas LA-M1, LA-M4 y LA-M6 se inhiben en 

presencia  del extracto de éter de petróleo, no así por la mAAref, indicando que existen otros 

compuestos activos más solubles en el medio. Tabla 8. 

 

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

cepa de colección y seis aislamientos gástricos. 

 

 

 
CEPA DE H. pylori CMI g/ml 

43504 LA-M1 LA-M2 LA-M3 LA-M4 LA-M6 LA-MA2 

Extracto acuoso 500 500 250 <125 250 250 500 

Extracto con éter de 

petróleo 
500 125 500 500 250 125 500 

Mezcla de ácidos 

anacárdicos 
>250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 

Metronidazol 75 35.3 <8.8 75 <8.8 35.5 75 

Amoxicilina 0.05 0.025 0.025 0.025 0.025 0.05 0.1 

 

A B C D 
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Aunque la actividad mostrada por el extracto acuoso en CL no siempre es repetitiva a lo largo 

de varios experimentos, en DA presenta una CMI clara, además de que con este método se pudo 

determinar la actividad a una concentración máxima de 1000 g/ml. Al igual que el extracto de éter de 

petróleo, el acuoso también muestra distintos grados de actividad dependiendo de la cepa bacteriana, 

la cual se registró en un intervalo de <125 a 500 g/ml (tabla 8). De manera general, los aislamientos 

resultan ser más sensibles que la cepa de colección tanto a los extractos como a los antibióticos de 

referencia, esto último a pesar de que son cepas identificadas como resistentes al metronidazol, a 

excepción de la última que también lo es a la amoxicilina (tabla 8). Por otra parte la actividad 

mostrada por ambos extractos es mucho menor a la presentada por los antibióticos de referencia, por 

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

 

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

 

La actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de los compuestos presentes en la corteza 

de A. adstringens complementan los estudios previos de la planta y con los cuales se busca justificar el 

uso tradicional que se la da. Bajo este contexto, es importante señalar que en el presente trabajo 

también se seleccionó a la especie objeto de estudio con base en el criterio etnobotánico. Los 

biensayos preliminares se realizaron a partir de extractos acuosos que es lo que emplea la gente para el 

tratamiento de la gastritis y la úlcera péptica, por lo cual, es importante cerciorarse que los compuestos 

activos se encuentren en dichos preparados. Para responder a esto, se realizaron una serie de 

experimentos en los cuales se encontró que tanto la mezcla de ácidos anacárdicos, como los terpenos, 

solo se extraen con solventes de polaridades menores al etanol y en ninguno de los extractos acuosos 

analizados por CCF se lograron identificar (datos no mostrados). 
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La principal forma tradicional de uso de la corteza de A. adstringens para el tratamiento de 

gastritis y/o úlcera es por decocción o maceración en agua, por esta razón se diseño un experimento en 

el que se reprodujeron las condiciones utilizadas por los dos métodos tradicionales (figuras 21B y D), 

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

 

 

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

Los terpenos así como la mezcla de ácidos anacárdicos se presentan únicamente bajo las 

condiciones de decocción de la corteza entera en agua, sin centrifugar ni filtrar (figura 22 carril D). La 

decocción en agua facilitó que se desprendieran pequeñas porciones de la corteza y al no filtrarla ni 

centrifugarla se pudo extraer los compuestos activos con el éter de petróleo, a partir del liofilizado. A 

simple vista este resultado es lógico y de alguna manera obvio, ya que la gente no filtra ni centrifuga, 

sin embargo en ninguna condición se pudo determinar el rendimiento de las extracciones con éter de 

petróleo, ya que la cantidad era escasa. Aunque no se hizo un análisis cuantitativo, parece difícil que 

se logren alcanzar las dosis necesarias para el efecto gastroprotector/antiinflamatorio y aún más para 

que logren erradicar a H. pylori dentro del estómago humano.  
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Figura 22. A: Cromatoplaca de los extractos de éter de petróleo del experimento de la 
figura 21. Eluida con hexano/AcOEt 7:3 y revelada con vainillina. X = Control: corteza 
extraída con éter de petróleo. Maceración: A = centrifugado y filtrado. B = Decantado. 
Decocción: C = centrifugado y filtrado. D = Decantado. Compuestos de referencia, 1: 
ácido 3hidroximasticadienónico, 2: ácido masticadienónico, 3: mezcla de ácidos 
anacárdicos y 4:-sitosterol. B: Presencia de saponinas en el extracto acuoso las cuales 
se infiere por la formación de espuma al agitarse. 

 

Otra posibilidad para poder ingerir dichos metabolitos es por medio del uso de tinturas 

extraídas con alcohol, las cuales son incorporadas al agua pero esto no es muy utilizado para la corteza 

de A. adstringens. De tal manera que tienen que hacerse más estudios y determinar si la concentración 

de estos compuestos en el extracto es significativa para afectar la viabilidad de H. pylori o mostrar un 

efecto gastroprotector y/o antiinflamatorio. Con base en todas las observaciones realizadas es posible 

inferir que es poco probable que los compuestos activos descritos hasta este momento en la literatura 

para la corteza, los esté ingiriendo la gente por vía oral. 

Por otra parte, es interesante señalar que el extracto acuoso de la corteza centrifugado y 

filtrado, en el cual no hay ninguno de los compuestos activos antes mencionados, muestra una 

actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori con un CMI de <125 a 500 g/ml en DA (tabla 8). 

González y Delgado en 1962 reportaron que el mayor componente presente en el extracto acuoso son 
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las saponinas de tipo esteroidal (figura 22B)67. De Leo y colaboradores en 2006 encontraron una serie 

de saponinas triterpénicas con actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori aisladas de la corteza 

de Pteleopsis suberosa, por lo cual es posible que la actividad encontrada en el extracto acuoso se 

deba a este tipo de compuestos48. Es importante realizar más estudios al extracto acuoso, ya que los 

compuestos con actividad biológica reportados hasta el momento (algunos de ellos se están 

incluyendo como controles de calidad en la Farmacopea Mexicana) no están presentes en el 

mismo45,139. 

 
4.6. Actividad bactericida de la mezcla de ácidos anacárdicos. 

 

Para el cálculo de la concentración mínima bactericida (CMB) se realizó cuenta viable de 

cultivos líquidos, con diferentes tiempos y concentraciones de la mAAref. Bajo esta metodología el 

valor de la CMB es de 16 g/ml y se logra la máxima actividad a un tiempo aproximado de 18 h, así 

también, no se registró un efecto del ácido masticadienónico usado como control negativo (figura 

23A). Con una concentración de 25 g/ml el efecto bactericida se logra a un tiempo de 15 h y con 50 

g/ml se observó a la primera medición realizada, que fue de 3 h (figura 23B). 

A concentraciones menores de 12.5 g/ml (2 y 10 g/ml) se observa un claro efecto de tipo 

bacteriostático ya que el número de bacterias se mantiene relativamente constante al menos hasta 23 h 

que fue el tiempo de la última medición y en el que se registro aún bacterias viables (figura 23 A y B).  

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

para el metronidazol de 250 g/ml en 8 h (figura 23B). 
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Figura 23. Cinéticas del efecto bactericida de la mAAref del A. adstringens, 
masticadienónico y los antibióticos de referencia metronidazol y amoxicilina. 
mAAref = mezcla de ácidos anacárdicos de referencia. El tiempo 0 equivale al inicio 
de la fase logarítmica del cultivo. Las gráficas corresponden a dos experimentos 
realizados por separado.  
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4.7. Actividad  bacteriolítica de la mezcla de ácidos anacárdicos. 

 

Para el caso de las dos mezclas de ácidos anacárdicos (mAAref y mAA-I) al realizar los 

bioensayos en cultivos líquidos se observó un posible proceso de lisis bacteriana, ya que al final del 

tiempo de incubación y a concentraciones altas, la absorbencia era mucho menor de la que presentaba 

el cultivo inicial y la cual se veía reflejada en el registro de actividades inhibitorias mayores del 100 

%. De tal manera que se analizaron los cambios morfológicos que experimentaban las bacterias a 

diferentes concentraciones de la mAAref, mediante microscopia electrónica de transmisión. 

Las bacterias tratadas con DMSO (control) y con 12.5 g/ml de la mAAref, no mostraron un 

cambio en la morfología monitoreado hasta un tiempo máximo de incubación de 18 h. En las 

preparaciones se observaron bacilos curvos de diferente tamaño, con una estructura integra (figura 24 

A, B y C, D), así como en algunos campos se logró observar algunas estructuras esféricas, que se 

pueden apreciar con mayor claridad en las figuras 24 A y D.  

Para el caso de las bacterias tratadas con una concentración de 30 g/ml de la mAAref a los 

mismos tiempos de incubación (8 y 18 h) se aprecia en las micrografías que los bacilos pierden su 

estructura, haciéndose cortos y redondeados, también, se observan las mismas estructuras esféricas 

que en las dos condiciones anteriores, en mayor proporción y diversidad de tamaños (flechas en figura 

24 E y F). 

El cultivo tratado con 50 g/ml de la mAAref, se monitoreó a un tiempo máximo de 2 h. En un 

tiempo de 30 minutos de incubación se pueden apreciar bacilos cortos y curvos, los cuales presentan 

áreas en las que se ha perdido el citoplasma (flechas punteadas figura 24 G), así como también, se 

logra apreciar la aparición de algunas figuras esféricas mucho más pequeñas (flechas figura 24 G). En 

un tiempo de 2 h la morfología de los bacilos es menos clara y se logra apreciar varios de ellos en 

proceso de lisis (flechas punteadas figura 24 H y aumento de la 25 C), no obstante las estructuras 
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esféricas se mantienen en una proporción baja (flechas figura 24 H). Al examinarse con un mayor 

aumento las estructuras esféricas, se observó que correspondían a membranas vacías, donde inclusive 

se pudo observar la bicapa lipídica (figura 25 A y B). 

