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ABSTRACT

This dissertation determines the potential of the medicinal plant Cyrtocarpa procera
for the treatment of Helicobacter pylori related diseases.

Cyrtocarpa procera, commonly known as "chupandilla" is a Mexican endemic tree,
whose bark is used since prehispanic times to relieve gastrointestinal disorders including
gastritis and peptic ulcer disease.

Before it was known that H. pylori was the major causative agent of gastritis and
peptic ulcer, the search of anti-ulcerogenic and anti-inflammatory agents from medicinal
plants had been performed. However, it is until now that its potential for obtaining
compounds with anti- H. pylori activity has been investigated.

Globally, H. pylori infection prevalence is in average 50 %, and the organism is a
risk factor for gastric cancer. The reported seroprevalence in Mexico in 1998 was 66 %.

The aim of this study was to evaluate the anti-H. pylori, gastro-protective, and anti-
inflammatory potential of C. procera for the treatment of H. pylori associated diseases,
such as gastritis and peptic ulcer.

Four different polarity extracts [hexanic (H), dichloromethanic (D),
dichloromethanic-methanolic 1:1 (DM) and methanolic (M)] from C. procera bark were
obtained. Each of them was evaluated for its anti-H. pylori activity in vitro with a broth
dilution method and in the following acute murine models: toxicity Lorke test, ethanol-
induced gastric ulcer, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate-induced ear edema.

The results indicated that H possesses the three assayed pharmacological activities
and does not cause acute toxicity. However, its low yield (0.9 %) allowed us to continue
only with its anti-H. pylori bioguided fractionation, because smaller amounts are required
to make the evaluations. On the other hand, M has a remarkable gastro-protective activity
and a good anti-H. pylori effect, was not toxic under acute administration, and has a good
yield (13.2 %). So, it is suitable to explore its possible gastro-protective mechanism and its
gastric ulcer healing effect on a preexisting ulcerative process.

The M gastro-protective mechanisms is partially related with potassium ATP-
dependent channels and with sulthydryl groups and mainly involved with endogenous
prostaglandins and nitric oxide, one of the major mechanisms defense of the gastric mucosa
due to its effect on vascularity. To determine whether M improves the gastric ulcer (GU)
healing process in an in vivo model, sub-acute toxicity was determined before to ensure M
innocuity. The sub-acute toxicity determination was performed in mice using Lorke model
with modifications, in two modalities: I) one dose of M per day (10, 100, or 1000 mg/kg)
for 20 days, IT) two doses of M per day (100 or 300 mg/kg) for 20 days. Because there were
none detectable toxicity signs in any of the evaluated modalities, we proceed to analyze the
GU healing effect of M as follows: GU was induced in mice by intragastric administration
of absolute ethanol, after 24 h different M treatments were given for 20 days: A) 100
mg/kg-day, and B) two doses of 100 or 300 mg/kg-day. Results indicate that 20 days of
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consecutive administration of M (100 mg / kg), once or twice a day, favors the GU healing
process in terms of reducing the number and length of the lesions, while 300 mg/kg of M
twice a day, besides reducing time resolution, produced a significant improvement in the
GU healing effect. In all cases, histopathologic and histochemical analyses were
confirmatory for the GU healing effect.

With respect to H, the minimum bactericidal concentration (MBC) determined by
the plate dilution method, was 66 png/mL [4 times the value of the minimum inhibitory
concentration (MIC)]. Concentrations of less than 66 and greater than 2.5 pg/mL only exert
a bacteriostatic effect. Anti-H. pylori bioguided fractionation of H allowed the isolation of
a mixture of compounds, with MIC and MBC values of 3.9 ug/mL and 15.6 pg/mL
respectively, overcoming metronidazole values (MIC=250 and MBC=300 pg/mL), a
reference antibiotic commonly used in anti-H. pylori therapy. Also, we isolated a mixture
of B-sitosterol and stigmasterol (ratio 87.93:12.07 respectively), with a MIC of 62.5 pg/mL.
These results indicated the possibility to obtain novel anti H. pylori compounds, which
structures could be used as lead molecules for the development of new therapeutic
strategies.

Considering all the results obtained here, we can state that C. procera bark, as a
whole entity, has polypharmacological activities, somehow validating the traditional use of
this species. The anti-H. pylori activity, the nitric oxide and prostaglandin mediated
gastroprotection, as well as the gastric ulcer healing effect of C. procera demonstrated
herein, increases its preclinical value. Therefore, it is promising in the development of an
integral treatment for gastritis or peptic ulcer whether or not related with H. pylori.



RESUMEN

La presente disertacion tuvo como objetivo: determinar el potencial de la planta
medicinal Cyrtocarpa procera, para el tratamiento de enfermedades asociadas a la bacteria
Helicobacter pylori.

Cyrtocarpa procera, comunmente conocida como “chupandilla” es una especie
endémica de México. Su corteza se emplea desde tiempos prehispdnicos para el tratamiento
de padecimientos gastrointestinales, como la gastritis y la ulcera péptica. Antes de asociar a
la infeccion por H. pylori como el principal agente causante de la gastritis y la tlcera
péptica, las plantas medicinales ya habian sido sujetos de estudio para la busqueda de
agentes antiulcerogénicos y antiinflamatorios. Sin embargo, es hasta ahora que se esta
estudiando su potencial, para la obtencion de compuestos con actividad anti-H. pylori.

La infeccion por H. pylori tiene una prevalencia mundial promedio del 50% y esta
catalogada como un factor de predisposicion para el desarrollo de cancer géstrico,
clasificada por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer como carcin6geno
tipo 1. En México, para 1998, la seroprevalencia reportada es del 66 %.

El objetivo del presente trabajo consistid en evaluar la actividad anti-H. pylori,
gastroprotectora y antiinflamatoria de C. procera, y determinar su potencial para el
tratamiento de las enfermedades asociadas a la bacteria, como la gastritis y la ulcera
péptica.

A partir de la corteza de C. procera se obtuvieron cuatro extractos de diferente
polaridad [hexdnico (H), diclorometdnico (D), diclorometdnico-metandlico 1:1 (D-M) y
metanolico (M)]. A cada uno se le determiné su actividad anti-H. pylori, por el método de
dilucioén en cultivo liquido, y se evalud su efecto en los siguientes modelos murinos agudos:
toxicidad mediante la prueba de Lorke, tulcera inducida por etanol absoluto y edema
auricular inducido por 13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol.

Los resultados mostraron, que el H posee las tres actividades farmacologicas
ensayadas sin generar toxicidad aguda. Sin embargo, su bajo rendimiento (0.9 %), fue
limitante para continuar con su estudio. Por lo que se decidi6 llevar a cabo su
fraccionamiento biodirigido, por la actividad anti-H. pylori, ya que se requieren cantidades
pequenas para realizar las evaluaciones. Por otro lado, se determin6é que el M posee la
mejor actividad gastroprotectora, una buena actividad anti-H. pylori; no genera toxicidad
bajo administracion aguda, y se obtuvo un buen rendimiento (13.2 %). Por lo que se
empled para continuar con el estudio de la actividad gastroprotectora, explorando su
posible mecanismo de accion y su efecto resolutivo sobre un proceso gastrico ulcerativo
preexistente.

El mecanismo gastroprotector del M, esté relacionado parcialmente con el papel de
los canales de potasio dependientes de ATP y con los grupos sulfhidrilo, y en mayor
medida, con las prostaglandinas endogenas y con la participacion del 6xido nitrico, uno de
los principales mecanismos de defensa de la mucosa gastrica, debido a su efecto sobre la
vascularizacion. Para determinar si el M favorece el proceso de resolucion de la ulcera
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gastrica (UG), en un modelo in vivo, se determind su toxicidad subaguda, con el fin de
garantizar la inocuidad del M en el ensayo de resolucion de la UG. La evaluacion de la
toxicidad subaguda se realiz6 usando como base el modelo de Lorke en ratones, con
modificaciones y en dos modalidades durante 20 dias en cada caso: I) una dosis (10, 100 o
1000 mg/kg) de M por dia, II) dos dosis de (100 o 300 mg/kg) de M por dia. Debido a que
no se detectaron signos de toxicidad, bajo ninguna de las modalidades de administracion, se
procedié con la evaluacion del efecto resolutivo del M sobre la UG, para lo cual, se les
indujo a los ratones la UG mediante la administracion intragéstrica de etanol absoluto.
Posteriormente, se les administré el M por 20 dias en dos modalidades: A) una dosis de 100
mg/kg-dia, B) dos dosis de 100 o 300 mg/kg-dia. Tras 20 dias de administracion
consecutiva de M (100 mg/kg), una y dos veces al dia, se encontré que favorece el proceso
de resolucion de la UG, en términos de disminucion del nimero y longitud de las ulceras,
mientras que la dosis de 300 mg/kg de M dos veces al dia, ademas de reducir el tiempo de
resolucion, mejor6 significativamente el efecto resolutivo de la UG. En todos los casos, el
analisis histopatologico e histoquimico fue confirmatorio para el efecto resolutivo.

Con respecto al H se determino que la concentracion minima bactericida (CMB) fue
de 66 pg/mL [cuatro veces el valor de la concentracion minima inhibitoria (CMI)].
Concentraciones inferiores a 66 y mayores a 2.5 pg/mL, solamente ejercen un efecto
bacteriostatico. El fraccionamiento biodirigido por la actividad anti-H. pylori del H
permitio el aislamiento de una mezcla de compuestos, con una CMI = 3.9 ug/mL y una
CMB = 15.6 pg/mL, superando la actividad del antibiotico de referencia metronidazol
[CMI = 250 y CMB = 300 (png/mL)], uno de los antibidticos empleados en las terapias
contra la bacteria. También se aislé una mezcla de 3-sitosterol y estigmasterol (proporcion
87.93:12.07 respectivamente), con una CMI de 62.5 pg/mL. El presente trabajo evidencia
que es posible obtener compuestos anti-H. pylori, los cuales posteriormente podrian ser
empleados como moléculas modelo para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion indican que C. procera, como
entidad posee varias actividades farmacoldgicas, y validan el uso tradicional de esta
especie. Adicionalmente, la actividad anti-H. pylori, la gastroproteccion, mediada por el
oxido nitrico y las prostaglandinas, asi como su efecto resolutivo sobre la tlcera gastrica,
demostrados en este documento de tesis, incrementan su potencial preclinico. Por lo
anterior, es factible su empleo para desarrollar un tratamiento integral para la gastritis y la
ulcera péptica asociados o no a H. pylori.
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1.- INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria polimorfica y Gram negativa, causante de una
de las infecciones gastrointestinales mas frecuentes, con una prevalencia mundial promedio
del 50 %.

Esta bacteria es el agente etioldgico principal de la gastritis y la ulcera péptica,
también estd catalogada como factor I de predisposicion para el desarrollo de céancer
gastrico (Atherthon, 2006).

Hasta el momento no se tiene bien establecida la via de transmision, pero los
reportes sugieren que podria ser gastro-oral, oral-oral o fecal-oral (Azevedo et al., 2009;
Kusters et al., 2006).

Una vez que se adquiere la infeccion, la bacteria coloniza el estomago produciendo
dos de los signos mas importantes de las enfermedades asociadas a esta, un cuadro
inflamatorio crénico y dafio de la mucosa gastrica, debido principalmente a que el sistema
inmune del hospedero no es capaz de eliminar la infeccion, y la persistencia de la bacteria
aunada a los factores de virulencia de la misma, conducen a diversas patologias (Sibony et
al., 2012).

A pesar de que esta infeccion tiene una elevada prevalencia, un gran porcentaje de
los individuos infectados no muestran una sintomatologia clinica detectable, mientras que
otros desarrollan cuadros mas complicados como gastritis cronica atrofica, lo que a la larga
da lugar a la ulcera péptica, y una minoria evoluciona hasta cancer gastrico (Stewart y
Ackroyd, 2011; Kusters et al., 2006).

La tnica manera de tratar las patologias asociadas a la infeccion por H. pylori es
erradicando a la bacteria. Para los casos donde es recomendable la erradicacion de H.
pylori, el tratamiento es la triple terapia y para aquellos donde esta falla, se recurre a la
terapia cuadruple (Vakil y Megraud, 2007; Vakil, 2006).

Dentro de las causas que inciden sobre el fracaso de las terapias, se encuentran: la
resistencia creciente de la bacteria frente a los antibidticos que se emplean en las mismas y
la falta de apego por parte del paciente al tratamiento; debido principalmente a que son
terapias complejas y agresivas que generan varios efectos secundarios, lo que provoca
frecuentemente el abandono del tratamiento por parte del paciente, y deriva en muchos
casos en una recurrencia de la infeccion.

Este es el panorama para aquellos que tienen la solvencia econémica para resolver
el problema, sin embargo, existe un gran sector de la poblaciéon que no cuenta con los
recursos para cubrir los gastos de la terapia, por lo que la infeccion no es tratada de manera
oportuna, derivando en patologias mas complejas que incluso comprometen la vida del
paciente (Vakil, 2009; Vakil y Megraud, 2007).

Una de las patologias mas frecuentes, asociada a la infeccion por H. pylori, es la
ulcera péptica. Tan so6lo en México se reportd que en 2008, esta patologia es una de las
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principales causas de mortalidad general, ocupando el lugar veinte (INEGI/SS. DGIS,
2008), quedando claro que la tulcera péptica constituye un problema de salud publica
vigente en nuestro pais, con una alta frecuencia de asociacion a H. pylori.

Por lo que es evidente la necesidad de continuar con la busqueda de terapias o
posibles farmacos novedosos para el tratamiento de las enfermedades asociadas a la
bacteria, que sean efectivas y accesibles a la poblacion.

El enfoque del estudio de las plantas medicinales con propiedades gastroprotectoras
y/o antiinflamatorias, ha cambiado a raiz del descubrimiento de H. pylori, y su
identificacion como el principal agente causante de la gastritis y la ulcera péptica, por lo
que, determinar su potencial para la obtenciéon de compuestos con actividad anti-H .pylori
es ahora, uno de los principales objetivos de las investigaciones novedosas de este tipo de
plantas.

Con respecto a esto ultimo, cabe destacar que en un estudio previo realizado en
nuestro laboratorio, se probo la actividad anti H. pylori de extractos acuosos y metanolicos
obtenidos de 53 plantas medicinales mexicanas empleadas para el tratamiento de
padecimientos gastrointestinales, tales estudios revelaron que los extractos de la corteza de
Cyrtocarpa procera (chupandilla), tienen efecto inhibitorio sobre la bacteria (Castillo-
Juérez et al., 2009).

Por lo que para el presente trabajo de tesis se abordaron distintos estudios
farmacoldgicos, toxicoldgicos y fitoquimicos para determinar el potencial anti-H. pylori,
gastroprotector y antiinflamatorio de la corteza de la planta medicinal C. procera.



2.- ANTECEDENTES
2.1.- Generalidades de Helicobacter pylori
2.1.1.- Descubrimiento de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (Marshall et al., 1985) Goodwin et al., 1989 fue descubierta en
el estbmago de pacientes con gastritis y/o Ulcera péptica en 1982 por los doctores
australianos Marshall y Warren (Warren, 1983). Hasta esa década se pensaba que ninguna
bacteria era capaz de sobrevivir bajo condiciones tan &acidas como las del estomago
humano. El descubrimiento de H. pylori como agente causal de la gastritis y de la tlcera
péptica los hicieron merecedores del premio nobel de medicina en 2005. Cabe destacar, que
previamente investigadores como Bizzorero y Jaworski, entre otros, habian descrito la

presencia de bacterias en el estdbmago, sin embargo, sus descubrimientos no trascendieron
(Graham et al., 1992).