Si se comparan las curvas para el cálculo de la CMB (figura 23) y la morfología de la bacteria 

(figuras 24 y 25), se pueden identificar la existencia de dos efectos, uno bacteriostático que se presenta 

cuando se somete a concentraciones menores de 12.5 g/ml, en el cual la morfología de la bacteria no 

se altera, pero sí se ve atenuado su crecimiento y otro bacteriolítico, que se da a concentraciones 

mayores de 30 g/ml, en el que la bacteria sufre un proceso de lisis. Este efecto se observa en los 

cultivos tratados con esta última concentración, los cuales presentan una gran cantidad de estructuras 

esféricas de diversos tamaños (flechas en figura 24 E y F). Cabe señalar que en algunos campos de las 

micrografías de controles tratados únicamente con DMSO y con 12.5 g/ml de la mezcla, se 

observaron algunas estructuras líticas, las cuales pueden atribuirse a la lisis “natural” debida  a la 

agitación y manejo de los cultivos. Por otra parte, la proporción de estas estructuras fue menos 

evidente a una concentración de la mezcla de 50 g/ml, pero se observan los campos con menor 

número de bacterias y es común la presencia de bacilos, captados en pleno proceso lítico, lo que nos 

habla claramente de un efecto directo sobre la pared celular y/o la membrana bacteriana, a 

concentraciones altas de la mezcla.  

De tal manera que se pueden sugerir dos posibles mecanismos de acción, el primero 

relacionado con el efecto bacteriostático, en el cual la molécula de ácido anacárdico entra a la célula 

bacteriana, e interfiere con varias rutas metabólicas que retrasan la duplicación. Para el caso del efecto 

bactericida de tipo bacteriolítico, los resultados sugieren un mecanismo de acción que afecta la 

membrana o la pared celular directamente. Por otra parte, al tratarse de una mezcla, puede ser que 

cada uno de estos efectos sea atribuido a compuesto en particular, por lo que resulta importante 

analizar el efecto de cada uno de manera individual. 
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Figura 24. Micrografías electrónicas de transmisión. Efecto de tres concentraciones de mAAref en la morfología de H. pylori. Aumento 8000 x. 
Flechas en E y F, señalan estructuras esféricas. Flechas en G y H señalan figuras esféricas de menor tamaño que en  E y F, así como las flechas 
punteadas a bacilos cortos y curvos, los cuales presentan áreas en las que se ha perdido el citoplasma. Estas micrografías son tomadas de un 
experimento posterior al de la figura 23, es por eso que la concentración de 25 g/ml no aparece. 

Control (8 h) 

12.5 g/ml (8 h) 

30 g/ml (8 h) 30 g/ml (18 h) 
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Figura 25. Micrografías electrónicas de transmisión. A: aumento de 25,000x de la preparación 
original, ubicando la zona marcada en recuadro de la figura 24 F. B: Aumento de 100,000x de la 
preparación original, ubicando el recuadro A. C: Muestra un bacilo en proceso de lisis a un aumento 
de 25,000x de la preparación original, ubicando del recuadro de la figura 24 H.  
 

4.8. Citotoxicidad de los ácidos anacárdicos y toxicidad aguda de extractos. 

 

Es importante que la actividad de los compuestos activos, incluyendo la actividad bactericida 

de la mAA sea lo más específica posible sobre la bacteria y que no afecte la viabilidad de las células 

humanas. Para el caso de la mAA del A. adstringens, Acevedo y colaboradores (2006) reportaron que 

el 6-nonadecil ácido salicílico (C19:0), uno de los ácidos anacárdicos menos abundantes de la mezcla 

(8 %) presenta un efecto citotóxico, determinado por el ensayo de micronúcleos en eritrocitos 

policromáticos de sangre periférica de ratón3.  

 

A 

B 

C 
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En este trabajo se evaluó la toxicidad de la mAAref utilizando el método colorimétrico de 

MTT el cual se fundamenta en la reducción del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 

difeniltetrazolio a formazan púrpura mediado por las deshidrogenasas mitocondríales de células 

viables. Dicha actividad se determinó en células mononucleares de sangre periférica humana, a 

concentraciones de 0.01 a 50 g/ml, en las cuales no se afecta la viabilidad en los tiempos de 3 y 24 

h, aunque se presentó un ligero efecto no dosis dependiente a las 48 h (tabla 9).  

Así también, los extractos acuosos y hexánicos de la corteza de A. adstringens no mostraron 

una toxicidad aguda bajo el método de Lorke, registrando una LD50 de >5,000 mg/K. Para el caso del 

extracto metanólico no se determinó, ya que no se pudo solubilizar en ninguno de los vehículos 

probados. Estos datos están acordes con estudios recientes sobre la determinación de parámetros de 

seguridad de plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana, en las que se clasifica a A. 

adstringens como una planta no tóxica45,51,139. 

 

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

[mAAref] final 
g/ml % de viabilidad 

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

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

 

Como se mencionó, aún no se ha estudiado claramente la relación de la estructura de los 

ácidos anacárdicos (al igual que de otros fenoles de cadena larga) con la actividad inhibidora del 

crecimiento de H. pylori. Para el caso de la corteza de A. adstringens se han descrito además una 

mezcla de aldehídos anacárdicos (mAL) (figura 17 y tabla 7), los cuales no se encontraron en el 

presente proyecto posiblemente porque la concentración de estos en la corteza es relativamente baja 

(0.0023 %)124. El grupo de la Dra. Rachel Mata nos proporcionó una muestra de esta mezcla, que a 

pesar de estar parcialmente pura, mostró ser ligeramente más efectiva que la mAA ya que presentó 

una CMI de 6.25 g/ml, además de que es capaz de inhibir el 30 % del crecimiento a la 

concentración de 1.56 g/ml (figura 19). Aunque estamos conscientes de que se trata de mezclas, es 

interesante ver que la de aldehídos son cadenas también saturadas ligeramente mayores (C18:0, C20:0 y 

C22:0) que la mAA. Este aumento en actividad tiene que ser corroborado con una muestra pura, sin 

embargo estos resultados nos indican que es importante el grupo funcional que se encuentre en el 

anillo y que en este caso un grupo aldehído en lugar de un carboxilo es capaz de potenciar la 

actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori.  

Para poder inferir una relación de estructura actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori 

de los ácidos anacárdicos, se determinó en CL la CMI de cinco anillos que varían en los sustituyentes 

(posición y número de OH, presencia de grupos COOH ó COH) y de cuatro cadenas que varían en 

tamaño y presencia de instauraciones, así como de algunos compuestos relacionados (tabla 10).  

De acuerdo a la CMI obtenida, se puede inferir que la actividad inhibidora del crecimiento de 

H. pylori de los ácidos anacárdicos, depende de la presencia de la cadena, ya que los anillos, ácido 

benzoico, ácido salicílico, ácido parahidroxibenzoico, aldehído parahidroxibenzoico, ácido gálico y 

vainillina, muestran CMI mayores de 200 g/ml. Así también, no hay una relación entre el número 
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de grupos OH, la posición de los mismos, o por la presencia de un grupo carboxilo o aldehído con la 

actividad, al menos en los anillos solos. 

Todas las cadenas probadas (trans-2-hexenal; trans-2-octenal, hexanal y octanal) son activas, 

con CMI menor o igual a 100 g/ml. Para el caso de las cadenas saturadas fue dieciséis veces más 

activa una cadena de C6 en comparación con la de C8, no así para sus respectivas monoinsaturadas en 

las que la actividad fue la misma, registrando una de CMI de 50 g/ml. Para el caso particular del 

hexanal la actividad se ve disminuida ocho veces cuando se presenta la insaturación. Caso contrario 

con el octanal que en presencia de una insaturación se duplica su actividad. Sin embargo estos 

resultados no son concluyentes, ya que no se puede comparar del todo el comportamiento de los 

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

 

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

Compuesto Estructura química CMI g/ml 
 
Ácido benzoico 
 

  
>200 

 
Ácido salicílico 
 

  
>200 

 

 
Ácido parahidroxibenzoico 

  
 

>200 
 

 
Aldehído 
parahidroxibenzoico 
 

  
 

>200 
 

 
Ácido gálico 

  
>200 

 

Trans 2-hexenal 
 

 
 

50 

COOH

OH

COOH

COOH

OH
CHO

OH

COOH

OH

OHHO

CHO
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Trans 2-octenal 
 

 50 

hexanal  < 6.25 
 

octanal  100 

 
Vainillina 

 
 
 

 
>200 

 

 
Ácido cinámico 

 
 
 

 
< 6.25 

 
 
Ácido caféico 

 
 
 

 
>200 

 
 
mAAref y mAA-I 

 
 
 
 

 
 

12.5-25 

 
Mezcla de aldehído 
anacárdicos. 

 
 
 
 

 
 

≤ 6.25 
 

 

Así pues, resultaba necesario analizar la actividad individual de los fenoles de cadena larga en 

los que sugerimos que el grupo funcional y/o el número de hidroxilos en el anillo pueden ser 

importantes. Un indicio de esto puede ser interpretado a partir de los resultados obtenidos con 

algunas moléculas relacionadas como es el ácido cinámico, el cual presenta una CMI < 6.25 g/ml 

pero cuando se le agregan dos grupos hidroxilos en el anillo (ácido caféico) pierde por completo la 

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

cadena también deben ser explorados con mayor detalle. 

 

 

 

CHO

CHO

CHO

COOH

COOHOH

OH

CHO

OH

O CH3

OH R

O OH R
R

R

R
R
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16:0

17:0
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HO R

O H

R 18:0

R 22:0
R 20:0



89 
 

4.10. Separación de la mezcla de ácidos anacárdicos por cromatografía líquida de alta presión 

HPLC. 

 

Con el propósito de analizar por separado cada uno de los ácidos anacárdicos y determinar la 

importancia del largo de la cadena, la mAAref se sometió a una separación por cromatografía líquida 

de alta presión (HPLC) (figura 27b, tabla 11). El análisis en CCF de las fracciones obtenidas, sugirió 

la presencia de ácidos anacárdicos en 5 picos mayoritarios (3 (13.42 %), 5 (30.8 %), 8 (29.5 %), 9 

(15.43 %) y 12 (10.73 %)), lo cual coincidía con el análisis de CG/EM realizado a la mezcla124. Sin 

embargo, al intentar asociar las cinco estructuras químicas de los ácidos anacárdicos (C15:0 (50 %), 

C16:0 (6.4 %), C17:0 (28.8 %), C19:0 (8.5 %) y C19:1(6.4 %)) con los picos, comparando las 

concentraciones y el orden de elución en la columna, no se encontró una correlación clara. 

Al analizar la cromatoplaca en varios sistemas de elución, se observa que los diferentes picos 

no se encontraban puros y que a excepción del pico 8, mostraban dos o tres compuestos con 

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

B). 

Tabla 11. Fracciones colectadas en HPLC de la mAAref.  
Fracción Tiempo de 

retención 
Mg Análisis en cromatografía en capa fina 

Hexano-AcOEt 8/2 
0 2-38 7.4 No se resuelve y no hay fluorescencia 

1 17 ----- No se resuelve y no hay fluorescencia 

2 18 ------ No se resuelve y no hay fluorescencia 

3 39.5 5 Fluoresce 

4 38.1 ----- Fluoresce 

5 40.7 19.9 Fluoresce 

6 45.7 **** **** 

7 47.1 **** **** 
8 52.1 22 Fluoresce 
9 56.1 8.8 Fluoresce 

10 60.1 **** **** 

11 68.5 ------ Fluoresce 

12 69.2 7 Fluoresce 

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

Las muestras se analizaron por RMNH1 y para el caso en particular del pico 5 y 8 también se 

hicieron por RMNC13. Con excepción del pico 3, todos mostraron en RMNH1 el perfil típico 

asignado para los compuestos del tipo de los ácidos anacárdicos, presentando las siguientes señales 

diagnósticas (tabla 12). 

1.- Un sistema ABC trisustituido en las posiciones 1, 2 y 6.  

2.- Un multiplete asignable a los protones de los metilenos alifáticos en 1.25. 

3.- Un triplete (3H, J= 7.5 Hz) característico para un metilo alifático terminal en 0.95 - 0.99. 

El espectro de RMNH1 del pico 8 muestra además un multiplete centrado en 5.34, que 

integra para dos protones asignables a una doble ligadura. También, se registró una señal que integra 

para cuatro hidrógenos asignables a dos grupos metilenos vecinos a una doble ligadura en 2.02, así 

como una señal en 11 correspondiente al protón del grupo carboxilo. La señal de 1.25, integra para  

26 protones. En el espectro de RMNC13 se corroboró el perfil, con las señales de desplazamientos 

para grupos metilenos 36.7 (C-1´), 32.25 (C-2´),29.52 (C-3´),29.71 (C-4´), 29.78 (C-

M 3 5 

A 

M 3 5 

B 

12 9 8 12 9 8 
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5´),29.90 (C-6´-C-13´), (C-14´-C-15´) y27.32 (C-16´). La posición exacta de la doble 

ligadura se corrobora por 129.55 (C-17´), 131.71 (C-18´) y la señal de20.7 (C-19´), la cual es 

característica de un grupo metileno que se encuentra entre una doble ligadura y un metilo terminal 

46,124. Las señales de los grupos metino se asignaron a los carbonos aromáticos 135.62 (C4), 122.96 

(C5), 116.08 (C3), así como a las carbonos alifáticos 129.55 (C-17´), 131.71 (C-18´). La señal de 

14.60 (C20´) se asignó al metilo alifático. Las señales correspondientes a carbonos cuaternarios son 

atribuibles al carbonilo 175.84 (COOH) y a los carbonos aromáticos 110.59 (C1), 163.84 (C2) y 

147.99 (C6). La estructura propuesta corresponde a las figuras 28 y 29. 

El espectro de RMNH1 del pico 5, muestra además cinco multipletes, cuatro de ellos integran, 

cada uno para un protón, centrados en 5.29, 5.44, 5.65 y5.91. El quinto en 6.25 integra para 

cuatro protones. También, se registraron dos señales que integran para dos hidrógenos asignables a 

dos grupos metilenos vecinos a dobles ligaduras, centradas en 2.06 y 2.18, así como una señal en 

campo bajo de 11 correspondiente al protón del grupo carboxilo. Por último, la señal 1.25 en el 

espectro de RMNH1, integra para 24 protones. En el espectro de RMNC13 se confirma el núcleo base 

al mostrar señales para ocho grupos metinos alifáticos en 128.26 (C16´), 123.24 (C17´), 131.82 

(C18´), 132.41 (C19´), 133.80 (C20´), 134.98 (C21´), 123.63 (C22´) y 125.67 (C23´). La señal 

en 21.1, es característica de un grupo metileno que se encuentra entre una doble ligadura y un 

metilo terminal. Las señales de desplazamiento químico en 36.7 (C-1´), 32.25 (C-2´),29.48 (C-

3´),29.53 (C-4´), 29.63 (C-5´),29.7 (C-6´), (C-7´-C-11´), 29.9 (C-12´),30 (C-13´), 

 (C-14´) y27.70 (C-15´) se asignaron a metilenos alifáticos. Las señales en 135.57 (C4), 

122.93 (C5), 116.0 (C3) se asignaron a los carbonos aromáticos. La señal en 14.5 (C25´) se 

asignó al metilo alifático. Las correspondientes a carbonos cuaternarios son atribuibles al carbonilo 

175.6 (COOH) y a los carbonos aromáticos 110.6 (C1), 163.8 (C2) y 147.9 (C6). La estructura 

propuesta corresponde a la indicada en las figuras 30 y 31. 
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El espectro de RMNH1 del pico 12 mostró un patrón similar al del pico 8, con excepción de 

que la señal en 1.25 asociada a grupos metilenos alifáticos, integró para 36 protones, indicando que 

la cadena es más larga que la del pico 8, así como la ausencia de la señal 11, correspondiente al 

protón del grupo carboxilo La estructura propuesta se muestra en la figura 32. 

El espectro de RMNH1 del pico 9 no mostró diferencia con respecto al pico 5. Se observan 

claramente los multipletes que indican la presencia de cuatro dobles ligaduras, al igual que la señal 

de 1.25 asociada a grupos metilenos alifáticos, la cual también integra para 24 protones. Al igual 

que el espectro del pico 12, no muestra la señal correspondiente al protón del grupo carboxilo. La 

estructura propuesta corresponde a la figura 33. 

La cantidad de muestra obtenida para el pico 3 no fue suficiente para realizar el análisis por 

RMNH1.  