2.1.2.-Microbiologia de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa y microaerofilica, mide
aproximadamente entre 3 y 5 pm de longitud y 0.5 um de diametro, posee una morfologia
helicoidal caracteristica y entre dos a seis flagelos unipolares, lo cual le confiere la
movilidad que le permite penetrar a través de la mucosa géstrica (figura 1), (Lambert et al.,
1995; Goodwin y Armstrong, 1990; Goodwin et al., 1989). Cada flagelo mide 30 pm de
largo y aproximadamente 2.5 nm de ancho (Goodwin y Armstrong, 1990), muestra una
tipica estructura similar a una bombilla en su extremo distal conocida como vaina, que es
una extension de la membrana externa, y se cree que esta estructura la protege del ataque
del acido del estomago (Geis ef al., 1993). Dispone de una enzima hidrogenasa que emplea
para obtener energia mediante la oxidacion de hidrogeno molecular, producido por las
bacterias intestinales. Para su crecimiento in vitro, requiere condiciones microaerofilicas de
O, entre 2y 5 %, de CO; entre 5y 10 %, 37 °C y alta humedad. Precisa medios de cultivo
con pH neutro, ricos en nutrientes como glucosa, extracto de levadura, triptona y peptona,
suplementados con sangre y suero fetal bovino. Es una bacteria de lento crecimiento, que
puede tardar desde 3 y hasta 12 dias en desarrollar colonias, las cuales en medio solido son
pequenas y translucidas. En el estbmago humano se sitia en la capa de moco de la
superficie epitelial, preferentemente en la region del piloro y antro (Dehesa, 1993).
Dependiendo del entorno en que se encuentre, puede adoptar la forma de bacilo in vitro o
de espiral en el estobmago, ademas, puede presentarse en forma cocoide cuando se induce
respuesta al estrés causada por pH alcalino, alta temperatura, aumento en la tension de
oxigeno, cultivo prolongado o presencia de antibioticos (Janas et al., 1995). Existe una
controversia acerca de la viabilidad de la morfologia cocoide, y se plantea que puede ser un
mecanismo de resistencia, asi como de transmision de la bacteria (O Rourke y Bode, 2001).

2.1.3.-Vias de transmision
La ruta exacta de transmision de H. pylori hasta el momento se desconoce, pero

aparentemente las mas comunes entre personas son: la oral-oral, fecal-oral o la gastro-oral
(Goodman y Correa, 2000). Dicha bacteria tiene una estrecha gama de hospederos, pero se
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encuentra casi exclusivamente en el ser humano y algunos primates. Existen reportes de
que la bacteria ha sido detectada en heces, saliva y placa dental de algunas personas
infectadas (Li et al., 1996). También se ha planteado la posibilidad de su transmision por
medio del agua contaminada en naciones en vias de desarrollo, debido a la carencia de una
infraestructura sanitaria adecuada (Hulten et al., 1998).

Figura 1. Microscopia electronica de barrido de H. pylori. A y B) Colonizando la superficie de
células polarizadas de la linea MDCK., (Tan et al., 2009). C) Detalle de la morfologia helicoidal caracteristica
(Yoshiyama y Nakazawa, 2000) (Barra de referencia 1 pm).

Por otro lado, un cierto numero de estudios han propuesto que la adquisicion de H.
pylori se produce a través de una fuente ambiental comtn. En particular, los animales y el
agua han sido contemplados como posibles fuentes de infeccion (Mitchell, 2001). En raras
ocasiones H. pylori ha sido aislada de animales domésticos, por lo que, la presencia de
¢éstos puede ser un factor de riesgo para la infeccion (Dore et al., 2004; Herbarth et al.,
2001;). También se ha observado mediante el empleo de técnicas de PCR que las heces de
las moscas caseras contienen a la bacteria, por tanto, estos insectos ademas de ser
reservorios, pueden ser vectores importantes para la transmision (Argyros et al., 2000).
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2.1.4.- Colonizacion, supervivencia y virulencia

Normalmente, la acidez gastrica y la peristalsis inhiben la colonizacion bacteriana
del estomago, sin embargo, la seleccion natural ha provisto a H. pylori con varios
mecanismos para evadir estas defensas primarias y establecer una infeccion persistente.

Los denominados factores de colonizacion y adherencia (el flagelo, la enzima ureasa
y las adhesinas) son elementos esenciales para la colonizaciéon de la mucosa gastrica,
adicionalmente, los factores de virulencia y supervivencia le permiten permanecer en la
mucosa con la consiguiente generacion de distintas patologias (Mobley et al., 2001).

La ureasa hidroliza la urea a didxido de carbono y amoniaco, para amortiguar el pH
gastrico, se ha descrito que mutantes de H. pylori que carecen de ureasa o de flagelo son
incapaces de llevar a cabo el proceso de colonizacién en animales de laboratorio. La
morfologia helicoidal y la motilidad polar conferida por los flagelos, le proporcionan la
capacidad de realizar movimientos en forma de sacacorchos, lo que le permite penetrar la
densa capa de moco gastrico, se sabe que la motilidad es pH dependiente y se abate a pH
inferior a cuatro, lo cual se evita con la produccion de la enzima ureasa para neutralizar su
entorno. Esta enzima tiene tres subunidades (UreA, UreB y UreC), su peso molecular (PM)
es de 550 kDa y es fuertemente inmunogénica y quimiotactica para los fagocitos (Eaton y
Krakowka, 1994).

Helicobacter pylori se une especificamente a las células epiteliales de la mucosa
gastrica, adhiriendose a las mucinas tanto in vivo como in vitro (figura 1). Una vez
localizada bajo el moco, se adhiere fuertemente a las células epiteliales mediante las
adhesinas BabA, que se unen a los antigenos fucosilados del grupo sanguineo Lewis b. La
interaccion entre H. pylori y las células gastricas también se puede dar entre
sialoglucoconjugados, glucoconjugados sulfatados y varios glucolipidos sialilados y no
sialilados. Asi, las lesiones inducidas son de tipo adhesién-desprendimiento, que se
caracterizan por la pérdida de microvellosidades del epitelio gastrico en el sitio de adhesion
(Tummala et al., 2004; Mobley et al., 2001).

La isla de patogenicidad cag-PAI es un fragmento genomico de H. pylori, que
contiene varios marcos de lectura abiertos que representan 31 genes. Un grupo particular de
estos genes codifica para un sistema de secrecion tipo IV, el cual ademés de asociarse con
la respuesta inmune, inyecta dentro de la célula del hospedero a la proteina CagA y
mediante toda una cascada de senalizacion da lugar a la produccion de citocinas y de factor
de crecimiento celular. Por otro lado, la citotoxina vacuolizante VacA genera la erosion
epitelial gastrica. La presencia, diferencias o ausencia de cag-PAI es uno de los marcadores
de heterogenicidad altamente relacionados con la capacidad patogénica (Cover y Blaser,
1992).

El Lipopolisacarido (LPS) de membrana de H. pylori, es otro mediador de la
inflamacion y respuesta inmune del hospedero, debido a la activacion de células
fagociticas, endoteliales, epiteliales y linfocitos (Innocenti, 2001; Portal-Celhay y Perez-
Perez, 2000).



Durante la fase inicial aguda de la infeccion existe una intensa proliferacion
bacteriana e inflamacion gastrica aguda que es detonada por los factores de virulencia de H.
pylori, como son la proteina CagA, que induce la producciéon de Interleucina-8 (IL-8) y el
oncogen regulador del crecimiento o (GROa), promoviendo el reclutamiento continuo de
neutrofilos y la extravasacion de liquido en la zona, y el LPS, que también es mediador de
la respuesta inflamatoria aguda (Innocenti, 2001). La proteina VacA genera la formacion de
grandes vacuolas, en el citoplasma de las células epiteliales, que se originan a nivel
perinuclear, lo que provoca un incremento en el volumen del citosol. Por otro lado, el
aumento en la permeabilidad de las células polarizadas tiene como consecuencia la salida
de nutrientes y la induccion de la formacion de canales a través de la bicapa lipidica. La
suma de todos estos procesos genera el dafio celular. Cabe mencionar que las cepas de H.
pylori vacA positivas son mas frecuentes en los individuos que presentan un cuadro de
ulcera péptica, que en aquellos que soélo presentan gastritis cronica (Morales, 2000; Ogura
et al., 2000). De manera adicional, en el proceso inflamatorio también se ven involucradas
las fosfolipasas que hidrolizan a los fosfolipidos de las membranas celulares liberando
lisolectina, la cual, constituye un factor ulcerogénico. Por otro lado, el reclutamiento,
activacion y proliferacion de eosinodfilos y neutrofilos, induce la liberacion de citocinas y
mediadores inflamatorios (como los metabolitos del acido araquiddnico, radicales libres y
factores activadores de plaquetas), lo que provoca una respuesta inflamatoria que lesiona a
la mucosa (Hansen et al., 1999).

Como factores de sobrevivencia, la bacteria posee la enzima superdxido dismutasa,
que es capaz de romper el superdxido producido en los leucocitos polimorfonucleares y
macrofagos, evitando ser eliminada por estas células del sistema inmune del hospedero, y la
enzima catalasa, que la protege contra los efectos dafinos del peroxido de hidrogeno
liberado por los fagocitos (Spilgelhalder ef al., 1993; Hazell et al., 1991).

La infeccion persistente, también depende de la habilidad de la bacteria para
responder a las condiciones del medio y de la respuesta inmune del hospedero.
Helicobacter pylori tiene la tasa mds elevada de recombinacién genética de cualquier
especie bacteriana conocida, sugiriendo que ésta cualidad también le confiere ventaja
selectiva en la colonizacion, siendo esta una de las razones de la alta diversidad entre cada
uno de los aislados (Loughlin ez al., 2003).

2.1.5.-Respuesta del hospedero frente a la infeccion por Helicobacter pylori

Durante su larga coexistencia con los humanos, H. pylori ha evolucionado por
medio de complejas estrategias para mantener una inflamacién moderada en la mucosa
gastrica, limitando la magnitud de la actividad efectora del sistema inmune del hospedero y
evadiéndola.

La respuesta inmune frente a los patégenos bacterianos puede dividirse en innata y
adaptativa. La primera consiste en un proceso inespecifico que responde rapidamente
contra diversas moléculas bacterianas, sefializando el peligro de infeccidén con el objetivo
de matar a la bacteria. En contraste, la respuesta adaptativa es retardada, antigeno-
especifica y permite la activacion de células T- o B- y de memoria mediante la produccion



de inmunoglobulinas (lo que se define como del tipo celular y del tipo humoral,
respectivamente) y es activada por la respuesta innata (Portal-Celhay y Perez-Perez, 2006).

La evasion de H. pylori a la respuesta innata del hospedero se relaciona con la
reduccion en la produccion de oxido nitrico (NO), el cual es un componente clave de
respuesta durante la fase aguda y es un agente antimicrobiano efectivo, producido por los
macrofagos al ser estimulados por la presencia de H. pylori (Nathan y Shiloh, 2000). EI NO
es toxico tanto para las células infectadas como para la bacteria, ya que al ingresar a la
célula inactiva a varias de las proteinas relacionadas con la producciéon de energia, la
transduccion de sefiales y la sintesis de acidos nucleicos, provocando la muerte celular
(Gobert et al., 2001). H. pylori, produce una enzima arginasa que convierte en urea y L-
ornitina a la L-arginina, aprovechando asi la urea generada para neutralizar su entorno
mediante la accidén de la ureasa. Por tanto, la arginasa compite por el sustrato con la NO
sintasa 2 (NOS,) del hospedero, que lo convierte en NO (Ramarao y Meyer, 2001).

Se ha demostrado que H. pylori puede sobrevivir intracelularmente dentro de los
macrofagos, interfiriendo con el efecto de las enzimas lisosomales, de manera similar a
Mycobacterium tuberculosis. Por lo tanto, a pesar de darse una respuesta innata contra la
bacteria, esta no es lo suficientemente efectiva para eliminar la infeccion (Allen et al.,
2000; Ramarao et al., 2000).

Otro punto importante es que el LPS de H. pylori, a diferencia del de otras bacterias
Gram negativas, es hasta 1000 veces menos inmunogénico para la activacion de
macrofagos, sugiriendo un proceso de presion selectiva para minimizar la actividad pro-
inflamatoria, y asi poder permitir la colonizacion y persistencia de la infeccion, sin que la
bacteria se elimine (Rietschel et al., 1987).

Por otro lado, H. pylori al igual que otras a y € proteobacterias posee moléculas de
flagelina, que no pueden ser reconocidas por el hospedero ya que el patrén de aminoacidos
en su secuencia permite la evasion del reconocimiento, por parte de los receptores de tipo
accesorio 5 (TLRYS) (Perez-Perez et al., 1995). Sin dejar de mencionar, que también se han

observado mutaciones compensatorias para preservar la motilidad bacteriana (Andersen et
al., 2005).

Helicobacter pylori, ademas de sobrevivir a la respuesta inmune innata, también ha
evolucionado para enfrentar la respuesta adaptativa y es capaz de bloquear la proliferacion
de células T- dependiente de antigenos, mediante la produccion de VacA, ya que actua
como inmunomodulador, interfiriendo con la via de sefalizacion de IL-2 (Boncristiano et
al., 2003). Otro estudio propone la posibilidad de que el efecto inmunomodulador involucra
la interaccion directa con las células T- (Gebert ef al., 2003). También se ha propuesto que
VacA interfiere con la presentacion de antigeno, mediada por el complejo principal de
histocompatibilidad IT (MHC II) (Molinari et al., 1998).

Adicionalmente, la plasticidad del genoma de H. pylori contribuye a la persistencia
de la bacteria en la mucosa gastrica, a través de todo el proceso de induccion inefectiva de
las diferentes respuestas del sistema inmune del hospedero (Robinson et al., 2005).



2.1.6.-Prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori

Helicobacter pylori es causante de una de las infecciones mas frecuentes, con una
prevalencia mundial promedio del 50 %. Por lo general, la infeccion se adquiere durante los
primeros afios de vida y tiende a persistir indefinidamente a menos de que sea tratada. La
prevalencia se incrementa en la edad adulta y se correlaciona con el nivel socioecondémico,
principalmente con las condiciones de vida durante la infancia, higiene y saneamiento, las
cuales varian marcadamente alrededor del mundo. Por lo que, la prevalencia de la infeccion
de H. pylori muestra una gran variacion geografica (Malaty et al., 1994). En el caso de los
paises en desarrollo, mas del 80 % de la poblacion adquiere la infeccidon por esta bacteria a
edad temprana (Perez-Perez et al., 2004), mientras que en paises industrializados, solo el 40
% de la poblacion estd infectado y la proporcion es menor en nifios y adolescentes, que en
adultos y personas mayores (Mitchel, 2001; Pounder y Ng, 1995).

Es muy alta la probabilidad de que H. pylori haya infectado el estbmago humano
desde los inicios de la existencia del hombre actual (Linz et al., 2007). Se ha determinado
la presencia de antigenos de H. pylori en la materia fecal de humanos momificados,
asociando al hombre con la bacteria por mas de 3000 afios (Allison et al., 1999).

Para México se reportd una frecuencia global de infeccion del 66 %, de acuerdo con la
encuesta nacional que utiliz6 serologia, como método de escrutinio, en poblacion abierta en
1998, Los resultados positivos se incrementaron en proporcion directa a la edad, y resultd
ser mayor del 80 % en personas de 26 afios o0 mas (Torres et al., 1998). Asi mismo, en el
tercer consenso mexicano sobre H. pylori, realizado en 2007, se identificd que la infeccion
por esta bacteria se presenta en el 90 % de personas con cancer gastrico, en el 85-90 % de
sujetos con Ulcera péptica y en el 51-80 % de enfermos con cuadro de gastritis (Sobrino et
al., 2007). Por otro lado, se ha observado que en algunas regiones consideradas de mayor
riesgo, como son las zonas altas del estado de Chiapas, se presenta alta incidencia de cancer
gastrico asociado a la bacteria en los grupos indigenas (Molhar et al., 2002). Mientras que
en otros estados, como Morelos, se tiende a la disminucién de la proporcion de sujetos
infectados en diferentes grupos de edades, al parecer esta tendencia se debe tanto a
componentes genéticos como al grado de urbanizacion y calidad del agua potable (Torres et
al., 2005).