El espectro de RMNH1 del pico 8, presenta las señales diagnósticas casi idénticas al ácido 

anacárdico 6-[16 (Z)-nonadecenil] ácido salicílico reportado recientemente como un nuevo 

compuesto de A. adstringens
31 y que difiere en la posición de la doble ligadura del que originalmente 

estaba presente en la mAAref, el 6-[15 (Z)-nonadecenil] ácido salicílico124. Sin embargo, presenta 

una diferencia en la integración de la señal 1.25 en RMNH1, la cual lo hace para 26 protones, en 

lugar de 24, lo que indica que es un compuesto con una cadena alifática de 20 átomos de carbono 

(figuras 28 y 29). Una posibilidad es de que se trate del 6-[15 (Z)-nonadecenil] ácido salicílico y que 

el aumento de dos protones se deba a que el pico presenta algunas impurezas, no obstante la señal  en 

20.7 en RMNC13, es característica de un grupo metileno que se encuentra entre una doble ligadura y 

un metilo terminal, indicando que es más factible que se trate del 6-[16 (Z)-nonadecenil] ácido 

salicílico46. Este compuesto nunca se encontró inicialmente en la mezcla que estuvimos trabajando y 

para el caso del 6-[15 (Z)-nonadecenil] ácido salicílico su concentración era de 6.48 % y el pico 8 es 

mucho más abundante (29.5 %).  
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Para el caso del pico 5 por la similitud entre los tiempos de retención con la muestra de ácido 

anacárdico C15:0 de referencia (Calbiochem), puede sugerir que corresponde al mismo compuesto, 

pero las señales diagnósticas en el espectro de RMNH1 nos señalan que no lo son, ya que se observan 

claramente cinco multipletes, corroborados por las ocho señales para grupos metinos alifáticos en 

RMNC13, lo que nos habla de una cadena tetrasustituida. Así también, la señal en 1.25 en RMNH1, 

integra para un total de 24 protones que correspondería a una cadena de 25 átomos de carbono 

(figuras 30 y 31).  El pico 12, presenta las mismas señales características del pico 8, con excepción 

de carecer de la señal en 11, correspondiente al protón del grupo carboxilo, así como la señal en 

1.25 que indica la presencia de una cadena de 25 átomos de carbono. Esta misma situación se 

observa en el espectro de RMNH1 del pico 9, cuyas señales son idénticas al pico 5, con la única 

diferencia de que también carece de la señal del carboxilo. Estos dos compuestos podrían tratarse de 

cardanoles, no obstante el carácter del sistema ABC trisustituido, así como su perfil en CCF, nos 

indican claramente que se trata de ácidos anacárdicos y que la señal 11 no pudo ser registrada por el 

aparato de resonancia por la cantidad de muestra que se manejó. De tal manera que las estructuras 

propuestas para estos dos picos corresponderían a las mostradas en las figuras 32 y 33. 

Estas estructuras varían con respecto de las que inicialmente por CG/EM se identificaron en 

las mezclas que habíamos estado trabajando (mAA-I y mAAref), sin embargo, todas mostraron el 

perfil asignado para los compuestos de tipo ácido anacárdico en RMNH1 y C13,46,111,138,197. Cabe 

señalar que en éste trabajo se realizó el estudio de CG/EM a la mAA-I, pero al no contar con una 

cantidad suficiente se procedió a separar por HPLC la mAAref124. La discrepancia encontrada puede 

deberse a que la mAAref proporcionada corresponda a una fracción diferente a la reportada en la 

literatura y por lo tanto contenga otro tipo de ácidos anacárdicos124. Al respecto, en aislamientos 

posteriores de la mezcla se observó que se arrastraba en la mayor parte de las fracciones colectadas 

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

CCF. Por lo tanto, es factible que la diversidad de éste tipo de compuestos sea mucho mayor de la 
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que se ha reportado en la literatura. Por otra parte, cabría la posibilidad de que la mAAref pudiera 

haber sufrido un proceso de descomposición, sin embargo hasta el momento no se encuentra bien 

documentado dicho fenómeno en este tipo de compuestos. Se plantea que el calentamiento, así como 

el almacenaje por tiempos prolongados de plantas que contienen este tipo de compuestos favorece la 

pérdida del grupo carboxilo198. En este caso se tiene la limitante de no contar con la química 

completa para poder decir con exactitud la estructura, pero en nuestros resultados el carboxilo se 

mantuvo estable. Por otro lado, el análisis en CCF de los picos mostró que no se encontraban puros 

tal como se ve en la placa de CCF (figura 26). Debido a estos resultados no fue posible determinar la 

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

 

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

 

Hasta este momento los resultados obtenidos nos indicaban un gran potencial de la corteza de 

A. adstringens para ser efectiva en el tratamiento de la gastritis y la úlcera péptica causada por H. 

pylori; esto porque cuenta con terpenos que favorecen un efecto gastroprotector y antiinflamatorio, 

así como un grupo de compuestos que actúan sobre la bacteria, además de que presenta una nula o 

baja toxicidad8,13,38,96,140,141,142,152,158. Con el modelo animal se pretendía corroborar el efecto 

inhibidor del crecimiento de H. pylori in vivo de los extractos y los compuestos activos, sin embargo, 

también se tenia interés en el desarrollo de una terapia basada en los compuestos del A. adstringens 

para contrarrestar las patologías antes mencionadas, así como en el análisis de la reducción de efectos 

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

anacárdicos y el ácido 3-epioleanólico. 
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 Figura 27. Cromatogramas de HPLC. A: ácido anacárdico C15:0 (calbiochem). B: Mezcla de ácidos anacárdicos de referencia del A. adstringens, 
en el que señalan los picos principales que fueron analizados. 

A 
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12 

B 



96 
 

Tabla 12. Constantes espectroscópicas de RMN1H y 13C para los picos obtenidos en HPLC. 
 

Posición 
Pico 5 Pico 8  Pico 9 Pico 12 

    
RMN1H  



RMN13C 
 

RMN1H  


RMN13C 
 

RMN1H  
 

RMN1H  


1 – 110.6 – 110.59 - - 
2 – 163.8 – 163.84 - – 
3 6.86(1H,dd, J= 8.4,1.5) 116.0 6.86(1H,dd, J= 8.4,1.2) 116.08 6.86(1H,dd, J= 9.6, 1.2) 6.86(1H,dd, J= 8.1, 1.3) 
4 7.36(1H,t, J=7.5) 135.57 7.36(1H,t, J=7.6) 135.62 7.35(1H,t, J=7.5) 7.35(1H,t, J=7.6) 
5 6.77(1H,dd, J= 7.5, 1.2) 122.93 6.77(1H,dd, J= 8.4, 1.2) 122.96 6.76 (1H dd, J= 8.7, 0.9) 6.76 (1H dd, J= 8.4,0.9) 
6 – 147.9 – 147.99 - – 

COOH 11 175.6 11 175.84 - - 
1’ 2.97 (2H,t, J=7.8) 36.7 2.97 (2H,t, J=7.6) 36.70 2.96 (2H,t, J=7.8) 2.95 (2H,t, J=7.6) 
2’ 1.60(2H,m) 32.25 1.60(2H,m) 32.25 1.60(2H,m) 1.58(2H,m) 
3’ 1.25 (2H)* 29.48 1.25 (2H) 29.52 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 
4’ 1.25 (2H)* 29.53 1.25 (2H) 29.71 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 
5’ 1.25 (2H)* 29.63 1.25 (2H) 29.78 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 
6’ 1.25 (2H)* 29.7 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 
7’ 1.25 (2H)* 29.8 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 
8’ 1.25 (2H)* 29.8 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 
9’ 1.25 (2H)* 29.8 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 

10’ 1.25 (2H)* 29.8 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 
11’ 1.25 (2H)* 29.8 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 
12’ 1.25 (2H)* 29.9 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 
13’ 1.25 (2H)* 30.0 1.25 (2H) 29.90 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 
14’ 1.32(2H,m) 33.1 1.25 (2H) 30.0 1.25 (2H)* 1.25 (2H)* 
15’ 2.06(2H,m) 27.70 1.25 (2H) 30.0 2.06(2H,m) 1.25 (2H)* 
16’ 5.29 (1H,m)* 128.26 2.02(2H) 27.32 5.31 (1H,m) 1.25 (2H)* 
17’ 5.65(1H,m)* 123.24 5.34(1H) 129.55 5.64(1H,m) 1.25 (2H)* 
18’ 6.25(1H,m) 131.82 5.34(1H) 131.71 6.25(1H,m) 1.25 (2H)* 
19’ 6.25(1H,m) 132.41 2.02(2H) 20.72 6.25(1H,m) 1.25 (2H)* 
20’ 6.25(1H,m) 133.80 0.95 (3H,t, J=7.5) 14.60 6.25(1H,m) 1.25 (2H)* 
21’ 6.25(1H,m) 134.98   6.25(1H,m) 2.03(2H) 
22’ 5.91(1H,m)* 123.63   5.91(1H,m) 5.34(1H) 
23’ 5.44(1H,m)* 125.67   5.44(1H,m) 5.34(1H) 
24’ 2.18(2H,m) 21.1   2.16(2H,m) 2.03(2H) 
25´ 0.99(3H,t, J=7.57) 14.5   0.99(3H,t, J=7.57) 0.95 (3H,t, J=7.5) 

CDCl3, 1H [300.2 MHz, J (Hz),  en ppm], CDCL3.
13C [75.5 MHz,  en ppm]. * Asignación de desplazamiento no exacto. 
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Figura 28. RMNH1 del pico 8. 
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Figura 29. RMNC13 del pico 8. 



99 
 

 

 Figura 30. RMNH1 del pico 5. 
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Figura 31. RMNC13 del pico 5. 
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Figura 32. RMNH1 del pico 12. 
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Figura 33. RMNH1 del pico.
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En la parte del desarrollo del modelo animal que se realizó en la Facultad de Medicina de la 

UNAM no se logró la infección de los animales, a pesar de haber elaborado varios protocolos en los 

que se inocularon diversas cepas bacterianas, se probaron diferentes tiempos de infección, así como 

animales de diferente procedencia. Dentro de las posibles causas por las cuales no se infectaron se 

encontraba la presencia de lactobacilos, de los que se reporta interfieren con la colonización de H. 

pylori y los cuales son ingeridos a través de las heces181. Para contrarrestar esto, se diseñó y aplicó un 

sistema anticoprofitismo el cual consistió en el empleo de pisos con mallas metálicas que evitaban 

tener acceso a las heces, aún así, no se logró la infección (grupo I).  