2.1.7.- Patologias asociadas a la infeccion por Helicobacter pylori

La infeccion por esta bacteria es el agente etiologico principal de distintas
patologias del tracto digestivo superior, y esta catalogada como un factor de predisposicion
para el desarrollo de cancer gastrico (Atherthon, 2006). A pesar de la elevada prevalencia
de la infeccidn, un gran porcentaje de los individuos infectados no muestra sintomatologia
clinica detectable, mientras que otros, si desarrollan alguna patologia. (Stewart y Ackroyd,
2011; Kusters et al., 2006).

Actualmente se ha establecido que las principales enfermedades asociadas a H.
pylori son: gastritis aguda, gastritis cronica, gastritis cronica atrofica, Ulcera péptica,
metaplasia intestinal, displasia epitelial gastrica, cancer géstrico y linfoma de tejido linfoide
asociado a mucosa (tipo M. A. L. T.), (Ernst y Gold, 2000).
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La infeccion por H. pylori no siempre implica una respuesta sintomatologica en el
hospedero, pero si el riesgo de desarrollar alguna patologia, tal que, los individuos
infectados por la bacteria tienen entre un 10 a 20 % de riesgo de desarrollar ulceras, y del 1
al 3 % de riesgo de desarrollar cancer gastrico (Ernst y Gold, 2000; Kuipers, 1999; Kuipers
et al., 1995). Por lo que la OMS desde 1994, a través de la Agencia Internacional para la
Investigacion del Céncer catalogd a H. pylori como agente carcindgeno tipo I.
Considerando lo anterior, se han planteado diversos criterios para su erradicacion.

El desarrollo, tipo y gravedad de los trastornos gastrointestinales derivados de la
infeccion por H. pylori, depende principalmente de las caracteristicas inherentes al genotipo
de la cepa bacteriana, de la fisiologia, genética y habitos (dieta, ingesta de alcohol y
tabaquismo) del hospedero.

2.1.8.- Terapias actuales contra Helicobacter pylori

Una vez que las enfermedades anteriormente descritas se han desarrollado, es
necesario erradicar a la bacteria, para lo cual se recurre al tratamiento conocido como la
triple terapia, que consiste en la prescripcion de dos antibidticos como la amoxicilina,
claritromicina, metronidazol o tetraciclina, y un inhibidor de la bomba de protones (IBP)
durante una o dos semanas. Este tratamiento tiene un 80% de efectividad, por lo que para
los casos en que la bacteria no sea erradicada se prescribe la terapia cuddruple, integrada
por dos antibidticos diferentes a los indicados en la terapia triple, un IBP y sales de bismuto
por una o dos semanas, lo que eleva las posibilidades de erradicar a la bacteria hasta en un
95%.

Otras terapias utilizadas son la secuencial, la terapia dirigida por susceptibilidad y la
terapia de rescate donde se emplean nuevos antimicrobianos, tales como la levofloxacina,
rifabutina y furazolidona (Vakil y Megraud, 2007; Vakil, 2006).

A partir del establecimiento de H. pylori como el agente infeccioso causante de la
gastritis, esta bacteria ha sido sujeta a una intensa investigacion en diversos campos.
Muchas de estas investigaciones estan encaminadas a la blusqueda de la terapia mas
adecuada y actualmente se tienen resultados aceptables, combinando el uso de antibidticos
con antiacidos como sucralfato, omeprazol y sales de bismuto (Torres et al., 1998).

A pesar de que H. pylori es sensible a una amplia gama de antibidticos in vitro, no
lo es in vivo (Mobley et al., 2001). No obstante, estas combinaciones no siempre son
exitosas, principalmente porque las bacterias han desarrollado resistencia a los antibioticos
ya existentes, y porque frecuentemente estas terapias producen efectos secundarios
perjudiciales para el organismo, sin dejar de mencionar el alto costo de las mismas para el
grueso de la poblacion (Wolle y Malfertheiner, 2007).

De ahi que siga latente la necesidad de continuar con la busqueda de nuevos
compuestos que sean activos frente a H. pylori. En este sentido, los productos naturales
representan una fuente potencial para el hallazgo de los mismos (Castillo-Judrez et al.,
2009; Ankli et al., 2002).



2.1.9.- Desventajas de las terapias actuales contra Helicobacter pylori

La eficacia de la triple terapia estandar ha disminuido significativamente a nivel
mundial, debido principalmente a la creciente prevalencia de la resistencia primaria a los
antibidticos, como consecuencia del empleo excesivo de macrélidos, quinolonas,
amoxicilina y nitroimidazoles. Por lo tanto, tratar la infeccion por H. pylori en la practica
clinica se ha tornado progresivamente mas dificil. Cada vez son madas frecuentes los
pacientes que requieren mas de dos regimenes terapéuticos, y hasta ahora se han obtenido
mejores resultados con la terapia secuencial o la dirigida por susceptibilidad (De Francesco
etal., 2012).

Otros puntos importantes referentes a las terapias, por un lado son los elevados
costos y por otro la disciplina por parte del paciente para cumplir cabalmente con el
esquema de tratamiento. Este ultimo punto es crucial para evitar el desarrollo de resistencia
bacteriana, la recrudescencia de la infeccion y sobre todo, para alcanzar la resolucion de la
patologia en cuestion, evitando asi, la posibilidad de futuras complicaciones (Graham y
Fischbach, 2010).

Hasta no contar con moléculas novedosas para tratar la infecciéon o con una vacuna
para prevenirla, las alternativas de tratamiento en la practica clinica continuaran basandose
en las terapias ya disponibles, y se sujetaran a cambios en los sesgos marcados por la
resistencia frente a los antibidticos, acotdndose cada vez maés las opciones. Por lo que se
requiere de una innovacion terapéutica, que integre el empleo de coadyuvantes para
disminuir los efectos secundarios de las terapias (irritaciéon estomacal, vomito, diarrea,
debilidad y alteraciones en el sentido del gusto, entre otras). Los productos naturales con
actividad gastroprotectora o citoprotectora, podrian reducir algunos de los efectos
secundarios y favorecer el cumplimiento de la terapia anti-H. pylori por parte del paciente.
A pesar de que existen avances referentes a varios productos naturales con actividad
gastroprotectora, las interacciones entre las terapias para erradicar a H. pylori y los
productos naturales atin permanecen sin validacion cientifica.

2.1.10.- ;Cudndo es recomendable erradicar a Helicobacter pylori?

Se ha propuesto que la infeccion cronica por H. pylori podria ser benéfica, al limitar
el desarrollo de otras patologias, lo cual sugiere que la bacteria es de hecho un anfibionte;
una especie microbiana que funciona como patdégeno o simbionte dependiendo del contexto
especifico (Blaser et al., 2008).

No obstante la gran prevalencia de la infeccion por H. pylori se ha establecido que
la bacteria no siempre debe ser eliminada. Bajo el marco de la conferencia Consenso de los
Institutos Nacionales de Salud Estadounidenses, se considerd que los casos de individuos
infectados sin manifestaciones clinicas detectables, son mayoritarios en relacion con los
que desarrollan alguna patologia, por lo que se acordo erradicar a H. pylori s6lo en casos de
ulcera péptica (gastrica o duodenal) complicada o no, linfoma géstrico tipo M.A.L.T., en
algunos casos de gastritis cronica activa y en pacientes con cancer gastrico. (Malfertheiner
et al., 2012; Blaser, 1992, 1997, 1998, 1999).
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2.2.- Gastritis y ulcera péptica; como problema de salud publica

La gastritis y la ulcera péptica son de las patologias mas comunes del tracto
digestivo superior que afectan a un gran porcentaje de la poblacion mundial, con una
acentuada morbilidad sobre la poblacion adulta y de la tercera edad. Generan un fuerte
impacto econdmico tanto en servicios de salud como en medicacion. Sin dejar de lado que
también constituyen una causa importante de mortalidad. Los dos factores mas importantes
que contribuyen al desarrollo de estas patologias son la infeccién por H. pylori y el uso de
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), (Makola et al., 2007).

En M¢xico, durante la ultima década, los casos de gastritis se han incrementado
significativamente. Por lo que, a partir del 2003, se tomo6 la decision de incluir a este
padecimiento entre los nuevos casos bajo vigilancia epidemiologica y de registro
obligatorio para instituciones publicas, ocupando el quinto lugar de frecuencia en este
grupo de patologias (Armenta, 2005). El problema es mas evidente cuando se correlacionan
estas patologias con los elevados indices de infeccion por la bacteria H. pylori (Torres et
al., 1998) y el elevado consumo de AINES (Armenta, 2005).

Dentro de las patologias del tracto gastrointestinal, la tlcera péptica es una de las
mas relevantes debido a su incidencia a nivel mundial. Se estima que cerca del 20 % de la
poblacion mundial sufre de tlcera péptica en alguna etapa de su vida, lo que se ve reflejado
en un impacto econémico debido a su morbilidad y al costo de su tratamiento. Los factores
que pueden predisponer la aparicion de una tlcera péptica son muy variados, y van desde el
estrés, la dieta, el consumo de tabaco y alcohol, hasta la administracion de algunos
farmacos (Bucciarelli y Skliar, 2007). Sin embargo, cerca del 80 % de los casos de tlcera
péptica se asocian a la presencia de H. pylori. El 20 % restante esta relacionado en su
mayor parte con el consumo de AINES (Atherton, 2006).

La Secretaria de Salud de México y el sistema nacional de vigilancia
epidemioldgica, a través del sistema unico de informacion, reportd para el 2010 que los
casos de gastritis, Ulcera péptica y duodenitis ocupaban el cuarto lugar dentro de las veinte
principales causas de enfermedad. Para el afio 2008, la incidencia por cada 100,000
habitantes de sexo femenino fue de 2,270 casos y para el masculino de 1,238 casos, con un
comportamiento epidemioldgico ascendente.

2.3.- Descripcion de la gastritis y de la ulcera péptica

Cuando se genera un desequilibrio, entre los factores agresivos y de defensa de la
mucosa gastrica, se presentan diversos trastornos que pueden afectar al estomago, al
esofago o al duodeno, como son el reflujo gastroesofagico, la gastritis, la tlcera péptica y la
duodenitis (Waldman y Terzic, 2010). La gastritis se refiere a una inflamacién en la mucosa
gastrica. Dependiendo de las caracteristicas propias de la inflamacion puede dividirse en
gastritis aguda o crénica. La ulcera péptica se clasifica por su ubicacion como géstrica o
duodenal. Los intereses del presente trabajo de tesis se enfocan en la gastritis y la tlcera
péptica. En el apéndice A se pueden consultar los aspectos basicos de anatomia, histologia
y fisiologia del estomago.
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2.3.1.- Gastritis aguda

La gastritis aguda es generada por procesos inflamatorios en la mucosa y
submucosa gastrica, causada principalmente por la infeccion por H. pylori, o por
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), consumo excesivo de alcohol, tabaquismo,
estrés, etc., y se resuelve en corto tiempo.

Cuando se adquiere la infeccion por H. pylori, 1a bacteria penetra a través de la capa
de moco del estdbmago y se multiplica en la proximidad cercana a las células epiteliales
superficiales (Dixon, 2001).

La colonizacion se inicia en el antro gastrico, debido a que en ese sitio no existen
células parietales que secreten acido (Innocenti, 2001; Gur et al., 1999; Lee et al., 1995).
En esta fase inicial aguda de la infeccion existe una intensa proliferacion bacteriana e
inflamacion géstrica aguda, que es detonada por los factores de virulencia de H. pylori,
como son la proteina CagA y el LPS, que promueven el reclutamiento continuo de
neutrdfilos y la extravasacion de liquido en la mucosa géstrica infectada. Adicionalmente,
puede desarrollarse hipoclorhidria, y disminucion de acido ascérbico en el jugo gastrico.

2.3.2.- Gastritis cronica

La gastritis cronica es la inflamacion del revestimiento del estdbmago, que se
presenta gradualmente y persiste durante un tiempo prolongado. A diferencia de la gastritis
aguda se caracteriza por el arribo de linfocitos y células plasmaticas a la mucosa, en
respuesta a la alta produccion de citocinas durante un periodo prolongado. Est4 asociada a
la atrofia de la mucosa y metaplasia intestinal, pero sin provocar erosiones. Este tipo de
gastritis puede ser provocada por infeccion cronica de H. pylori, consumo de alcohol,
tabaquismo, etc. (Kumar, et al., 2005).

La proliferacion de linfocitos B y su posterior diferenciacion en células plasmaticas
producen la sintesis de inmunoglobulina M y anticuerpos, que amplifican la reaccion
inflamatoria.

Cuando H. pylori persiste, se da una segunda fase de defensa de linfocitos B con la
produccion de células plasmaticas en los foliculos linfoides y la sintesis de
inmunoglobulina A.

Si continua la infeccion, el cuadro evoluciona a un nivel de dafio mayor (Dixon,
2001), denominandose gastritis cronica atrofica. En este tipo de patologia se observa
adelgazamiento de la mucosa con disminucién de glandulas y disfuncionalidad de las
glandulas remanentes, infiltracion linfocitaria y plasmocitaria, acompafiada de neutrofilos,
en todo el espesor de la lamina propria.

La alteracion de la estructura y la pérdida del tejido glandular, provocan la ausencia

de produccion de moco y de sustancias elementales como enzimas y la hormona gastrina,
componentes indispensables para mantener la funcionalidad de la mucosa (Dixon, 2001).
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2.3.3.- Ulcera péptica

La ulcera péptica es una alteracion en la integridad de la mucosa gastroduodenal. Se
produce por un desequilibrio entre los mecanismos de defensa y los factores que pueden
dafiarla. Se caracteriza por una disrupcion puntual e inflamacién activa (Syam et al., 2009),
que genera una lesion benigna (5 mm) de la mucosa gastrica o duodenal, la cual se extiende
desde la muscularis mucosae hasta la submucosa o zonas mas profundas. Ocurre en algin
sitio donde el epitelio de la mucosa se encuentra expuesto a algiin agente dafiino, como el
acido gastrico o la pepsina (Andrade et al., 2007). Lo mas comun es que se encuentre en la
curvatura menor del estdmago, denominandose ulcera gastrica, o en el duodeno,
denominandose ulcera duodenal (Kumar, et al., 2005). También se produce dafo vascular,
que origina isquemia de la mucosa, disminucién en el aporte de nutrientes y la formacion
de radicales libres, que como consecuencia, producen necrosis en el tejido y promueven
una respuesta inflamatoria (Tarnawski, 2005). Dentro de las causas que originan a la ulcera
péptica se encuentran la infeccion por H. pylori y la administracion de AINES (Kumar, et
al., 2005).

Normalmente, H. pylori no coloniza el duodeno, sin embargo, se estima que del 10
al 15 % de las personas infectadas por la bacteria desarrollan tilcera duodenal, presentando
una elevada liberacion de gastrina en la mucosa antral, y como consecuencia, un
incremento en la secrecion de acido. De manera adicional, la adherencia de H. pylori a las
células epiteliales de la mucosa gastrica desencadena un cuadro inflamatorio crénico, que
incrementa el recambio de las células epiteliales y la apoptosis (Waldman y Terzic, 2010;
Logan, 2001).

La mayoria de los casos de tlceras duodenales ocurre entre los 20 y los 50 afios de
edad, mientras que, las tlceras gastricas se presentan en pacientes mayores de 40 afios. Por
otro lado, se estima que cerca del 90 % de las ulceras duodenales, y entre el 70 y el 90 % de
las ulceras géstricas son generadas por una infeccion por H. pylori (Waldman y Terzic,
2010).