El principal método utilizado para diagnosticar la infección en los animales fue por medio de 

cultivo y solo en algunas ocasiones se tuvo acceso al análisis histológico. Para el caso del primero, un 

problema recurrente al momento de analizar los cultivos de las muestras de estómago, era la 

aparición de microorganismos contaminantes, de tal manera que se ensayaron diferentes 

concentraciones de antibióticos selectivos. Pese a que se redujeron las contaminaciones, aún se 

presentaron en proporciones importantes sobre todo en diluciones bajas, lo que dificultaba identificar 

y sobre todo cuantificar las colonias de H. pylori. Este problema se resolvió mediante el diseño de 

una prueba denominada Prueba Rápida en Disco de Papel
36, la cual en estos momentos se encuentra 

en trámite de patente y a continuación se discute 37. 

 

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

 

Debido a que no se contaba con un método para identificar y mucho menos cuantificar la 

cantidad de bacterias en los estómagos de los gerbos, se decidió implementar un medio de cultivo 

diferencial basado en la reacción de ureasa. En la literatura se encontró básicamente dos medios de 

este tipo, el Ham´s F-12 y el Hp (ambos suplementados con rojo de fenol y urea) los cuales se sugiere 
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pueden funcionar para la identificación de H. pylori en excretas de gerbo y muestras de agua, 

respectivamente39, 52,187. Como en el laboratorio no se cuenta con estos medios, se decidió emplear 

dos bases que se utilizan rutinariamente (agar Ca y MH) suplementadas con -ciclodextrinas (c), para 

que fueran translúcidos. Únicamente se registró crecimiento con Ca-c, de tal manera que a este se le 

incorporó el rojo de fenol y la urea para poder distinguir las colonias de H. pylori en las placas, por el 

cambio de color de amarillo a rojo, sin embargo, la incorporación de estos compuestos inhibió el 

crecimiento de la bacteria.  

Algunos otros inconvenientes que encontramos para estos medios diferenciales, se refieren a 

que el fundamento se basa únicamente en la identificación de H. pylori por su actividad de ureasa y 

no considera la presencia de otras bacterias que también la pueden presentar. La reacción que se 

presenta en la placa no es capaz de diferenciar colonias de H. pylori de otras bacterias también 

ureasas positivas, tal como se muestra en la figura 34A. Así también, cuando existe un número alto 

de colonias H. pylori dificulta que se puedan cuantificar, ya que la reacción que se da en la placa se 

difumina en zonas grandes, tal como se muestra en la figura 34B. 

Con base en estos resultados, se desarrolló una prueba para identificar colonias de H. pylori 

en cultivos complejos provenientes principalmente de muestras de estómago de gerbos y al cual se le 

denominó Prueba Rápida en Disco de Papel (PRDP). Esta prueba consiste en usar discos de papel 

filtro con dos soluciones, una para la reacción de ureasa y otro más para la reacción de oxidasa. La 

combinación de ambos crean un patrón de reacción (PR) característico de las colonias de H. pylori, 

que consiste en un halo de color rosa, con un centro azul (figura 35A). Otra característica de la 

prueba es que además permite determinar una tercera actividad de las colonias, que es la de catalasa 

(figura 35B).  
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Figura 34. A: Diferentes bacterias con actividad de ureasa en medio agar Ca-c con rojo de fenol y 
urea. 1: Bacillus sphaericus, 8: Aerococus urinae, 58, 61 y 63 son diferentes aislamientos de 
Corynebacterium pseudogenitalium, así como H. pylori ATCC 43504. Cabe señalar que el 
crecimiento de H. pylori se ve inhibido al incorporar el indicador de pH y la urea, no obstante da una 
reacción en el agar. B: Crecimiento y reacción de actividad de ureasa mostrada por colonias de H. 

pylori en medio HP con indicador de pH y urea reportado por Degnan y colaboradores en 200352. La 
concentración de rojo de fenol (0.01 %) y urea (0.06 %) es la misma en ambos medios. 
 

 

Figura 35. A. Disco de papel que muestra el PR dado por la combinación de la actividad de ureasa y 
oxidasa de un cultivo puro de H. pylori ATCC 43504. B. Apariencia del disco después de realizar la 
prueba de catalasa.  
 

 

A B 
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4.13. Microbiota y bacterias con actividad de ureasa aisladas del M. unguiculatus.  

 

Para demostrar que el PR exhibido por las colonias de H. pylori en la PRDP permite 

distinguirla de otras bacterias, incluso de aquellas que pudieran compartir alguna de las actividades 

de ureasa, oxidasa y catalasa, se realizó el aislamiento de microbiota de distintas muestras 

provenientes de gerbos. De dos animales se obtuvieron un total de 107 aislamientos, la relación con 

respecto a las muestras fue: 23 % del estómago, 20 % del bolo alimenticio del estómago, 26.3 % del 

ante-estómago, 3.63 % del bolo alimenticio del ante-estómago, 7.27 % del duodeno y el 19.09 % del 

excremento. El análisis microscópico reveló que el 38.5 % de los aislamientos correspondió a una 

levadura identificada por el método miniaturizado API-20 C AUX, como Candida guilliermondii. 

Éste microorganismo se encontró en todas las muestras, pero fue predominante en las de estómago 

(48 %), bolo de estómago (52.6 %) y duodeno (57.14 %). La presencia y abundancia de este hongo 

difiere con estudios previos en los que se ha encontrado como microbiota mayoritaria del M. 

unguiculatus a diferentes especies del género Lactobacillus
181,186,204. Esta diferencia puede deberse a 

las condiciones en que se llevó a cabo el aislamiento, así como a la procedencia de los animales, 

aunque hay que señalar que C. guilliermondii no mostró ninguna reacción positiva en la PRDP. 

Del 61.5 % restante que corresponden a células bacterianas, se agruparon en 57 aislamientos 

finales de acuerdo a las características de la colonia, a la morfología bacteriana, así como a la muestra 

donde fueron obtenidas. Al analizar las actividades presentadas en la PRDP, se encontró que 25 de 

ellas mostraban como mínimo alguna de las tres actividades y de las cuales 19 eran ureasas positivas 

(figura 36).  

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

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

rosa). Más aún, los aislamientos 63 y 61 muestran también una actividad de oxidasa (centro azul) al 
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igual que H. pylori. Cabe señalar que la reacción tanto de ureasa como de oxidasa que presentan las 

bacterias, lo hacen en gradientes tanto de intensidad como de tiempo. Para el caso de los aislamientos 

90, 66, y 82 el viraje nunca llega al rosa y solo se muestra en un color naranja. Para el caso de la 

actividad de oxidasa (disco B) no todas las bacterias la presentan (50, 65, 82 y 4) y de aquellas que lo 

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

 

 

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

 

El método de siembra que se utilizó para el experimento anterior que fue por punto favorece 

que al cabo de 12 h de incubación se forme un cúmulo bacteriano grande. Para analizar si la reacción 

exhibida en el disco es la misma para colonias aisladas, se repitió el experimento, pero ahora 

sembrando por agotamiento y analizando el patrón de reacción que dan las colonias individuales. 

Bajo esta metodología solo 8 aislamientos mostraron una actividad de ureasa clara y fueron 
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identificadas por el método miniaturizado BBL crystal GP-ID como Corynebacterium 

pseudogenitalium, Aerococcus urinae, Bacillus sphaericus, Bacillus brevis y Staphylococcus 

simulans (tabla 13). 

En muestras de estómago de M. unguiculatus se ha reportado el aislamiento de bacterias 

ureasa positivas como Bacillus subtilis, así como de algunos géneros como son, Acinetobacter spp, 

Pseudomonas spp, Corynebacterium spp, Enterococcus spp y Staphylococcus spp180. En nuestro 

estudio encontramos en muestras de estómago a A. urinae y B. sphaericus, en el bolo a B. brevis, en 

excremento a C. pseudogenitalium y S. simulans. Hay que señalar que las ureasas positivas que se 

aislaron únicamente en las muestras de excremento, también es muy factible que se puedan encontrar 

en cultivos de aislamientos de estómago debido al comportamiento coprófago del M. 

unguiculatus
155,181. Cabe indicar que de los tres aislamientos identificados como C. 

pseudogenitalium, el denominado 63, no concuerda con la morfología y tiempo de crecimiento de la 

colonia, así como con el PR de los aislamientos 61 y 68, por lo cual puede tratarse de otra especie o 

ureasa positiva no-H. pylori y que no fue plenamente identificada a pesar del alto intervalo de 

confianza obtenido (0.88). (Tabla 13). 

El PR de los ocho aislamientos así como de dos cepas ureasa positiva de colección, uno de 

ellos catalogado con una actividad de ureasa alta Proteus vulgaris ATCC 6808 y otra con ureasa baja 

Pseudomonas auriginosa ATCC 27853 se comparan en la figura 37. El PR exhibido por las colonias 

de H. pylori (37K), es completamente distinguible de las ureasas positivas no-H. pylori a pesar de 

que puedan compartir las mismas actividades como es el caso de C. pseudogenitalium y 

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

 

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

característica que le permite distinguirlas de otras ureasas de la Familia Enterobacteraceae86;168. Para 

el caso de las colonias de P. vulgaris a pesar de que mostró la formación del halo, este se encuentra 

más limitado y es más tenue, también, la morfología de la colonia así como la actividad negativa de 

oxidasa, le proporcionan un PR distinto al de H. pylori. Por lo tanto, podemos señalar que también el 

tiempo de crecimiento así como la morfología de la colonia juegan un papel importante en las 

características que va a presentar el PR de las bacterias y que van a permitir distinguirlas de H. 

pylori. 

Hay que señalar que a pesar de que el PR de H. pylori es distinguible del resto de las ureasas 

positivas no-H. pylori probadas en este estudio, la presencia de las segundas pueden afectar la 

aplicación de la prueba, debido principalmente al rápido crecimiento de las colonias comparado con 

las de H. pylori (tabla 13). Con el uso de medios suplementados con antibióticos se evitó la aparición 

de estas y otras ureasas positivas, aunque en algunas diluciones bajas se presentó un alto número de 

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

 
Aislamientos 

*Intervalo 
de 

confianza 

 
Muestra 

 
ureasa 

 
oxidasa 

 
catalasa 

Aerococcus urinae  [48] 0.79 estómago +- +- + 
Bacillus brevis  [18] 0.87 bolo de estómago +- - + 
Bacillus sphaericus [18] 0.99 estómago +- - + 
Corynebacterium 

pseudogenitalium 63[48] 0.88 excremento +- +- +- 
Corynebacterium 

pseudogenitalium 61[18] 0.88 excremento +- + + 
Corynebacterium 

pseudogenitalium 58[18] 0.79 excremento +- + + 
Staphylococcus simulans 
101[18] 0.90 excremento +- +- - 
Staphylococcus simulans 
60[18] 0.88 excremento +- +- - 
Proteus vulgaris [24] Nd ATCC 6808 + - + 
Pseudomonas aeruginosa [18] Nd ATCC 27853 +- + + 
Helicobacter pylori [120] Nd ATCC 43504 + + + 

Estas actividades se determinaron en colonias y se realizó el análisis comparando la velocidad e 
intensidad de las reacciones que mostraban las de H. pylori.  
La actividad de ureasa  mostrada por las de H. pylori se da inmediato al contacto con el disco y se 
caracteriza por la formación de un halo de color rosa intenso. Para el caso de P. vulgaris tarda algunos 
segundos y el halo no se extiende mucho, así como es más tenue (+). Para el caso de las otras bacterias 
se da en el primer minuto y no se forma el halo (+-). La actividad de oxidasa se considera alta (+) 
cuando la colonia vira a azul y baja cuando únicamente la reacción se da en el disco impregnado con 
0.25 % de TMDP (+-). La de catalasa es positiva (+) cuando se da en los primeros 3 segundos y es  (+-) 
cuando se da después de este tiempo.  
[ ] Tiempo en horas en que crecieron colonias y se aplicó la PRDP.   
*identificadas por el método miniaturizado BBL crystal GP-ID. 

 

El PR que presenta H. pylori ATCC 43504 es similar al de otras cepas de H. pylori como la 

ATCC 49503, así como de tres aislamientos gástricos (M4, M5 y MC3), no obstante dos cepas de H. 

pylori utilizadas ampliamente en el laboratorio la N2 y la 8823 resultaron dar una reacción negativa a 

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

resembrada por varios años en medios con pH neutro. Para el caso de la 2 es una bacteria 
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contaminante, aislada de biopsia gástrica humana y la cual tampoco mostró una reacción. Otra cepa 

ampliamente utilizada en el laboratorio y que mostró la formación de un halo pequeño fue la cepa 

8822.  

La actividad de ureasa es la prueba bioquímica de referencia más importante para la 

identificación de H. pylori y es la base para la mayor parte de las pruebas a nivel clínico129. Una 

posible explicación de la formación del halo rosa en las colonias de H. pylori sería por las 

características bioquímicas peculiares que presenta su ureasa, así como por su ubicación. La Km 

reportada para la enzima es de 0.1 mM, además de que del 5 al 10 % de ella se localiza 

externamente131, mientras que de manera general las ureasas de bacterias de tracto urinario, suelos o 

algunos miembros pertenecientes a la Familia Enterobacteriaceae presentan Km´s que van de 0.7-13 

mM, además de que la enzima se localiza exclusivamente en citoplasma86,131.  

Algo muy importante que se debe señalar, es que para poder registrar la reacción de ureasa en 

la PRDP, se requiere de la combinación de rojo de fenol y azul de bromotimol. Al respecto se ha 

reportado que la mezcla de estos dos indicadores en la prueba rápida de ureasa, aumentan su 

sensibilidad para detectar H. pylori en biopsias, comparado con el único uso de rojo de fenol16. 

La determinación de la actividad de oxidasa está basada en el método de Kovacs, el cual se 

fundamenta en la reducción del TMDP por las citocromo oxidasas de las bacterias. En la práctica se 

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

particular de las colonias H. pylori la actividad se registró con 0.25 % en la PRDP, en colonias 

crecidas en 5 días, lo cual disminuye el costo. Por otra parte, el disco impregnado ayuda a delimitar 

los halos de las colonias de H. pylori favoreciendo que se puedan contar más fácilmente. 

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

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

posteriormente. 

 

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

 

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

 

Una vez demostrado que el PR exhibido por las colonias de H. pylori en la PRDP es 

específico, se procedió a determinar la sensibilidad de la prueba. Para lo cual se incorporó diferentes 

UFC de H. pylori a homogenados gástricos de estómagos de M. unguiculatus, los cuales se 

sembraron en diferentes medios de cultivo. Después de varios días de incubación se determinó el 

número de UFC que se requiere estén presentes en la muestras  para que la PRDP las pueda detectar, 

así como también se analizó si disminuye la sensibilidad con la presencia de un grado alto de 

colonias contaminantes. 
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Con la PRDP se pudo determinar el número de bacterias que fueron inicialmente agregadas a 

las muestras de estómago, tanto a UFC altas (106) como bajas (102) (figura 39). Aunque con el uso de 

la base MH en todos los casos siempre se obtuvieron valores menores, sobre todo en la muestra con 

UFC bajas, incluso en uno de los triplicados no pudo ser registrada la presencia de la bacteria, razón 

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

 
 Por otra parte, el método es capaz de indicar la presencia de un bajo de número de colonias 

de H. pylori en cultivos con un grado alto de contaminantes (figura 41). También, hay que señalar 

que en ninguno de los controles en los cuales no se incorporó H. pylori, se registró la presencia de 

colonias ureasas positivas o con un PR similar a H. pylori.  
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Con estos resultados, se demostró que es factible la identificación y cuantificación en cultivos 

complejos, utilizando la PRDP. El intervalo utilizado de 102 a 106 UFC/estómago está en función de 

los valores reportados para gerbos colonizados con H. pylori, así como al límite de detección del 

conteo en placa82,136,149,169,203. Sobre este último punto Tan y colaboradores reportan que la 

cuantificación de H. pylori en estómago de ratón por PCR tiempo real es de 5 a 6 veces mayor que la 

metodología en cultivo186. Lee and Kim señalan que el límite de detección en cultivo es de log 

2UFC/g de tejido gástrico de gerbo, destacando que es más sensible el uso de PCR que es de 

1UFC/g104. Sin embargo Mégraud y Lehours señalan que existen varios estudios que muestran que la 

sensibilidad para el caso del PCR estándar es similar a la del cultivo, debido a que la sensibilidad del 

PCR disminuye notablemente cuando se trabaja con material biológico129. Sin embargo, el límite de 

detección en cultivo se puede aumentar si se concentra la muestra por centrifugación, aunque 

consideramos que la detección que registramos de 100-200 bacterias ya sea por estómago o por 

gramo de muestra, es un valor muy bueno y que puede ser aplicable perfectamente a un gran número 

de protocolos experimentales. 

Una ventaja que se ha señalado del conteo en placa sobre el uso de PCR, es que en el primero 

se cuantifican bacterias viables52, sin embargo, hay que estar consientes que la viabilidad es 

parcialmente subjetiva, ya que está en función del medio en que se realiza el aislamiento. Al respecto 

podemos decir que el uso de una base rica como es Ca, permite obtener la misma viabilidad sin 

importar si se suplementa con sangre o ciclodextrina o se le incorporan antibióticos. Esto no sucede 

cuando se usa una base menos rica como es MH, en el que no hay crecimiento usando ciclodextrinas 

y el presentado con sangre se ve afectado al agregar antibióticos. Así también, en el experimento en 

el que se incorporó H. pylori en muestras de estómago, la bacteria pudo ser detectada en los tres 

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

sobre todo al momento de recuperar un número bajo de células de H. pylori. El uso de sangre 
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favorece que se obtengan colonias en un tiempo de 3-4 días, mientras que se requiere más de 5 con el 

uso de ciclodextrinas, sin embargo, en este último se tiene la ventaja de que se reduce notablemente 

las contaminaciones. La elección del medio para el aislamiento va a depender de nuestros objetivos, 

pero siempre hay que considerar cual permite obtener la mayor viabilidad de la bacteria.  