La administracion de AINES, como son la aspirina o la indometacina, pueden
inducir la formaciéon de la ulcera al inhibir la sintesis de prostaglandinas. Dentro de los
mecanismos de proteccion del tracto gastrointestinal, las prostaglandinas juegan un papel
importante en el mantenimiento de la integridad de la microvasculatura de la mucosa, la
regulacion de la division celular y la secrecion de moco y bicarbonato (Hayllar y
Bjarnason, 1995). Por lo que al inhibir la sintesis de prostaglandinas mediante la
administracion de AINES, se disminuyen los factores protectores y se incrementa la
susceptibilidad de la mucosa gastrica, para sufrir alguna lesion, dando lugar a la formaciéon
de la ulcera (Waldman y Terzic, 2010).

2.4.- Proceso resolutivo de la ulcera péptica
Bajo condiciones normales, el estomago dispone de una serie de mecanismos que lo
protegen tanto de los factores agresivos enddgenos (4cido gastrico, pepsina), como de los

externos (sustancias irritantes, farmacos, etanol), evitando la formacion de lesiones
ulcerosas (Ham y Kauntz, 2007).
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Se considera que la sintesis de prostaglandinas, en particular PGE,, es uno de los
mecanismos de gastroproteccidon mas importantes, ya que incrementa la produccion de
moco y bicarbonato, ademas de promover el recambio epitelial de la mucosa gastrica
(Hatazawa, 2007). El efecto de las prostaglandinas se relaciona estrechamente con el papel
del 6xido nitrico (NO), el cual se encarga de regular el flujo sanguineo, estimular la sintesis
de prostaglandinas y modular la liberacion de moco gastrico (Matsuda, 1999).

Por otro lado, los donadores de grupos sulthidrilo inhiben la adherencia de células
inflamatorias al endotelio vascular, por lo que contribuyen a la resistencia de la mucosa
gastrica y favorecen la vascularizacion, ademés de neutralizar a las especies reactivas de
oxigeno, abatiendo el dafio gastrico (Demir et al., 2003).

La vascularizacion mayor del estdbmago es controlada por la despolarizaciéon de las
células musculares vasculares, y mediada por la apertura de canales de potasio
dependientes de ATP (Iwata et al., 1997)

El proceso de resolucion es controlado por la expresion de factores de crecimiento,
inducidos por la respuesta inflamatoria al producirse una lesion en la mucosa gastrica, con
el objetivo de regenerar el epitelio de la mucosa. La ulcera péptica es considerada una
lesion inflamatoria, cuyo proceso de resolucion involucra proliferacion celular,
interacciones entre células epiteliales y fibroblastos, angiogénesis, regeneracion y
remodelacion tisular. El complicado y activo proceso de reconstruccion se da a través de la
formacion de tejido de granulacion, el cual toma lugar en la base de la tlcera, de manera
conjunta con el fendmeno de la angiogénesis y el restablecimiento de la arquitectura
glandular. Proceso que se da durante las primeras 48—72 h, mientras que los otros procesos
se activan gradualmente en un periodo de 2 a 14 dias. (Luo et al., 2004).

Las células del epitelio que circundan la base de la tlcera migran hacia esta zona y
se posicionan en el tejido de granulacion (conformado por células de tejido conectivo
proliferante), protegiendo la lesién de los factores agresivos como la pepsina y el acido
gastrico (Luo et al., 2008), dando paso a la formacion de nuevos vasos sanguineos que
restauraran la microcirculacion de la mucosa, y por ende, el aporte de oxigeno y nutrientes.
Posteriormente, el tejido de granulacion es reemplazado por tejido conectivo para la
formacion de una cicatriz (Tarnawski, 2005).

Los defectos en el proceso de regeneracion generan una cicatrizacién inadecuada,
debido principalmente a la abundante produccién de tejido conectivo, desorganizacion en la
microvasculatura y al incremento en la permeabilidad de la mucosa géstrica, abatiendo los
factores defensivos de la misma.

La administracion de AINES, ademas de inducir la formacion de la ulcera, también
retarda la resolucion de esta al disminuir la sintesis de prostaglandinas, también disminuye
la proliferacion celular, la angiogénesis y la maduraciéon del tejido de granulacion
(Schmassmann, et al., 1995). Mientras que la administracion de algunos farmacos como los
antiacidos pueden mejorar la calidad de la resolucion de las tlceras (Tarnawski, 2005).
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2.5.- Modelos experimentales para el estudio de la resolucion de la ulcera gastrica
(UG)

Es de gran importancia contar con modelos experimentales en los que se pueda
estudiar la fisiopatogenia, que se presenta en los humanos, y la respuesta farmacologica en
estudio, ya que este es el primer paso en la busqueda de nuevos agentes que formen parte
de un tratamiento para diversos padecimientos, en este caso, el tratamiento de la ulcera
gastrica. Existen varios modelos experimentales de ulcera géstrica en animales, dentro de
los mas empleados y mejor caracterizados figuran los de induccién por etanol y por acido
acético.

2.5.1.- Modelo de ulcera gastrica inducida por etanol absoluto

El etanol es ampliamente utilizado para inducir la formacion de tlceras en modelos
experimentales con animales. Las lesiones inducidas por etanol estan relacionadas con los
cambios en el flujo sanguineo de la mucosa géstrica. Altas concentraciones de etanol
provocan una disminucion en el flujo sanguineo, al inducir la contraccidon venosa en la
mucosa y una subsecuente dilatacién arteriolar (Masuda, 1995). La administracion de
etanol act@ia aumentando la sintesis de Leucotrieno TC4, lo que provoca cambios en la
microcirculacion de la mucosa como son la estasis y la fuga plasmatica (Peskar, 1986).

El dafo inducido por el etanol estd mediado en gran parte por la produccion de
radicales libres, con lo que se genera un considerable estrés oxidativo, siendo el radical
hidroxilo uno de los agentes mas importantes y el responsable de la patogénesis del dafio
generado en la mucosa gastrica (Mutoh, ef al., 1990). La administracion de etanol también
estd relacionada con una reduccion en la concentracion de grupos sulfhidrilo no proteicos,
lo que incrementa la susceptibilidad de la mucosa géstrica a ser lesionada (Loguercio, et al.,
1993).

2.5.2.- Modelo de ulcera gastrica inducida por dcido acético

Se trata de uno de los modelos de induccién de ulcera mas utilizados por la
comunidad cientifical. En este modelo se realiza una laparotomia y se inyecta acido acético
directamente en la submucosa de la porcion glandular del estomago. Con este
procedimiento se asegura la formacién de tulceras consistentes en tamafio y severidad,
ademds de que, tanto las caracteristicas patoldgicas como el proceso de regeneracion, se
asemejen a las de la mucosa gastrica humana (Okabe y Amagase, 2005).

2.6.- Tratamientos de la lcera péptica

El tratamiento para este padecimiento, basicamente consiste en controlar la
secrecion excesiva de acido géstrico, incrementar la proteccion de la mucosa gastrica y
erradicar a H. pylori, en caso de existir la infeccion. Durante el tratamiento se busca reducir
el dolor, lograr la cicatrizacion de la lesion y evitar recaidas y complicaciones (Sweetman,
2006). Sin embargo, de acuerdo a la gravedad de la tlcera en los pacientes, como parte del
tratamiento se puede llegar a requerir una cirugia (Feldman, et al., 2002).
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El tratamiento de la ulcera péptica se clasifica en dos grandes grupos: los que
ayudan a incrementar los factores propios de defensa de la mucosa gastrica y los que
contribuyen a reducir los factores agresivos, como la hipersecrecion acida. Dentro del
primer grupo se encuentran los farmacos de recubrimiento, como el sucralfato y las sales de
bismuto, la carbenoxolona y los andlogos de las prostaglandinas. El segundo grupo incluye
a los inhibidores de la bomba de protones, a los inhibidores de los receptores de histamina y
los antiacidos.

Sucralfato: Su accion se debe a que, en presencia de acido produce una capa
viscosa que se adhiere a las proteinas de la superficie de la ulcera, favoreciendo su
cicatrizacion. Inhibe la actividad péptica por absorcion de pepsina y de sales
biliares. Su efectividad en el tratamiento de la Ulcera péptica se alcanza a dosis de 1
g antes de los alimentos (Villalobos, et al., 2006).

Sales de bismuto: Forman un quelato con las proteinas que se encuentran en la
superficie de la tlcera, protegiendo a la mucosa de la accion del acido y estimulando
la produccidon de moco. El nivel de cicatrizacion de la ulcera alcanza hasta un 80 %,
tras 4 a 6 semanas de tratamiento. En casos donde la ulcera péptica se asocia a H.
pylori tienen un efecto terapéutico cuando se administran con dos de los siguientes
antibidticos: amoxicilina, tetraciclina, claritromicina, metronidazol, tinidazol
(Villalobos, et al., 2006).

Carbenoxolona: (Acido (3B)-3-[(3-carboxipropanoil)oxi]-11-oxoolean-12-en-30-
oico). Es un derivado sintético del acido glicirrizico, que tiene actividad
antiulcerogénica tanto en modelos animales como en humanos, sin inhibir la
secrecion acida gastrica y facilitando la cicatrizacion (Baron, 1977). Se ha reportado
que la administracion de carbenoxolona reduce la actividad péptica (Henman,
1970), incrementa la secrecion de moco gastrico (Goodier, et al., 1967), la
produccion de prostaglandinas (Takeuchi, et al., 1998) y el flujo sanguineo de la
mucosa gastrica (Guslandi, 1994).

Analogos de prostaglandinas: Se considera que el mecanismo por el cual las
prostaglandinas inhiben la secrecion gastrica es a través de su accion sobre el
sistema adenilciclasa/AMPciclico. Reducen la acidez gastrica en un 80 % y también
inhiben la produccién de pepsina. La administracion de 200 pg de misoprostol
media hora antes de los alimentos y al acostarse, ha demostrado su efectividad en el
tratamiento de la ulcera duodenal, en una proporcion de alrededor del 80 %.
También se ha demostrado el efecto terapéutico del emprostil administrado media
hora antes de los alimentos, con un indice de cicatrizacion del 80 % tras 6 semanas.

Inhibidores de la bomba de protones: Reducen la secrecion de acido gastrico, ya que
inhiben de manera irreversible a la bomba de H" y K'-ATPasa en la membrana de
las células parietales, que son las enzimas responsables de la liberacion de iones
hidroégeno para la secrecion de acido gastrico. Al disminuir la acidez del estomago,
los inhibidores de la bomba de protones también disminuyen la secrecion de
pepsina, con lo que se disminuye aun mas la accion de los agentes agresivos sobre
la mucosa gastrica. Los farmacos mds representativos de este grupo son el
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omeprazol, lanzoprazol y pantoprazol. Los niveles de cicatrizaciéon de la ulcera
duodenal no complicada es hasta del 77% tras 2 semanas de tratamiento (Waldman
y Terzic, 2010).

Inhibidores de los receptores de histamina (H): Actiian disminuyendo, tanto la
produccion basal de acido gastrico como la produccion del mismo estimulada por
histamina, pentagastrina y por la ingesta de alimentos. Los antagonistas de los
receptores de H, son analogos estructurales reversibles de la histamina, la cual es el
principal agente regulador de la secrecion de acido gastrico. Por lo que al impedir la
interaccion de la histamina con su receptor en las células de la mucosa géstrica, se
inhibe su secrecion. Algunos ejemplos de farmacos antagonistas de los receptores
H, son: la cimetidina, la ranitidina y la famotidina. Esta tltima proporciona el mejor
efecto terapéutico. Los niveles de cicatrizacion varian del 75 al 90% tras 4 a 6
semanas de tratamiento (Villalobos, et al., 2006, Waldman y Terzic, 2010).

Antidcidos: Son bases débiles que neutralizan al 4cido clorhidrico, producido por las
c€lulas parietales, formando sales como producto. Al neutralizar el pH gastrico
reducen la actividad proteolitica de la pepsina, la cual actia a pH 4-5. Tienen baja
eficiencia en la resolucion de la tlcera péptica. Se requiere de varias dosis durante
un tiempo prolongado (hasta 6 semanas), dificultando el apego al tratamiento
(Waldman y Terzic, 2010).

2.7.- Plantas medicinales y salud; una vision global

El empleo de plantas medicinales para el tratamiento de padecimientos de la salud,
que van desde los leves hasta incluso algunos graves, se generaliza a todas las poblaciones
del mundo. Un amplio sector de la poblacion continta recurriendo frecuentemente a la
medicina tradicional, antes de consultar a un especialista de la salud. Es tan habitual esta
practica, que el uso y comercializacion irracional de estas plantas, ha llegado a poner bajo
amenaza a varias especies de las mismas o incluso a su extincion (Cragg et al., 2005).

Uno de los objetivos de la investigacion cientifica, sobre las propiedades
medicinales de las plantas, es generar informacion basica de las especies con potencial
farmacoldgico, para explotarlas de forma sustentable, y en el caso de ser factible, promover
el desarrollo de fitomedicamentos (Cragg et al., 2005).

El empleo de plantas, en los sistemas de medicina tradicional de muchas culturas, se
ha documentado extensamente (Schultes et al., 1990). Los sistemas basados en plantas
continuan teniendo un papel esencial en el cuidado de la salud, tal es asi, que la OMS ha
estimado que aproximadamente el 80 % de la poblacion mundial recurre principalmente a
las medicinas tradicionales, para satisfacer las necesidades de salud mas primordiales
(OMS, 2002).

El desarrollo de los primeros farmacos, conocidos como tal tuvieron como fuente

original a los productos naturales, en particular las plantas medicinales, las cuales son por
excelencia la representacion de la medicina tradicional y constituyen un recurso importante

~17 ~



para implementar nuevos planes de salud, combinando tanto el conocimiento popular como
el cientifico (Newman y Cragg, 2012).

Los productos naturales han desempefiado un papel primordial para el desarrollo de
farmacos (Newman y Cragg, 2012; Ji et al., 2009; Harvey, 2008). Mas del 50 % de los
farmacos aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) en su momento fueron
productos naturales o derivados de ellos (Kingston, 2011; Chin ef al., 2006).

Adicionalmente, varios productos naturales han demostrado tener especial
selectividad frente a algunos blancos celulares. Los productos naturales bioldgicamente
activos proveen ligandos selectivos contra blancos relacionados con ciertas patologias y
desplazan las vias relacionadas con las mismas, de un estatus de enfermedad hacia el de la
salud (Clardy y Walsh, 2004).

Los productos naturales constituyen una fuente importante de diversidad quimica
estructural para el tratamiento de distintos padecimientos (Newman y Cragg, 2012).
Actualmente, al menos 119 sustancias quimicas, derivadas de 90 especies de plantas, son
consideradas como farmacos importantes. De estos 119 farmacos, el 74 % fueron
descubiertos como resultado de estudios quimicos, dirigidos al aislamiento de sustancias
activas, provenientes de plantas utilizadas en la medicina tradicional (Arvigo et al., 1993).

El mercado global de las plantas medicinales en el 2006 alcanzo los 62 billones de
dolares, con una tasa anual de crecimiento de entre el 5y 15 %, segliin el Banco Mundial
(Barquero, 2007). Las predicciones para el mercado mundial de los productos naturales, en
el periodo del 2008 al 2013 comprenden un incremento de 19.5 a 32.9 billones de dolares,
con una tasa de crecimiento anual del 11 % (Brinckmann, 2009). Ademés de los fairmacos
derivados de plantas, que comercializa la industria farmacéutica, existe un mercado de
plantas medicinales en expansion, que se venden como suplementos dietarios o “medicinas
naturales o tradicionales”. Si bien, en muchos paises pobres de Africa y Asia las plantas
medicinales son la unica opcidon de tratamiento, en muchos paises desarrollados se han
convertido en una alternativa aceptada (Patwardhan, 2005).

2.8.- Contexto de las plantas medicinales en el México actual

La medicina tradicional y el empleo de plantas medicinales en nuestro pais
representan un vasto cimulo de conocimiento empirico, que los pueblos indigenas nos han
heredado, constituyéndose como una de las bases de nuestra afirmacion cultural, por lo que
se hace necesario reconocer todo su valor ante la sociedad, en un marco cientifico y legal
adecuado a los tiempos modernos.

El consumo de plantas medicinales en México, con fines terapéuticos es muy
comun. De acuerdo a un inventario llevado a cabo por el Instituto Nacional Indigenista
(INI) existen mas de 3500 especies vegetales, de la flora mexicana, que poseen atributos
medicinales y que son ampliamente utilizadas, por un gran sector de la poblacion, para el
tratamiento de diversos padecimientos. Sin embargo, solo a algunas de ellas se les ha
realizado una valoracion farmacolédgica (Argueta et al., 1994).
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A partir del empleo de plantas con fines terapéuticos se generaron remedios
herbolarios, que posteriormente dieron lugar al disefio de algunos fitomedicamentos. El
desarrollo de este tipo de medicamentos, en las ultimas décadas, ha sido un tema de
importancia global, tal es asi, que la Ley General de Salud de nuestro pais reconoce desde
el 7 de mayo de 1997 la existencia de medicamentos y remedios herbolarios. El articulo
224 Fraccion B 111, cita como medicamentos de naturaleza herbolaria a los productos
elaborados con material vegetal o algiin derivado de éste, cuyo ingrediente principal es la
parte aérea o subterranea de una planta, extractos, tinturas, asi como jugos, resinas, aceites
grasos y esenciales presentados en forma farmacéutica, cuya eficacia terapéutica y
seguridad ha sido confirmada cientificamente en la literatura nacional o internacional. Sin
embargo, es necesario establecer una estandarizacion y un control de calidad eficaz y
confiable, que garantice la continuidad de las propiedades fitoquimicas y farmacoldgicas de
tales medicamentos (Pellever, 1993).

Actualmente, un alto porcentaje de la poblacion mexicana recurre al empleo de
plantas medicinales, como una alternativa a los altos costos de los medicamentos alopatas.
De ahi que resulte imperiosa la necesidad de realizar estudios cientificos de estas plantas
medicinales, en aras de garantizar la certeza de sus propiedades terapéuticas y la seguridad
en su consumo, tomando en cuenta, que el porcentaje de los estudios profundos sobre la
actividad farmacologica de plantas medicinales es relativamente escaso, comparado con la
gran diversidad de especies que son empleadas con fines terapéuticos.

2.9.- Las plantas medicinales como fuente de farmacos

La caracteristica que posiciona a las plantas, como fuente potencial de fArmacos, es
el gran numero de moléculas, diversas y complejas que éstas producen con la finalidad de
brindarse proteccion frente a depredadores y adaptarse al ambiente. Estas moléculas tienen
una distribucion restringida en el reino de las plantas, a tal punto, que algunas son
privativas de s6lo una especie o un grupo de ellas, por lo que, muchas veces se utilizan en
botanica sistematica. Tales moléculas se denominan metabolitos secundarios (Jiangyong et
al., 2013; Newman y Cragg, 2012; Rao, 2002; Collin, 2001; Osbourn, 1996).

Los metabolitos secundarios se definen como sustancias que, generalmente no
participan directamente en las funciones vitales de la planta, sino que intervienen en la
mediacion de interacciones fisioldgicas, como por ejemplo en la defensa contra patogenos y
organismos herbivoros (Nugroho y Verpoorte, 2002). Estos metabolitos son de estructura
diversa y tienen una variada distribucion dentro de la planta. Se conocen aproximadamente
155,000 metabolitos secundarios de plantas y hongos, entre los que se pueden citar: fenoles,
alcaloides, terpenos, ligninas, taninos, etc. (Jiangyong et al., 2013; Harbone, 1988; Edwards
y Wratten, 1980; Ruberté y Martin, 1975).

En la actualidad, estos metabolitos corresponden a valiosos compuestos, que ejercen
actividades bioldgicas de diversas aplicaciones, para el tratamiento de padecimientos que
aquejan a la sociedad y que son utilizados como productos farmacéuticos (Rao, 2002).
Estimaciones recientes han establecido que en los paises occidentales, donde la quimica es
la base de la industria farmacéutica, el 25% de las moléculas utilizadas son de origen
natural vegetal (Jiangyong et al., 2013; Graham, 2002).
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2.10.- Plantas medicinales empleadas en el tratamiento de gastritis y ulcera gastrica

En la actualidad, existe una gran cantidad de plantas de uso popular para el
tratamiento de la gastritis y de la ulcera péptica. Cabe mencionar, que generalmente su uso
no es de manera individual, sino que se emplean de manera conjunta formando mezclas.

Antes del descubrimiento de H. pylori, como el principal agente etioldgico de la
gastritis cronica y la ulcera péptica, se creia que estas patologias se debian Unicamente a un
desequilibrio entre los factores defensivos y los agresivos de la mucosa géstrica, causadas
basicamente por el exceso de acidez, el estrés, la ingesta de alcohol, irritantes y algunos
medicamentos. Los estudios de plantas con potencial antiulceroso eran realizados en
modelos de ulceracion producidos por métodos quimicos y fisicos (ligado del piloro, estrés,
administracion de farmacos antiinflamatorios no esteroideos, acido clorhidrico, alcohol,
etc.) (Robert et al., 1979). Ademas, las actividades que se reportaban tenian que ver con
efectos gastroprotectores e inhibidores de la secrecion de acido (Borelli e 1zzo, 2000).

En nuestro pais, se estima que del total de plantas que se emplean y que constituyen
su gran cultura herbolaria, solo el 30 % poseen propiedades para el tratamiento de
padecimientos gastrointestinales (Argueta et al., 1994) y, de manera particular, se tiene
registro de mas de 56 plantas identificadas, para tratar la gastritis y la Ulcera péptica
(Navarrete et al., 2002), que son de los padecimientos mas recurrentes entre la poblacion.
Aunque su consumo es muy generalizado, solo algunas de éstas han sido sujetas a estudios
farmacologicos profundos, a saber: el Cuachalalate; Amphipterygium adstringens
(Navarrete et al., 1998), el Axihuitl; Euphatorium aschembornianum (Navarrete et al.,
1989), la sabila; Aloe vera (Parmar et al., 1986), la Cancerina; Hippocratea excelsa
(Navarrete et al., 1992) y el Huilocuahuitl; Agare monticola (Navarrete et al., 1992). Sin
embargo, a solo unas cuantas de ellas se les han identificado los metabolitos responsables
de su actividad gastroprotectora como es el caso de Amphipterygium adstringens e
Hippocratea excelsa (Navarrete et al., 2002). El enfoque de estos estudios solo contempla
la actividad gastroprotectora de estas plantas, sin tomar en cuenta su actividad anti-H.

pylori.

2.11.- Las plantas medicinales como fuente de terapias anti-Helicobacter pylori

La necesidad de generar nuevas terapias anti-H. pylori, para el tratamiento de las
enfermedades asociadas a la bacteria, sigue vigente y ha generado el interés por explorar el
potencial de las plantas medicinales como una posible alternativa frente a las terapias
actuales, o bien, para integrarlas como agentes coadyuvantes en las mismas.

A raiz del establecimiento de la relacion entre H. pylori con la gastritis y la tlcera
péptica, se dio un cambio radical en el enfoque de los estudios referentes a plantas
medicinales, reportadas etnomédicamente, para este tipo de padecimientos. Tal es asi, que
los nuevos reportes abordan tanto el potencial gastroprotector, como el anti-H. pylori de las
plantas, encontrdndose muchas veces actividad inhibitoria sobre el crecimiento de la
bacteria.
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La busqueda de propiedades anti-H. pylori en las plantas es reciente. El primer
reporte que se tiene es de Cassel-Beraud y colaboradores en 1991, y es a partir de entonces
que este tipo de estudios ha aumentado considerablemente.

A nivel mundial se ha estudiado el efecto anti- H. pylori de varias plantas, tanto de
uso medicinal como comestible, y de las cuales a un gran porcentaje (aprox. 62 %) se les ha
encontrado un efecto directo sobre la bacteria (Castillo-Juarez y Romero, 2007). Pero en
México, no obstante su vasta cultura herbolaria y el gran nimero de plantas con
propiedades medicinales, hasta el afio 2005 no se tenia registro de investigaciones
referentes al tema realizadas por investigadores mexicanos.

Nuestro grupo de trabajo ha contribuido de manera importante a este respecto, de
manera que, para el afio 2013 se ha analizado el potencial anti-H. pylori de alrededor de 55
plantas de uso tradicional mexicano (Escobedo-Hinojosa et al., 2012; Castillo-Juarez et al.,
2009; Castillo-Juarez et al., 2007; Castillo-Juarez y Romero, 2007).

Se plantea que los mecanismos por los cuales las plantas con actividad anti-H.
pylori tienen su efecto, podrian ser cuatro: Actividad preventiva, plantas que se consumen
frecuentemente en la dieta diaria y que posiblemente inhiban la adhesion de H. pylori a las
células epiteliales del estdmago, evitando la colonizacion de la mucosa por la bacteria y la
posterior infeccion persistente (Lee et al., 2006; Nakagawa et al., 2006; Li et al., 2005;
O’Mahony et al., 2005; Lee et al., 2004; Lengsfeld et al., 2004; Shmuely et al., 2004;
Bergonzelli et al., 2003; Lopez-Carrillo et al., 2003; Yee et al., 2002; Burger et al., 2002;
Burger et al., 2000; Zhang et al., 1997; Lopez-Carrillo y Fernandez-Ortega 1995).
Actividad atenuante, probable mecanismo de accion de las plantas usadas tradicionalmente
con actividad anti-H. pylori, mediante la disminuciéon o el retraso del crecimiento
bacteriano, alterando su tasa normal de proliferacion. Este efecto se ha observado a nivel de
extractos (Miyazawa et al., 2006; Murakami et al., 2005; Otsuka et al., 2005; Annuk et al.,
1999). Actividad protectora, Muchos extractos y compuestos son capaces de atenuar el
dafo causado por la infeccion, al disminuir la inflamacién y el dafio a la mucosa. Se ha
reportado que disminuyen el infiltrado de neutréfilos, atentan la expresion o la secrecion de
IL-8, reducen el dafio al ADN, inhiben la muerte celular apoptdtica y favorecen la
proliferacion epitelial. (Murakami et al., 2005; Otsuka et al., 2005; Park et al., 2005; Lee et
al., 2004; Tominaga et al., 2002; Takagi et al., 2000). Actividad inhibitoria del crecimiento,
diversos agentes derivados de plantas presentan este tipo de actividad inhibitoria in vitro,
sin embargo, su actividad in vivo no ha sido evaluada (Castillo-Juérez et al., 2007). No
obstante, los compuestos puros tienen un gran potencial para ser incluidos en la terapia, en
combinacion con otros agentes derivados de plantas o antibioticos comerciales (Kawase y
Motohashi, 2004).

2.12.- Generalidades de Cyrtocarpa procera

El género Cyrtocarpa se encuentra en la familia Anacardiaceae, y estd integrado por
solo cinco especies, que son: C. procera, C. edulis, C. kruseana, C. caatingae y C.
veluntifolia. Las tres primeras se ubican en México y las dos ultimas en Sudamerica
(Fonseca, 2005). De las 5 especies, solamente C. procera cuenta con estudios sobre su
actividad farmacolégica.
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Cyrtocarpa procera Kunth (Anacardiaceae), cominmente conocida como
“chupandilla” es una especie endémica de México, que se distribuye principalmente en
zonas de selva baja caducifolia (figura 3 A).

La corteza de C. procera (figura 3 A y B) se emplea etnomédicamente, en forma de
decoccidn, como agua de uso, para el tratamiento de padecimientos gastrointestinales, entre
los que figuran la gastritis y la tilcera péptica (Canales et al., 2005; Argueta et al., 1994).

Se tiene el registro del uso de esta planta medicinal, desde tiempos prehispanicos, el
cual sigue vigente. Recientemente se ha reportado su uso como adulterante de una de las
especies mas sobrecomercializadas y valoradas en nuestro pais Amphipterygium
adstringens (Cuachalalate), la cual se emplea para el tratamiento de gastritis, ulcera péptica
y cancer gastrico (Hersch-Martinez, 1995; Argueta ef al., 1994).

La eleccion de la planta medicinal C. procera, como objeto de estudio para el
presente trabajo, se realizd con base en el criterio etnomédico, que se apoya en la
investigacion de especies vegetales con el aval del uso tradicional, que se le da en
diferentes regiones de México.

2.12.1.- Descripcion botdanica

Arbol de 6 m de altura o mas; hojas deciduas, densamente pubescentes en ambas
caras, con (5)6 a 8 pares de foliolos de 4 a 7.6 cm de largo, opuestos o alternados unos
sobre otros, obtusos o agudos, raquis ligeramente alado; paniculas de 6 cm de largo; pétalos
blancos o rosas de 3 mm de longitud; fruto pubescente de 2 cm de largo, color amarillo
cuando maduro; la semilla con una o dos celdas (Standley, 1920).

El arbol tiene corteza gris, algo rugosa y no exfoliante, sus ultimas ramas son de
consistencia dura, no se arrugan al secar, generalmente produce inflorescencias en ramas
laterales cortas, rara vez en terminales, los frutos tienen endocarpo duro, de superficie casi
lisa, los opérculos estan perfectamente delimitados de tal manera que, al desprenderse,
dejan una abertura de limites bien definidos, florece entre marzo y mayo, habita en lugares
secos o semisecos (Fonseca, 2005).

2.12.2.- Taxonomia de Cyrtocarpa procera

Reino: Plantae

Phillum: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Sapindales

Familia: Anacardiaceae

Género: Cyrtocarpa

Epiteto especifico: procera

Nombre cietifico: Cyrtocarpa procera Kunth
Autor del nombre: Kunth

Determinador: Dra. Rosa Maria Fonseca Judrez
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2.12.3.- Sinonimia popular

Estado de México: chucum-pum;

Guerrero: coco de cerro, baricoca, copalcojote;
Jalisco: copaljocote, copalcocote, copal, copali;
Michoacan: chucumpuz, chupandia, popoaqua;
Morelos: chupandilla, berraco;

Nayarit: chocote, puei (cora);

Oaxaca: maxacocote, machocote, palo de chupandia;
Puebla: ciruelillo.

2.12.4.- Habitat

Se distribuye en zonas de clima célido, semicalido, semiseco y templado, entre los
600 y los 1100 msnm. Planta silvestre, asociada a bosques tropicales caducifolio y
subcaducifolio, bosque espinoso, bosque mesofilo de montaia, bosques de encino y de
pino.

2.12.5.- Distribucion geogrdfica

Mitchell y Dally (1991), la ubican en los siguientes estados de la Republica
Mexicana: Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Estado de México, Morelos, Guerrero,
Puebla, Oaxaca. Maximino Martinez (1959) y Standley (1920), la reportan desde Jalisco a

Puebla, Oaxaca y Guerrero. Fonseca (2005), reporta ejemplares en Durango, Guerrero,
Jalisco, Estado de México, Michoacéan, Puebla y Oaxaca. (figura 2).

Figura 2. Distribucién geogréfica de C. procera. Las <4 indican los estados en donde se ubica.
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2.12.6.- Antecedentes historicos

Francisco Hernandez (siglo XVI), en Historia Natural de Nueva Espafia, en el
capitulo XLVIII “Del COPALXOCOTL o arbol gomoso que da ciruelas” describe a C.
procera como:

-Arbol con hojas redondeadas, parecidas en la forma a los ciruelos de Espafia, y
fruto como manzanas pequeias, muy dulce, muy astringente, y que destila una baba
sumamente glutinosa; cura esta, untada, las fiebres, y se administra contra las disenterias y
las diarreas. La madera es muy propia para obras de talla y mejor que las demds para
esculpir las imagenes de los dioses, pues ademas de ser docil para trabajarse, no se parte, ni
se pudre, ni se deteriora ficilmente. Tiene la goma sabor a “copalquahuitl”, de donde toma
el nombre. Nace en regiones calidas, y principalmente en las “mechoacanenses”, donde
suele darsele el nombre de “popoaqua”. Copalxocotl: de copal (li), incienso, y xocotl,
ciruela. Ciruela del copal, o ciruela que huele a incienso-.