El presente trabajo se enfocó en la aplicación de la PRDP a muestras provenientes de 

estómago de gerbo, con base en la metodología estandarizada y en los resultados obtenidos, este 

novedoso método puede ser aplicado a otras muestras como serían de agua, alimentos, así como 

también a excretas de gerbos para el diseño de un método no invasivo. Hasta el momento solo se ha 

aislado H. pylori de muestras de estómago, sin embargo se aplicó la prueba a muestras de agua, a las 

cuales se les incorporó H. pylori a diferentes UFC. La viabilidad de la bacteria disminuyó 

notablemente, pero la prueba es capaz de registrarla cuando se encuentra a una concentración igual o 

mayor de 10,000 UFC/ml en agua corriente. 

Con estos resultados podemos decir que la PRDP es un método aplicable al conteo en placa, 

para identificar de manera rápida, eficiente y sencilla las colonias de H. pylori en muestras 

provenientes de estómagos de gerbos y tiene la ventaja sobre otros métodos de no restringir su uso a 

ciertos medios de cultivo, así como también al no incorporar los reactivos para la identificación en 

los mismos, no interfiere con la viabilidad de la bacteria. Es un método sencillo, rápido, de bajo costo 

y accesible para poder ser considerado como un método de rutina.  

Hay que mencionar que a pesar de contar con este método en cuatro gerbos (Grupo II) 

(laboratorio de la Faculta de Medicina de la UNAM) con 10 semanas de infección y reinoculados seis 

veces más con H. pylori ATCC 43504, no se logró registrar la presencia de la bacteria en los cultivos 

aplicando la PRDP. 
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Figura 40. A: Cajas de agar con tres combinaciones distintas de medios opacos (Ca-s-plus y MH-s-plus) y translúcido (Ca-c-plus). Las cajas 
fueron inoculadas con muestras de estómago de gerbos con distintas UFC: log 6.26, 4.26, 3.26 y 2.26. El número en cada caja señala la dilución 
en que se realizó la prueba. B. Muestra los correspondientes discos de la PRDP, en los cuales el patrón de reacción de las colonias H. pylori 
facilita la cuantificación. En la parte superior están los valores de UFC de H. pylori esperados y en los cuadrantes blancos en cada disco, está el 
valor calculado con su respectiva desviación estándar. 
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Figura 41. Cultivos complejos obtenidos de estómagos de gerbos a 
los que se les incorporó H. pylori. A) Cajas MH-s-plus con un alto 
grado de contaminantes. B) Cajas Ca-s-plus con un alto grado y 
diversidad de contaminantes. Los discos solo muestran las dos 
reacciones ureasa-oxidasa positivas. C) Caja control negativo donde 
a la muestra estomacal no se le incorporo H. pylori. 

 

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

   

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

BFC, permitió inferir que posiblemente es el factor que estaba evitando la colonización de H. pylori 

en los estómagos de los animales.  



118 
 

El análisis histológico de las muestras permitió corroborar la presencia de C. guillermondii en 

animales provenientes del BFC (Grupo III), la cual se encuentra perfectamente adosada a la mucosa 

gástrica en grandes proporciones tanto en la región del cuerpo, fondo y píloro (figura 42A). 

Para el caso de los animales provenientes del BINN, son animales que tenían nueve semanas 

de haber sido inoculados con H. pylori ATCC 43504 bajo las condiciones del último protocolo 

(Grupo III). Sin embargo, en ninguna de las muestras se registró la presencia del hongo o de bacilos 

en la luz de la mucosa gástrica, así como tampoco se observaron infiltrados de linfocitos o 

polimorfos nucleares en la submucosa (figura 42B). 

Por otra parte a cada laminilla se le incorporaron cortes de una biopsia de un paciente 

diagnosticado con la infección de H. pylori, como control positivo. En todos se pudo observar 

claramente la presencia de bacilos cortos ligeramente curveados, en la luz de la mucosa gástrica 

(figura 42C).  

Para el caso de los 80 animales con 18 meses de infección (grupo IV) (realizado en el 

Hospital Infantil Federico Gómez), hasta el momento de escribir esta tesis, se lograron analizar 11 de 

los inoculados con H. pylori y 9 controles negativos. Únicamente resultaron positivos en la PRU seis 

de los animales en los que se administró la bacteria (54 %). Con la PRDP se registró la presencia de 

colonias de H. pylori en cultivo, lográndose cuantificar un número de 60 y 800 UFC por muestra de 

estómago (figura 43). 

En el análisis macroscópico se pudieron identificar lesiones blanquecinas de 

aproximadamente un milímetro de diámetro en la mucosa gástrica de tres animales, las cuales es 

factible que correspondan a úlceras gástricas (figura 44). 

A pesar de haber logrado la infección de los animales, por el tiempo en que se llevo a cabo ya 

no se pudo realizar ningún ensayo el cual es necesario para corroborar los resultados obtenidos en los 

estudios in vitro.  
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Figura 42. A: Cortes histológicos del estómago de un gerbo proveniente del BFC, en los que se 
observa C. guillermondii a lo largo del epitelio (región antro-píloro). B: Cortes histológicos de 
gerbos provenientes del BINN en el que se observa el epitelio gástrico libre del hongo (región antro-
píloro. Teñidas con Hematoxilina-eosina (lado derecho) y Warthin Starry (lado izquierdo), aumento 
20X. C: Corte histológico de biopsia de paciente infectado con H. pylori, procesada junto con las 
muestras gástricas de los gerbos y usada como control positivo (región pilórica), teñidas con 
Warthin-Starry 20X (lado derecho) y 100X (lado izquierdo). 
 

A 

B 

C 
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Figura 43. A. Cultivo de mucosa gástrica de gerbo infectada con H. 

pylori. B Fotografía del disco utilizado en la PRDP que muestra el PR para 
colonias de H. pylori.  

 

 

Figura 44.  A: apariencia de posibles úlceras gástricas en la mucosa 
gástrica de dos animales con 18 meses de infección. B: control 
negativo.  
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4.16. Sobre el posible mecanismo de acción de las plantas medicinales con actividad inhibidora 

del crecimiento de H. pylori. 

  

Los vuelcos que se han presentado en los últimos años con respecto a las patologías del tracto 

digestivo con el descubrimiento de H. pylori y que continúan hasta el momento, incitan a no 

limitarnos únicamente a encontrar el extracto o compuesto con la actividad inhibitoria más alta, sino 

a tratar de entender cuál podría ser el papel de las plantas usadas por miles de años por nuestros 

antepasados, sobre una bacteria que ha estado con nosotros la misma cantidad de tiempo. 

Desde el punto de vista del patógeno estricto, el modo de acción mostrado por las plantas 

medicinales que favorece la cura de la enfermedad es el efecto erradicador, seguido por el protector y 

el preventivo de la infección (figura 45). Estos son los principales efectos que se esperan encontrar 

en los laboratorios que abordan estas investigaciones, sin embargo, hasta el momento los resultados 

nos indican que serían inefectivas para curar las patologías gástricas inferiores crónicas (al menos en 

aquellos casos en los que la bacteria es la responsable) ya que no se ha demostrado claramente que 

algún extracto o compuesto sea capaz de erradicar a H. pylori in 

vivo
2,10,14,89,111,115,122,125,144,150,183,184,185,189,211. La explicación de estos resultados puede ser de que se 

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

varios agentes y concentraciones altas que son difíciles alcanzar con extractos de plantas1,161,162,182. 

Así también, la bacteria está perfectamente adaptada a su nicho y al parecer el uso de plantas el cual 

es mucho más antiguo a la aparición de las enfermedades emergentes asociadas a H. pylori, no 

parece haberla erradicado. Un caso en el que se plantea se logró disminuir la prevalencia de la 

bacteria en la población humana, fue con el uso desmedido de antibióticos en los años 

cincuenta9,17,24.  
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El panorama anterior cambia cuando observamos el posible modo de acción de las plantas 

bajo la perspectiva de la teoría del desequilibrio en la microecología gástrica9,17,18,19 20,21,24 (Tabla 1). 

Bajo esta idea, el principal modo de acción que sería ventajoso es el efecto de tipo atenuante de la 

población bacteriana, seguido por el protector (figura 45). Si incorporamos los estudios y propuestas 

recientes sobre la biología de la bacteria y los resultados con plantas mencionados hasta el momento, 

se puede plantear la existencia de una posible función preventiva de las plantas medicinales al 

desarrollo de patologías crónicas, específicamente las gástricas inferiores mediante el efecto 

atenuante de poblaciones de H. pylori.  

De acuerdo con la literatura es difícil suponer que un extracto de planta, logre curar o revertir 

las patologías crónicas, sin embargo es factible que pueden actuar como preventivas a su desarrollo, 

manteniendo un equilibrio entre las poblaciones. De acuerdo a la propuesta de Blaser y 

colaboradores (2007), este se regiría por el modelo de equilibrios tipo Nash (estrategias evolutivas 

estables) y en el cual, cuando una población bacteriana cambia de estrategia (sale de equilibrio, por 

ende empieza a aumentar su número y causar daño) el sistema inmune actúa sobre toda la población 

limitándola por restricciones en las tasas de crecimiento; incluso bajo este modelo, la inmunidad 

puede ser definida como la reducción de la replicación microbiana neta24. De tal modo, las plantas 

medicinales podrían tener un efecto atenuante sobre toda la población también de manera 

indiscriminada u homogénea, tal como se ha encontrado en los estudios in vivo realizados hasta el 

momento114,115,122,125. Así también, recientemente se ha relacionando el empleo de plantas tanto de 

uso medicinal como de aquellas consumidas frecuentemente en la dieta, con la baja incidencia de 

enfermedades causadas por H. pylori en poblaciones humanas con un alto grado de infección y con 

cepas consideradas altamente virulentas4,115,167, 196. 