Maximino Martinez (1969), en “Las plantas medicinales de México” hace una
revision de la obra, de Francisco Ximénez, (Siglo XVII) “Los cuatro libros de la
Naturaleza” donde menciona:

-El meollo de cuesco es suave al gusto y untandose con ¢€l, el cuerpo, es bueno para
curar la lepra. Nace en Tlaquiltenango (Morelos), que es en el Marquesado-.

Asi como también la de Francisco Herndndez (Siglo XVI) “Historia Natural de
Nueva Espafia” que menciona:

-Vulgarmente se usan las almendras al interior para curar la lepra-.
Segun Standley (1920):

La madera es suave y rojiza con un fuerte aroma y se emplea para elaborar
recipientes, labrar pequefias imagenes y otros articulos.

Las cabras gustan de comer sus hojas.

El fruto es comestible, amarillo, carnoso, resinoso y con sabor acido.

En Jojutla; Morelos, el fruto se conoce como “berracos” y “chupandias”.
Las semillas se emplean para alimentar a los cerdos.

Localmente se usa tomada internamente para tratar la lepra.

La corteza se usa como sustituto de jabon.
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2.12.7.- Uso medicinal

La baba del fruto untada se emplea para mitigar la fiebre, y se administra contra las
disenterias y las diarreas.

La corteza es la parte de la planta que mas se utiliza. Se usa cominmente en el
Estado de México para resolver trastornos del aparato digestivo, tales como gastritis, ulcera
péptica, diarrea rebelde y disenteria.

Preparada en cocimiento junto con cuachalalate (4. adstringens) se emplea para
lavar heridas y llagas, y para lograr una cicatrizacion mas rapida; administrada por via oral,
se usa para curar las Ulceras y quitar el dolor de cintura en Nayarit.

En Michoacdn se recomienda masticarla para curar el dolor de muelas y la tos.
También se refiere util para disminuir la fiebre y contra la lepra. Se le atribuyen
propiedades afrodisiacas y astringentes.

Para el tratamiento de la diarrea o soltura: se cuece un puiiito de la cascara en 1 litro
de agua y se toma como agua de uso, durante cuatro dias o el tiempo necesario.

En Jojutla; Morelos, se toma la almendra de la semilla para tratar la lepra.
En Tlalquiltenango; Morelos, la almendra de la semilla se unta para tratar la lepra.
2.12.8.- Antecedentes de estudios biologicos y fitoquimicos

Cyrtocarpa procera es una especie que ha sido poco estudiada. A nivel fitoquimico
se ha reportado el aislamiento y la identificacion del esterol B-sitosterol, del triterpenoide o-
amirina y los acidos grasos 1,3-propil-dipentadecanoato, 3-hidroxipropil-9-octadecenoato,
pentadecilbenzeno, eicosilbenzeno, docosano, heptacosano, dotriacontano y 2, 6, 10-
trimetiltetradecano (Rodriguez-Lopez et al., 2006).

En cuanto a estudios farmacologicos, Rodriguez-Lopez et al., (2003) reportan que el
extracto, cloroformo:metanolico 1:1, no tiene efecto espasmolitico en un modelo de
contraccion de ileon de rata, mientras que, Rosas-Acevedo et al., (2011) determinaron una
mejor actividad gastroprotectora, para el extracto metandlico de corteza regenerada, en
comparacion con el de corteza virgen, en un modelo de tlcera aguda inducida por etanol en
rata.

Con respecto a la actividad antibiotica, Canales et al., (2005) reportan la actividad
antibacteriana, de un extracto metanolico, frente a algunas bacterias Gram negativas (Vibrio
cholerae y Shigella boydii) y Gram positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis 'y Bacillus subtilis). Mientras que, Rodriguez-Lopez et al, (2006), no
obtuvieron actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis.

Castillo-Judrez et al., (2009) reportaron la actividad inhibitoria, del crecimiento de
H. pylori, de los extractos acuoso y metanolico de C. procera.
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C

Figura 3. A (arbol) y B (corteza fresca), son imagenes tomadas durante la recoleccion de C. procera
en marzo del 2010 (por Fonseca, Romero y Escobedo-Hinojosa). C, corteza de la recolecta una vez seca y
molida manualmente.
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3.- JUSTIFICACION

Dentro de las causas que inciden sobre la tasa de éxito de las terapias anti-H. pylori
se encuentran:

La resistencia creciente de la bacteria frente a los antibioticos empleados.
La falta de apego al tratamiento por parte del paciente, debido
principalmente a que son terapias complejas y agresivas que producen
efectos secundarios, lo que genera la recurrencia de la infeccion.
El alto costo del tratamiento.

Por lo anterior, contintia vigente la necesidad de encontrar:
Nuevos compuestos anti-H. pylori y
Terapias complementarias para el tratamiento de las enfermedades asociadas
a la bacteria, que contrarresten los efectos secundarios y coadyuven a tolerar

los tratamientos existentes y

Que sean mas accesibles para la poblacion.
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4.- HIPOTESIS

El antecedente etnomédico y los estudios de actividad gastroprotectora y anti-H.

pylori previamente reportados, nos llevan a plantear y tratar de demostrar las siguientes
hipotesis:

Cyrtocarpa procera:
* Posee actividad anti-H. pylori, gastroprotectora y antiinflamatoria.
» Favorece la resolucion de patologias gastricas como la gastritis y la ulcera géastrica.

* Coadyuva en el tratamiento de la gastritis y la Glcera géstrica.
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5.- OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es determinar el potencial de la actividad
anti-H. pylori, gastroprotectora y antiinflamatoria de Cyrtocarpa procera, para el
tratamiento de las enfermedades asociadas a la bacteria.

Para lo cual, se planted dividir el presente estudio en dos fases con los siguientes
objetivos particulares:

Fase 1.- De C. procera obtener:
e (uatro extractos de diferente polaridad:
o hexénico (H),
o diclorometanico (D),
o diclorometanico-metandlico 1:1 (D-M) y
o metandlico (M)

De H, D, D-M y M determinar:
e La actividad anti-H. pylori

e La toxicidad aguda.

e E] efecto gastroprotector

e La actividad antiinflamatoria

Fase 2.- De los extractos que resulten activos de C. procera:

e Obtener cantidad considerable para su estudio.
e Determinar su mecanismo de accion con respecto a la actividad encontrada.

e Reducir su complejidad metabdlica de manera biodirigida por la actividad
encontrada.
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6.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cubrir los objetivos correspondientes a la FASE 1 (figura 4), se empleo la
siguiente estrategia experimental correspondiente al estudio de los cuatro extractos H, D,
DM y M, y asi:

e Determinar la toxicidad aguda y evaluar:
o la actividad anti-H. pylori,
o gastroprotectora
o antiinflamatoria

Con la finalidad determinar los limites de inocuidad de cada extracto e identificar a los
mas activos en cada una de las evaluaciones.

FASE 1 PARA H, D, DM y M

[ OBTENEREXTRACTOS: H D D-M M ]

Evaluar

~

&

Toxicidad Actividad Actividad
Asuda anti-H. pylori antiinflamatoria
D .gl 0 -5000 (ATCC 43504) (Modelo de edema
(Dosis 10 - (Método de dilucién agudo inducido por
Lotk mg/k}g) 1983 en cultivo liquido) ATF en oreja de raton)
(Lorke et al., 1983) (Castillo e al., 2007) (Payé et al., 1993)

N\

AS & )

Figura 4. Estrategia experimental Fase 1. Empleada para el estudio de los cuatro extractos H (hexanico), D
(diclorometanico), DM (diclorometano: metandlico 1:1) y M (metandlico).
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Una vez identificado el extracto metandlico (M) como el de mejor actividad
gastroprotectora, se emple6 la siguiente estrategia experimental, conforme a lo establecido
en los objetivos de la FASE 2 (figura 5), para determinar su posible mecanismo de accion,
toxicidad subaguda y efecto sobre la resolucion de ulcera géstrica.

FASE 2 PARA M

OBTENER EXTRACTO: M

f
Toxicidad subaguda
(10, 100, 1000 mg/kg; 1 dosis/dia)

(100 y 300 mg/kg; 2 dosis/dia)
(modificado de Lorke ef al., 1983)

Indometacina L-Name Glibenclamida

Figura 5. Estrategia experimental Fase 2 para el M. Empleada para el estudio
del M (extracto metanolico). NEM (N-etilmaleimida), L-Name (éster
metilico de la L-nitroarginina).
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Una vez identificado el extracto hexanico como el mdas activo para inhibir el
crecimiento de H. pylori, se empled la siguiente estrategia experimental, conforme a lo
establecido en los objetivos de la FASE 2 (figura 6), para su fraccionamiento biodirigido
por la actividad anti-H. pylori.

FASE 2 PARA H

Cyrtocarpa procera
(corteza)

[ OBTENER EXTRACTO: H ]

Fraccionar de manera biodirigida por la actividad anti-H. pylori (ATCC 43504)
(Método de dilucion en cultivo liquido)(Castillo et al., 2007)

[ Obtener compuestos activos ]

‘b ) 4 )

eterminar: Identificar
CMB mediante
Citotoxicidad* técnicas
Actividad gastroprotectora* espectroscopicas y
\Actividad antiinflamatoria* ) \ espectromeétricas j

Figura 6. Estrategia experimental Fase 2 para el H. Empleada para el estudio del H (extracto hexanico). La
evaluacion de las actividades marcadas con * dependera de la pureza del compuesto y de su rendimiento.
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6.1.- Parte experimental fase 1 para H, D, DMy M

Comprende desde la recoleccion de la corteza de C. procera, la obtencion de cuatro
extractos de distinta polaridad, la evaluacién de los mismos para determinar su inocuidad
bajo administracion aguda, y la determinaciéon de su actividad anti-H. pylori,
gastroprotectora y antiinflamatoria, con el objetivo de identificar a los extractos mas
activos.

6.1.1.- Recoleccion de Cyrtocarpa procera

La corteza fue recolectada en la localidad “el Higuerén,” del municipio de Jojutla;
Morelos. Dos ejemplares del material vegetal recolectado fueron identificados por la Dra.
Rosa Maria Fonseca Juarez y se depositaron en el herbario de la Facultad de Ciencias de la
UNAM con los siguientes nlimeros de catdlogo: 125630 y 125636. El material se secé a
temperatura ambiente, a la sombra y fue molido manualmente.

6.1.2.- Preparacion de los extractos H, D, DM y M

Los extractos se obtuvieron de manera individual, mediante maceracion por 72 h, a
partir de 100 g de corteza seca y molida, empleando un litro de los diferentes solventes:
hexano, diclorometano, diclorometano-metanol (1:1) y metanol. La operacion se repitid
cinco veces y los extractos fueron concentrados in vacuo hasta sequedad para determinar su
peso seco y rendimiento, denominandose en lo sucesivo como: hexédnico (H),
diclorometédnico (D), diclorometdnico-metanolico 1:1 (D-M) y metandlico (M)].

6.1.3.- Animales de experimentacion; cuidados y manejo

Los ratones empleados, a lo largo de todo el presente estudio, fueron provistos por
el bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Ratones macho CD-1 de 20-25 gy 35-
40 g se mantuvieron bajo condiciones ambientales estandar de laboratorio (22 + 2 °C, ciclos
de 12 h luz/oscuridad), y alimentados con dieta Rodent Lab Chow Purina y agua ad libitum.
Todas las condiciones y procedimientos realizados con animales fueron aprobados por el
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la UNAM y en conformidad con la Norma
Oficial Mexicana para el manejo y cuidado de animales (NOM-062-Z0O0-1999), acorde
con las regulaciones internacionales (NIH guidelines), para el cuidado y empleo de
animales de laboratorio. Siempre procurando minimizar el sufrimiento de los individuos,
asi como la reduccion del nimero de los animales empleados durante los experimentos.

6.1.4.- Farmacos, tratamientos y reactivos

Para evaluar la toxicidad aguda y la actividad gastroprotectora en el modelo de
ulcera gastrica aguda inducida por etanol, por cuestiones de solubilidad, los extractos H y D
se resuspendieron en Tween 80 al 10 % en solucion salina isotonica (SSI), mientras que D-
M y M sélo en SSI, para los cuatro casos se obtuvieron suspensiones homogéneas. Para el
modelo de tUlcera gastrica aguda se empled carbenoxolona en SSI como farmaco de
referencia. Todos los tratamientos administrados, via intragastrica, fueron disueltos en un
volumen de 10 mL/kg, independientemente de la concentracion final. Para el caso del
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modelo de toxicidad aguda el volumen administrado nunca excedi6 los 300 pL, y para el
caso del modelo de ulcera gastrica los 400 uL, debido a que el volumen a ser administrado
depende del peso de cada raton. Para el modelo de edema agudo en oreja de raton, se
empled 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (ATF) como agente flogistico, e
indometacina y dexametasona como controles de referencia positivos. ATF, indometacina,
H y D se disolvieron en acetona al 100 %, mientras que D-M, M y dexametasona fueron
disueltos en acetona al 50 %. Los solventes fueron elegidos por la solubilidad de la muestra
y sus caracteristicas de volatilidad, sin que generaran efectos significativos en el ensayo
(determinados experimental y estadisticamente, datos no mostrados). La carbenoxolona,
indometacina y ATF empleados fueron adquiridos en Sigma-Aldrich y la dexametasona
proviene del laboratorio farmacéutico CHINOIN.

6.1.5.- Evaluacion de la toxicidad aguda de los extractos in vivo

La toxicidad de los extractos se evalu6 empleando el protocolo de Lorke (1983).
Este método permite determinar la dosis a la cual los extractos producen el 50 % de
muertes en la poblacidén experimental, lo que se denomina: dosis letal media (LDs).

El experimento consistio6 en administrar, a grupos de tres individuos, via
intragdastrica y por unica vez, diferentes dosis de los extractos: 10, 100, 1000, 1600, 2900 y
5000 mg/kg. Tras la administracion, los animales se mantuvieron durante catorce dias en
observacion, bajo condiciones ambientales estdndar (22 + 2 °C, ciclos de 12 h
luz/oscuridad) con agua y alimento ad libitum, para monitorear cambios de peso y
comportamiento con respecto al grupo control, al cual solo se le administrd solucion salina.
Al final del experimento los animales fueron sacrificados en cdmara de CO; y se realiz6 un
examen macroscopico a los érganos para determinar alteraciones en los mismos.

6.1.6.- Evaluacion in vitro de la actividad anti-Helicobacter pylori de los extractos

6.1.6.1.- Cepa bacteriana y condiciones de cultivo

Para los ensayos de actividad anti-H. pylori se empled la cepa ATCC 43504, debido
a su capacidad de crecer en caldos de cultivo libres de suero fetal bovino (SFB),
sensibilidad a los antibidticos claritromicina y amoxicilina, y resistencia frente al
metronidazol, las concentraciones minimas inhibitorias reportadas en cada caso por el
instituto de estandares clinicos y de laboratorio son: 0.015-0.120, 0.015-0.120 y 64-256
ug/mL respectivamente. Para crecer a la bacteria se emplearon cajas de agar Casman,
suplementadas con 5 % de sangre desfibrinada de carnero y cuatro antibidticos
(anfotericina 2 pg/mL, polimixina B 2.5 pg/mL, trimetoprima 5 pg/mL y vancomicina 10
pg/mL), en una atmoésfera microaerofilica (5 % O, y 10 % CO,) a 37°C.

Cada lote bacteriano fue sometido a los siguientes controles de calidad: morfologia
en la tincion de Gram, pruebas bioquimicas (ureasa, catalasa y oxidasa) y la prueba
molecular de amplificacion de fragmentos de los genes ureA y cagA por PCR tiempo final.
Los cultivos obtenidos se almacenaron a -70°C en caldo Brucella suplementado con 10 %
de SFB (GIBCO BRL) y 10 % de glicerol.
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6.1.6.2.- Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria

La actividad anti-H. pylori, de los extractos, se evalué midiendo la inhibicién del
crecimiento de la bacteria, mediante el método de dilucién en cultivo liquido (Castillo-
Juarez et al., 2007).

El ensayo consistido en crecer un cultivo de la bacteria en caldo Mueller Hinton
suplementado con 0.2 % de ciclodextrina y cuatro antibidticos (anfotericina 2 pg/mlL,
polimixina B 2.5 pg/mL, trimetoprim 5 pg/mL y vancomicina 10 pg/mL), en una atmdsfera
microaerofilica (5 % O, y 10 % CO,) a 37°C y 150 rpm hasta alcanzar la fase exponencial
de crecimiento de la bacteria, lo que equivale a una absorbancia a 600 nm de 0.3 y ~10’
unidades formadoras de colonias (UFC), lo cual fue validado por el conteo de las UFC
obtenidas mediante dilucion en placa de cada uno de los cultivos experimentales.

Para iniciar el experimento se colocaron alicuotas del cultivo, de 1.5 mL en placas
de 24 pozos, y se adicionaron 10 pL de las diferentes concentraciones de los extractos
disueltos en dimetil sulfoxido (250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.81 y 3.6 ug/mL). Cada
condicion se ensayd por triplicado, las placas se incubaron durante 24 h bajo las
condiciones anteriormente descritas, finalizando asi el experimento. Los controles positivos
de referencia empleados fueron: amoxicilina, metronidazol y claritromicina, mientras que el
control negativo fue dimetil sulféxido (0.66 % en la concentracion final), el cual no tiene
efecto alguno sobre el crecimiento de la bacteria. Se tomaron lecturas de absorbancia, tanto
al inicio como al final del experimento.

Para determinar el porcentaje de inhibicion se calculd el porcentaje de crecimiento
de la bacteria, con respecto al control negativo, y posteriormente se determind la CMI, que
es la concentracion minima de los tratamientos a la cual se obtiene el 100 % de inhibicion
en el crecimiento del cultivo. Para validar los resultados del ensayo se realizaron tres
replicas independientes.

6.1.7.- Evaluacion de la actividad gastroprotectora de los extractos in vivo

El efecto gastroprotector de los extractos se determind, empleando el modelo de
ulcera aguda inducida por etanol absoluto en raton, siguiendo la metodologia descrita por
Bucciarelli et al., (2007). Se emplearon ratones macho CD1 de 30-35 g de peso, los cuales
se mantuvieron bajo condiciones ambientales estandar (22 + 2 °C, ciclos de 12 h
luz/oscuridad), 24 h previas al ensayo se les privo de alimento permitiéndose el acceso de
agua ad libitum.

Los ratones fueron distribuidos en grupos de seis individuos y la administracion de
los tratamientos se realizo via intragéstrica, siendo el grupo control negativo quien recibio
el vehiculo [Tween 80 al 10% en SSI o SSI], a una dosis de 10 mL/kg. El grupo control
positivo de referencia fue tratado con carbenoxolona (50 mg/kg), mientras que los grupos
experimentales recibieron el correspondiente extracto, a las diferentes dosis evaluadas (0.1-
300 mg/kg). Después de 1 h, a todos los individuos se les administrd etanol absoluto a una
dosis de 7 mL/kg, transcurrida 1.5 h a partir de la administracion del agente injuriante los
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ratones se sacrificaron en camara de CO,. Los estomagos fueron extirpados e insuflados
con 2 mL de solucion salina y fijados en formol al 2 % durante 2 h.

Cada estomago se abrid por la curvatura mayor, se prens6 entre dos placas de vidrio
y se escaneo. El area de lesion se determin6 con la ayuda del programa imageJ®, donde la
suma de todas las lesiones, halladas en la region glandular del estomago, se denomina
indice de ulcera (IU).

El porcentaje de gastroproteccion se determind empleando la siguiente formula:
% gastroproteccion = IU (control negativo) — IU (tratamiento) X 100
IU (control negativo)

Los resultados obtenidos son el promedio de dos réplicas, los cuales fueron
sometidos a una prueba de normalidad, posteriormente a un andlisis de varianza y a una
comparacion multiple de medias para aislar grupos con diferencia estadisticamente
significativa (p< 0.05).

6.1.8.- Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos in vivo

La determinacion del efecto antiinflamatorio, de los extractos, se realizd bajo el
modelo de edema agudo, inducido por el 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (ATF), en
oreja de raton, acorde a la metodologia descrita por Paya (1993). Se emplearon ratones
macho CDI de 25-30 g de peso, el numero de individuos por grupo experimental fue de 6.

El edema se indujo bajo anestesia general con pentobarbital sodico (3.5 mg/kg, IP),
mediante la aplicacion de 2.5 pg/oreja de ATF, las dosis ensayadas de los tratamientos
fueron las siguientes: para los extractos de 0.5-3 mg/oreja, para los controles positivos de
referencia 0.05 mg/oreja y 0.5 mg/oreja para dexametasona e indometacina,
respectivamente. Como control negativo se administraron los vehiculos: acetona o acetona
50 % (conforme a lo descrito en 6.1.4).

La aplicacion, tanto del agente edematogenico, los tratamientos y los vehiculos, fue
mediante via topica. Inicialmente, a la oreja derecha se le aplico la solucion de ATF (10
uL) e inmediatamente después la solucion de alguno de los tratamientos (20 pL), mientras
que la oreja izquierda recibi6 volimenes iguales, pero del vehiculo correspondiente. Tras 6
h del experimento, los animales se sacrificaron en camara de CO,. Tanto al inicio, como al
final del procedimiento se tomaron mediciones, en la parte distal de las orejas, con ayuda
de un micrometro digital para determinar el espesor del edema, también se obtuvieron
biopsias de 7 mm, al final del experimento, para determinar el peso del edema.

El incremento del peso, o espesor, de la muestra derecha con respecto a la izquierda
representa el edema. El porcentaje de inhibicidon, del edema, se determiné mediante la
siguiente formula:

% inhibicion del edema = EDEMA (control negativo) — EDEMA (tratamiento) X 100
EDEMA (control negativo)
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Los resultados obtenidos son el promedio de dos replicas, los cuales fueron
sometidos a una prueba de normalidad, posteriormente a un analisis de varianza y a una
comparacion multiple de medias, para aislar grupos con diferencia estadisticamente
significativa (p< 0.05).

6.2.- Parte experimental fase 2 Hy M

Los extractos mas activos identificados durante la fase 1 fueron H y M.
Considerando tanto la actividad encontrada como su rendimiento, para el H se llevé a cabo
el fraccionamiento biodirigido por la actividad anti-H.pylori, mientras que para el M se
continud con el estudio de su mecanismo de accion gastroprotector y su efecto resolutivo.
Las metodologias empleadas se describen a continuacion.

6.2.1.- Obtencion a mayor escala de los extractos Hy M

La obtencion de los extractos individuales H y M se realizo mediante el método de
extraccion exhaustiva por maceracion. Para obtener H y M se emplearon 5.9 y 1.5 kg,
respectivamente, de corteza seca y finamente molida. El proceso de extraccion se llevo a
cabo por maceracion durante 72 h en 20 L de n-hexano para el H y en 8 L de metanol para
el M, repitiendo la operacidon cinco veces con el mismo material vegetal. Los extractos
fueron concentrados in vacuo hasta sequedad. El H obtenido se evalu6 para determinar y
corroborar su actividad anti-H. pylori, mientras que el M se evalud para verificar su
actividad gastroprotectora.

6.3.- Parte experimental Fase 2 para el H
6.3.1.- Fraccionamiento biodirigido por la actividad anti-Helicobacter pylori del H

Inicialmente, el H (42 g) se particion6 mediante extraccion liquido-liquido
(Hx:MeOH 1:1), generando las fracciones primarias Fx-Hx y Fx-MeOH.

Posteriormente 36 g de Fx-MeOH fueron sometidos a cromatografia en columna
abierta (CCA) en gel de silice (720 g), empleando el siguiente gradiente de elucion: Hx -
Hx:Dm - Dm - Dm:MeOH (1:1). Este procedimiento permitiéo la obtencion de diez
fracciones secundarias (nomenclatura I > X).

De las cuales la fraccion V (4.6 g) nuevamente fue sometida a CCA en gel de silice
(138 g), con el siguiente gradiente de elucion: Hx —-> Hx:AcOEt - AcOEt ->
AcOEt:MeOH (1:1), generando seis fracciones terciarias (nomenclatura Vi = V).

La fraccidon V,, (3.93 g) se adsorbio en gel de silice (6.0 g) y se purifico mediante
CCA en gel de silice (236 g). La elucion de la columna se 1levo a cabo inicialmente con Hx
y con mezclas de Hx-AcOEt de polaridad creciente, lo que permitio la obtencion de cinco
fracciones principales (F1 = F5).
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La F3 (1.73 g) se adsorbi6 en 3.0 g de gel de silice y se purifico en CCA con 349 g
de gel de silice. La elucion inicial se llevd a cabo con Hx y con cambios graduales de
mezclas de Hx-AcOEt, obteniéndose cuatro fracciones principales (F3.A = F3.D).

La fraccion F3.B (827.7 mg) fue purificada por CCA con de gel de silice (1.24 g), la
cual fue eluida con mezclas de Hx-AcOEt, y como resultado de la separacion se obtuvieron
cuatro subfracciones (F3.B.1 2 F3.B.4).

La subfraccion F3.B.3 (87.7 mg) se purifico en 3.5 g de gel de silice mediante CCA
obteniéndose un aceite incoloro, que en CCF corresponde al sefialado en la fraccion
subsecuente (F3.B.4).

La subfraccion F3.B.4 (719.2 mg) fue purificada por CCA en 21.6 g de gel de silice,
la cual fue eluida con una mezcla de Hx-AcOEt 9:1 y como resultado se obtuvo un aceite
incoloro (nomenclatura MEZ) que se analizé por RMN de 'H.

La RMN se realiz6 en el Instituto de Quimica de la UNAM. Los espectros de RMN
'H y C se llevaron a cabo a 25°C utilizando los espectrometros: Varian Inova 500 (a

500/125 MHz) y Bruker (400/100 MHz). Los espectros se obtuvieron en CDCl; y en
DMSO como disolvente, utilizando tetrametilsilano (TMS) como estandar interno.

6.3.2.- Evaluacion in vitro de la actividad anti-Helicobacter pylori del H

6.3.2.1.- Determinacion de la concentracion minima bactericida del H

Para determinar el efecto del H sobre H. pylori, se evalud su concentracion minima
bactericida (CMB). El procedimiento consiste en cuantificar el nimero de bacterias viables,
a lo largo del crecimiento de un cultivo, en presencia de diferentes concentraciones del
extracto (fijadas a partir del valor de su CMI).

Para lo cual, se monitorea el crecimiento de H. pylori cada 2 h, durante al menos 24
h, mediante el método de dilucién en placa, para poder analizar el comportamiento
inhibitorio y determinar si la tendencia es bactericida o bacteriostatica.

6.4.- Parte experimental Fase 2 para el M

6.4.1.- Evaluacion de la actividad gastroprotectora del M para determinar su posible
mecanismo de accion

Se sigui6 la misma metodologia descrita, para la evaluacion de la actividad
gastroprotectora de los extractos in vivo (6.1.7), con las siguientes modificaciones:

30 min antes de dar el extracto, se administr6 alguno de los siguientes
pretratamientos:

a) Indometacina (10 mg/kg, en 5 mM NaHCO3 en SSI, via subcutdnea) para
evaluar el papel de las prostaglandinas enddgenas,
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b) N-etilmaleimida (NEM) (1 mg/kg, en SSI, via subcutdnea) para evaluar el
papel de los grupos sulthidrilos,

c¢) Ester metilico de la nitro-L-arginina (L-NAME) (10 mg/kg, en solucion
salina, via intraperitoneal) para evaluar el papel del 6xido nitrico endogeno,

d) Glibenclamida (5 mg/kg, en SSI, via intragastrica), para evaluar el papel de
los canales de potasio dependientes de ATP.

Después de suministrar los pretratamientos, los tratamientos se administraron por
via intragastrica: SSI como control negativo, carbenoxolona 50 mg/kg como control
positivo, 6 100 mg/kg del M. Se permitio 1 h de absorcioén y posteriormente se administro
etanol absoluto (7 mL/kg) para inducir las lesiones ulcerosas en la mucosa gastrica. Tras
1.5 h, los ratones se sacrificaron en camara de CO,. El resto del protocolo se sigui6 tal cual
se describid en el punto 6.1.7. Los reactivos empleados en este apartado fueron adquiridos
en Sigma-Aldrich.

6.4.2.- Evaluacion de la toxicidad subaguda del M

La determinacion de la toxicidad subaguda se realizé usando como base el modelo
de Lorke en ratones, con modificaciones y en dos modalidades: en el experimento I), se les
administr6é una dosis del M por dia durante 20 dias (10, 100 o 1000 mg/kg-raton), en el II)
se les administraron dos dosis por dia de 100 6 300 mg/kg-ratoén durante 20 dias.

Las variables registradas diariamente fueron: cambios en el peso corporal,
alteraciones conductuales y de la consistencia general de las excreciones (fecales, urinarias,
mucosas) con respecto a los controles negativos.

Tras el ultimo dia de administracion, cinco ratones de cada grupo fueron
anestesiados en camara de CO, y sacrificados mediante puncion cardiaca, a la sangre
obtenida se le realizO hemograma y bioquimica sanguinea. También se realizaron
observaciones de la morfologia macroscopica de los diferentes 6rganos y se registraron los
pesos de cada uno de los mismos.

Porciones representativas de los o6rganos fueron fijadas en formol amortiguado y
procesados mediante técnicas histologicas para el analisis histopatologico. Los cinco
individuos restantes de cada grupo se sacrificaron 15 dias posteriores al ultimo dia de la
administracion, siguiendo el mismo protocolo anteriormente descrito.

6.4.3.- Evaluacion del efecto resolutivo de ulcera gastrica del M

Una vez descartada la toxicidad subaguda, se realizdo la evaluacion del efecto
resolutivo de la UG sobre el M, para lo cual, se indujo la UG a los ratones mediante la
administracion intragastrica de 7 mL/kg de etanol absoluto, y posteriormente se les
administré el M por 20 dias en dos modalidades: A) una dosis de 100 mg/kg-dia y B) dos
dosis de 100 o 300 mg/kg-dia.
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Para evaluar la resolucion de la UG, mediada por el M, se sacrificaron 6-10
individuos de cada grupo al 5°, 10°, 15° y 20° dia de administracién, y se llevd a cabo el
analisis macroscopico, histopatoldgico e histoquimico de los estdbmagos a lo largo del
ensayo. Al igual que para el ensayo de toxicidad subaguda, las variables registradas
diariamente fueron cambios en el peso corporal, alteraciones conductuales y de las
excreciones con respecto a los controles negativos

6.5.- Técnicas histoldgicas e histoquimicas

La técnica histoldgica se refiere a la serie de pasos que conducen a la elaboracion de
laminillas o preparaciones histologicas. Este proceso lleva a la obtencion de cortes de
organos preparados, adecuadamente, para poder efectuar el estudio microscopico de sus
componentes: tejidos y células (Putt, 1972; Pearse, 1978). Los tejidos, que se sometieron a
la técnica histologica, fueron los estdmagos de los ratones de la evaluacion de
gastroproteccion y resolucion de ulcera gastrica, y los siguientes 6rganos de los ratones del
ensayo de toxicidad subaguda: higado, rifiones, bazo, intestino delgado, colon y estomago.
Para lo cual, inicialmente, fueron fijados en formalina al 10 % amortiguada. La técnica
histologica se realizo en el Laboratorio de Histologia del Departamento de Biologia Celular
y Tisular de la Facultad de Medicina UNAM, en donde se llevdo a cabo el tren de
deshidratacion y los procesos de infiltracion e inclusidon en parafina. Se realizaron cortes
sagitales en micrétomo, de un espesor de 5 um, y posteriormente las tinciones histologicas
o histoquimicas, dependiendo del caso.