El mecanismo de acción atenuante no solo estaría previniendo el desarrollo de patologías 

gástricas inferiores, sino que además tendría la ventaja de que al no eliminar a la bacteria, estaría 
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evitando a su vez el desarrollo de las enfermedades gástricas superiores (síndrome de Barret, cáncer 

de esófago, reflujo gastroesofágico) las cuales se plantea la bacteria evita que se desarrollen18,19,21,24, 

87. 

Por lo tanto, se puede pensar que los tratamientos tradicionales con plantas no han actuado, ni 

actúan erradicando a la bacteria como se busca con las terapias que actualmente se utilizan y es 

posible que antes del aumento en la incidencia de la úlcera péptica y del cáncer gástrico, la dieta 

basada en plantas comestibles o medicinales hayan tenido un papel fundamental en el mantenimiento 

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

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

 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo tienen la limitante de ser estudios in vitro, por 

lo que se requiere de la experimentación en modelos animales para poder definir si algún extracto o 

compuesto de la corteza del A. adstringens puede presentar un efecto atenuante de las poblaciones de 

H. pylori dentro del estómago. Así como también, si dicho efecto sería suficiente para prevenir el 
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desarrollo de patologías crónicas sin eliminar a la bacteria o si es capaz de revertir el daño una vez 

que se ha causado. El panorama para el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento es amplio y 

prometedor, pero solo si logramos entender primero la biología de la bacteria, la cual va más allá de 

visualizar a H. pylori únicamente como un patógeno.    
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5. CONCLUSIONES. 

 

- Se desarrolló y propuso una metodología in vitro para evaluar específicamente la actividad 

inhibidora del crecimiento de H. pylori de extractos y compuestos puros, sin embargo los resultados 

deben de ser complementados con un estudio in vivo y un análisis de toxicidad para determinar la 

confiabilidad de la misma.  

 

- La corteza de A. adstringens a la que se la ha atribuido un efecto gastroprotector en modelos de 

daño producido por agentes químicos, también contiene metabolitos que actúan directamente sobre 

el principal factor causante de la gastritis crónica activa, la úlcera péptica y el cáncer de estómago, la 

bacteria H. pylori. 

 

- De los compuestos descritos en la literatura como los responsables de la actividad gastroprotectora 

y antinflamatoria en modelos de daño producido por agentes químicos, el ácido 3-epioleanólico es el 

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

 

- La mezcla de ácidos anacárdicos y una de aldehídos anacárdicos, muestran el mayor efecto 

inhibidor del crecimiento H. pylori in vitro.  

 

- Se plantea la existencia de dos modos de acción para la mezcla de ácidos anacárdicos in vitro, los 

cuales dependen de la concentración. Uno bacteriostático que se da concentraciones menores de 

12.5g/ml y otro bacteriolítico a concentraciones mayores de 30g/ml. 
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- Los ácidos anacárdicos (así como otros fenoles de cadena larga) tienen un potencial para ser 

utilizados en las terapias de erradicación ya que: 1. Presenta actividades inhibitorias in vitro en el 

intervalo de los antibióticos comerciales. 2. Es más eficiente en comparación con otros compuestos 

aislados de plantas. 3. Su estructura química es sencilla, lo que puede facilitar su síntesis. 4. Su 

toxicidad es baja. 5.- Son estructuralmente diversos. 6.- Su presencia en otras plantas (principalmente 

en hojas y frutos) facilita su obtención. 

 

- La gran diversidad que presentan los fenoles de cadena larga y los pocos estudios acerca de su 

actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori, nos indican que no se ha explorado totalmente el 

potencial de este tipo de compuestos y aún faltan estudios para concluir que parte de su estructura es 

determinante para la actividad. 

 

-En este estudio no se logró ensayar la actividad en el modelo animal, a pesar de haber logrado la 

infección de los animales. Éste punto resulta de suma importancia para dar mayor peso a los 

resultados encontrados con los estudios in vitro.  

 

- Se desarrolló un nuevo método denominado Prueba Rápida en Disco de Papel, el cual es aplicable 

al conteo en placa y permite conocer el número de H. pylori viables en los estómagos de gerbos de 

una manera eficiente y sencilla, además de que presenta la ventaja de ser económico y accesible para 

poder ser considerado como método de rutina. 

 

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

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

consume la gente.  

 

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

metabolitos potenciales aún no identificados.  

 

- Aunque se pueden proponer diversos mecanismos por los cuales las plantas evitan el daño causado 

por la bacteria, hasta el momento el efecto atenuante y protector perecen ser los principales. Bajo 

esta propuesta, estos efectos son la base para el desarrollo de una terapia contra H. pylori más 

selectiva, basada en la regulación de su población más que en su erradicación. 
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7.- GLOSARIO: 

 

Carcinógeno tipo 1: clasificación de la Agencia Internacional para el Estudio del Cáncer que refiere 

a un carcinógeno definitivo. 

Gastritis aguda: procesos inflamatorios en la mucosa y submucosa del estómago, caracterizado por 

la presencia de polimorfos nucleares dentro de las faveolas y lámina propia. Puede ser de tipo 

erosiva cuando se pierden regiones del epitelio gástrico superficial.  

Gastritis crónica: inflamación del estómago caracterizada por la presencia simultánea de infiltrado 

de linfocitos, células plasmáticas y polimorfos nucleares neutrofílicos. Se define como activa 

cuando se presentan folículos linfoides en la submucosa.  

Linfoma tipo MALT: es un cáncer en el sistema linfático y se presenta como un tumor sólido de 

células linfoides. 

Metaplasia intestinal: consiste en el cambio de células propias del estómago (epitelio cúbico simple) 

por células presentes en el intestino (epitelio cilíndrico simple con células caliciformes y 

microvellosidades). 

Población panmítica: Poblaciones donde la estructura clonal se pierde por la frecuente 

recombinación. 

Púrpura trombocitopénica idiopática: Es una enfermedad que se caracteriza por una falta de 

plaquetas, por lo cual ocurren hemorragias en piel y otros órganos. Los órganos inmunitarios 

producen anticuerpos contra las plaquetas. 

Reflujo gastroesofágico: es el reflujo del ácido gástrico hacia la región baja del esófago. 

Síndrome o esófago de Barret: estado precanceroso caracterizado por la presencia de metaplasias en 

la región baja del esófago, en el que el epitelio escamoso es remplazado por epitelio de tipo 

glandular compuesto de células columnares.  

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

acuerdo a la región donde se localiza el daño puede ser gástrica o duodenal.  
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8. -PUBLICACIÓNES DURANTE EL PERIODO DEL DOCTORADO. 

 

El proyecto desarrollado en esta tesis parte de una inquietud que tuve en el primer semestre 

de la carrera de biología, la cual consistía en determinar un posible efecto inhibidor del crecimiento 

de H. pylori de la corteza de “cuachalalate” y la raíz de “cancerina” en un modelo animal. Se inició 

en el laboratorio del Dr. Heliodoro Celis Sandoval en el Instituto de Fisiología Celular de la UNAM 

y posteriormente en 2006 se continúo a mi ingreso al posgrado en el  laboratorio de la Facultad de 

Medicina de la UNAM, bajo la tutoría de la Dra. Irma Romero Álvarez. 

Con el desarrollo de la metodología in vitro investigue el efecto inhibidor del crecimiento de 

H. pylori de la corteza de A. adstringens, sin embargo, otro de los objetivos que inicialmente eran 

parte del proyecto con el que ingrese al doctorado, consistía en evaluar  dicha actividad en plantas 

que se utilizaran en la medicina tradicional mexicana de una manera global (“screening”). Por lo que 

a la par y con ayuda de dos estudiantes de licenciatura, también analicé la actividad de plantas 

utilizadas para tratar “desordenes gastrointestinales” y cuyo trabajo finalizó en la obtención de sus 

tesis de licenciatura y la publicación de un artículo que anexo 34,69,84. Así también, con un tercer 

estudiante realice la comparación de actividad inhibidora del crecimiento de H. pylori de dos plantas 

asociadas al A. adstringens, que es la “chupandilla” (Cyrtocarpa procera) y el “cuachalalate blanco” 

(Guaiacum coulteri), trabajo con el cual también obtuvo su tesis de licenciatura164.  

Por otra parte, anexo algunas de varias publicaciones periodísticas cuya información está 

basada en el boletín UNAM-DGCS-768/7diciembre2008, pero de manera personal los títulos 

parecen tendenciosos en señalar que de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, la corteza 

de “cuachalalate” “alivia o cura”  patologías producidas por H. pylori. Cabe señalar que aún faltan 

muchos estudios para concluir esto, además de que la actividad de los compuestos descritos hasta el 

momento únicamente se ha determinado in vitro y no están presentes en un extracto acuoso, que es la 

manera tradicional como la gente ingiere la planta. Para el caso de  la nota del diario Milenio, la 

estructura química del compuesto que describe no corresponde a ninguno de los que encontramos 

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

duodenal”, aclarar que en el termino úlcera péptica se engloba a la gástrica y a la duodenal. 
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