6.5.1.- Analisis histopatologico de tejidos

Las variables histopatologicas analizadas para los tejidos, obtenidos de los ensayos
de gastroproteccion y de resolucion de ulcera géstrica, fueron: integridad histica (disrupcion
del epitelio de la mucosa gastrica), infiltrado eritrocitario e inflamatorio, acido peryddico de
Schiff (APS) positividad (presencia de fucsia intenso que denota presencia de moco
neutro), Azul alciano (AA) positividad (presencia de color azul que denota presencia de
moco acido). Para el caso de los tejidos, de los ensayos de toxicidad subaguda, se realizé un
analisis general comparativo sobre tincion de hematoxilina-eosina (H-E), entre los grupos
control y los experimentales para detectar alteraciones.

6.6.- Modelos estadisticos

Los ensayos, para determinar la concentracion minima inhibitoria y minima
bactericida, se realizaron por triplicado con al menos tres réplicas independientes, de las
cuales se calculo el promedio y el error estaindar de la media. Por otro lado, para los
ensayos in vivo (gastroproteccion, antiinflamatorio y resolucion de tulcera gastrica), se
emplearon seis o mas individuos por ensayo y se realizaron al menos dos réplicas
independientes. Los valores se reportan como el promedio + el error estandar de la media.
Se llevo a cabo un andlisis estadistico de varianza de una via (Kruskal-Wallis o ANOVA),
seguido de una comparaciéon multiple de medias de Duncan o de Tukey, para identificar
grupos con diferencias estadisticas.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION
7.1.- Fase 1 resultados referentes a los cuatro extractos H, D, DM Y M:
7.1.1.- Extractos de Cyrtocarpa procera

Con el objetivo de adquirir la mayor informacion posible acerca de los compuestos
contenidos en la corteza de C. procera se obtuvieron cuatro extractos, de distinta polaridad,
teniendo en cuenta que en ocasiones es posible obtener perfiles metabdlicos, bien
diferenciados, gracias a las caracteristicas de polaridad de los solventes. Los extractos de
mayor rendimiento fueron los de mayor polaridad (M =13.2 % y D-M=12.8 %), mientras
que los de menor polaridad generaron rendimientos muy bajos (D=1.07 % y H=0.9 %).
Analizando, los perfiles cromatograficos de los extractos, se observa que el M y el D-M
comparten una amplia region de similitud, sin embargo, en el D-M se observa un mayor
enriquecimiento de compuestos en la zona de mediana a baja polaridad. Por otro lado, el H
y el D también comparten una gran region del perfil, sin embargo, el D contiene una gran
variedad de pigmentos, mientras que el H contiene una mayor concentracion de
compuestos muy apolares, como se observa en la figura 7.

Fase movil: 50 Hx: 30 AcoEt: 19 MeOH: 1 Acido acético glacial
Sulfato cérico amoniacal A =254 nm A =365 nm

Figura 7. Perfiles cromatograficos de los cuatro extractos obtenidos de la corteza de C. procera.
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7.1.2.- Evaluacion in vitro de la actividad anti-H. pylori de los extractos

La determinacion, de la actividad anti-H. pylori, se realizd por el método de
dilucion en cultivo liquido. Los cuatro extractos presentaron buena actividad, con una
concentracion minima inhibitoria (CMI) (H= 7.8, D= 15.6, D-M= 62.5, M=62.5, pg/mL),
menor a la del metronidazol (MIC= 250 ug/mL), uno de los farmacos de referencia mas
empleados contra H. pylori, destacandose notablemente la actividad del H (Figura 8).

El hecho de que los cuatro extractos mostraran actividades sobresalientes, contra H.
pylori, sugiere que compuestos estructuralmente diferentes pueden ser los responsables de
la actividad. Sin embargo, el valor de CMI del H, es indicativo de que esta fraccion
contiene las sustancias mas activas, o bien a mayor concentracion.

+H

: =D
+D-M
+M

+CLARITRO
L ~AMOXI
METRO

50 100 150 200 250

Concentracion (pg/mL)

Figura 8. Actividad anti-H. pylori de los cuatro extractos de C. procera y de los antibioticos de referencia.
(H= extracto hexanico, D= extracto diclorometanico, DM= extracto diclorometano-metanol 1:1, M= extracto
metandlico, METRO= metronidazol, AMOXI= amoxicilina, CLARITRO= claritromicina), cada curva
representa el promedio de tres réplicas independientes por triplicado.
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El efecto de cada uno de los cuatro extractos, sobre el crecimiento de H. pylori, se
muestra en la figura 8. Como puede observarse, la efectividad inhibitoria de todos supera
por mucho a la del metronidazol, ya que del M y del D-M se requiere una concentracion
4.8 veces inferior a la del metronidazol, para lograr el 100 % de inhibicién en el
crecimiento de la bacteria, mientras que para el D esa concentracion es 19 veces inferior y
del H se requiere de una concentracion inferior en dos ordenes de magnitud a la del
antibidtico para conseguir el efecto inhibitorio. Sin embargo, si se compara a estos
extractos con los antibidticos amoxicilina y claritromicina, su efectividad estd muy distante
de superar los valores de MIC.

7.1.3.- Evaluacion de la toxicidad aguda de los extractos in vivo

La determinacion de la toxicidad aguda comprende dos etapas, en las cuales se
administra una dosis unica [Etapa 1 (10,100 y 100 mg/kg); Etapa 2 (1600, 2900 y 5000
mg/kg)] de los extractos, y los individuos experimentales se mantienen bajo observacion
durante 14 dias. Dado que ninguno de los individuos experimentales murio, a lo largo de la
primera etapa, se evaluaron las dosis comprendidas en la segunda etapa, donde nuevamente
ninguno de los ratones murio.

La evaluacion, de la toxicidad aguda mediante el modelo de Lorke, permitid
demostrar que ninguno de los cuatro extractos es letal bajo administracion aguda a las dosis
evaluadas, determinandose que la dosis letal media es mayor a los 5000 mg/kg para todos
ellos. Adicionalmente, los animales no mostraron cambios de comportamiento (ataxia,
hiper o hipoactividad), peso corporal o en la morfologia macroscopica de higado, rifiones,
bazo, pulmones y corazon, con respecto al control negativo.

Considerando que los extractos no son toxicos, bajo administracion aguda, este
primer paso es muy importante ya que el analisis toxicologico, de plantas medicinales, es
vital antes de realizar cualquier estudio farmacologico. Es pertinente mencionar que no se
cuenta con un reporte previo sobre C. procera.

Por otro lado, con el objetivo de realizar posteriormente las evaluaciones
farmacologicas, bajo modelos agudos para determinar el efecto gastroprotector y
antiinflamatorio de los extractos, era necesario garantizar que no fueran letales o generaran
algln signo de toxicidad en los individuos experimentales, los resultados y los criterios de
Lorke clasifican como no téxicos a aquellas sustancias con DLsy mayor a los 5 g/kg. Por lo
que, los cuatro extractos entran en esta categoria.

7.1.4.- Evaluacion de la actividad gastroprotectora de los extractos in vivo

Una vez garantizada la inocuidad de los cuatro extractos, bajo administracién aguda,
se llevo a cabo la determinacion de la actividad gastroprotectora, empleando el modelo de
ulcera aguda inducida por etanol absoluto en raton.

Los resultados mostraron que el H y el M ejercen un efecto gastroprotector
destacable, si se compara con el efecto de la carbenoxolona que es un compuesto puro, con
un maximo de gastroproteccion del 80 % a la dosis de 300 mg/kg y una dosis efectiva
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media de 1.06 y 0.53 mg/kg para el H y el M, respectivamente (figuras. 9 y 10). Para
ambos casos, el efecto observado fue dosis-dependiente, dejando claro, que estos extractos
podrian ser fuentes potenciales de compuestos gastroprotectores. E1 D y el DM, a pesar de
contener un perfil similar al H y al M, respectivamente, quizd contienen ademas otros
compuestos, que posiblemente tengan un efecto antagdnico, sobre los compuestos
gastroprotectores, y que por esta razon la actividad gastroprotectora se abata, o bien que
sean proporcionalmente mayoritarios, diluyendo el efecto, por lo que a las dosis evaluadas,
el efecto ya no se detecta en la misma medida.

Los resultados mencionados se complementaron con un analisis histopatoldgico del
tejido gastrico, con la técnica de hematoxilina-eosina (H-E) e histoquimico con &cido
peryoddico de Schiff (APS) y azul alciano pH 2.5 (AA) para evidenciar, a través de un color
fucsia, la presencia de moco neutro, y de un color azul la de moco 4cido respectivamente.
Ambos tipos de moco se producen frente a un estimulo, ya sea por agentes irritantes o
injuriantes. Sin embargo, el que se produce mayoritariamente es el neutro, sobre todo para
cubrir el epitelio de la mucosa gastrica.

Cabe mencionar, que el estdbmago del raton debe analizarse de la siguiente manera:
esta conformado por dos porciones, la continuacion del es6fago, que se aprecia como un
tejido casi translucido similar a la piel de cebolla, y la porcion glandular, que es la zona
donde se forman las tlceras, y por lo tanto nuestro universo de estudio.

Las observaciones demuestran que la administracion de M y de H abaten el efecto
injuriante del alcohol, ya que en los tejidos se observa la estructura de la mucosa bien
conservada, moderado infiltrado eritrocitario e inflamatorio (figuras 14 B y 15 B) y APS
positividad (13 C y 15 C), lo que se traduce como presencia de moco neutro. Sin embargo,
con el H ademas de APS positividad, también se observa AA positividad (presencia de
moco 4cido), (Figura 15 D), lo que sugiere que es probable que el mecanismo de accion de
ambos extractos pudiera ser diferente, ésta hipdtesis se fortalece si tomamos en cuenta que
se trata de los dos extremos de polaridad y que es muy alta la probabilidad de que
diferentes tipos de compuestos se encuentren contenidos en estos dos extractos.

Es generalmente aceptado que la ulcera gastrica es el resultado de un desequilibrio,
entre los factores agresivos y los factores encargados del mantenimiento de la integridad de
la mucosa, a través de un mecanismo enddgeno de defensa.

El modelo de tulcera aguda, inducida por etanol, se emplea ampliamente en la
evaluacion experimental de la actividad antiulcerogénica. El dafio a la mucosa géstrica,
generado por el etanol, se relacionan con alteraciones en la secrecion gastrica y en la
permeabilidad de la mucosa, deplecion del moco géstrico y produccion de radicales libres
(Bucciarelli et al., 2007). Un candidato para una terapia efectiva, de la ulcera gastrica,
deberia actuar basicamente reduciendo los factores agresivos que dafian a la mucosa
gastrica, o bien, incrementando la resistencia de la misma a través de los factores
defensivos propios de la mucosa gastrica. La administracion del H y del M pareciera
ejercer este ultimo efecto, dado que la histoquimica demostr6 presencia notable in situ de
moco gastrico, en comparacion con el control negativo.
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Figura 9. Curva dosis respuesta del efecto gastroprotector del H. La grafica muestra el indice de tlcera en
mm’ (es decir, el area dafiada, por la injuria del etanol, que se observa en forma de tlceras necrosantes en la
mucosa de los estomagos de los ratones), con respecto a las diferentes dosis administradas del H (extracto
hexanico). También se muestra el efecto del farmaco de referencia positivo CARS50 (carbenoxolona 50
mg/kg) y el del control negativo VEH (SSI) que denota el dafio maximo generado. Las diferencias estadisticas
se determinaron con respecto al control negativo, mientras que las igualdades estadisticas son con respecto a
la carbenoxolona. Cada barra representa el promedio de tres réplicas + error estandar de la media, n >8.
ANOVA (Kruskal-Wallis). Comparacion multiple de medias de Duncan. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. A,

denota igualdad estadistica.
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Figura 10. Curva dosis respuesta del efecto gastroprotector del M. La grafica muestra el indice de tlcera en
mm’ (es decir, el 4rea dafiada, por la injuria del etanol, que se observa en forma de ulceras necrosantes en la
mucosa de los estomagos de los ratones), con respecto a las diferentes dosis administradas del M (extracto
metandlico). También se muestra el efecto del farmaco de referencia positivo CARS50 (carbenoxolona 50
mg/kg) y el del control negativo VEH (SSI) que denota el dafio maximo generado. Las diferencias estadisticas
se determinaron con respecto al control negativo, mientras que las igualdades estadisticas son con respecto a
la carbenoxolona. Cada barra representa el promedio de tres réplicas + error estandar de la media, n >8.
ANOVA (Kruskal-Wallis). Comparacion multiple de medias de Duncan. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. A,
denota igualdad estadistica.
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Figura 11. Estdmago de raton sin tratamiento.

A Apariencia macroscopica. B, C y D,
observaciones microscopicas de secciones
sagitales, de 5 pm de espesor, de la porcion
glandular del estdomago, a amplificaciones de
100X y 400X. B Técnica H-E para apreciacion
histopatologica. C y D Tincion de APS y AA,
respectivamente para analisis histoquimico.

100 X 400 X
100
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100
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100 X 400 X
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Figura 12. Estémago de raton tratado con SSI +
EtOHabs.

A Apariencia macroscopica. B, C y D,
observaciones microscopicas de secciones
sagitales, de 5 pum de espesor, de la porcion
glandular del estdomago, a amplificaciones de
100X y 400X B Técnica H-E para apreciacion
histopatologica C y D Tincion de APS y AA para
analisis histoquimico respectivamente. La flecha
denota una zona de disrupcion del epitelio, con
infiltrado eritrocitario e inflamatorio.

100 X 400 X
100 pm
100 X 400 X
100 pm
100 X 400 X
100 pm
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Figura 13. Estomago de raton tratado con
Carbenoxolona (50 mg/kg) + EtOHabs.

A Apariencia macroscopica. B, C y D,
observaciones  microscopicas de  secciones
sagitales, de 5 pum de espesor, de la porcion
glandular del estomago, a amplificaciones de
100X y 400X B Técnica H-E para apreciacion
histopatolégica C y D Tincion de APS y AA para
analisis histoquimico respectivamente. La flecha
denota una zona de APS positividad, con
produccion de granulos de moco neutro.
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100 X 400 X
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Figura 14. Estomago de raton tratado con M
(300 mg/kg) + EtOHabs.

A Apariencia macroscopica. B, C y D,
observaciones microscopicas de  secciones
sagitales, de 5 pum de espesor, de la porcion
glandular del estomago, a amplificaciones de
100X y 400X B Técnica H-E para apreciacion
histopatologica C y D Tincion de APS y AA para
andlisis histoquimico respectivamente. La flecha
denota una zona de APS positividad, con
produccion de granulos de moco neutro y
apreciable integridad del epitelio.
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Figura 15. Estomago de raton tratado con H
(300 mg/kg) + EtOHabs.

A Apariencia macroscopica. B, C y D,
observaciones microscopicas de  secciones
sagitales, de 5 pum de espesor, de la porcion
glandular del estomago, a amplificaciones de
100X y 400X B Técnica H-E para apreciacion
histopatologica C y D Tincién de APS y AA para
analisis histoquimico respectivamente. La flecha
en C denota una zona de APS positividad, con
produccion de granulos de moco neutro y la
flecha en D AA positividad indicando presencia
de moco 4cido.
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7.1.5.- Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos in vivo

El modelo de edema agudo, inducido por ATF, es ampliamente empleado para
evaluar si los tratamientos experimentales, poseen o no, la propiedad de prevenir la
reaccion inflamatoria en respuesta a un agente flogistico.

Las ventajas de este modelo son que se requieren cantidades pequefias de los
tratamientos, la respuesta es local y la administracion topica evita el proceso de
metabolismo y excrecion.

Los ésteres de forbol, como el ATF, producen irritaciébn cutanea y respuesta
hiperproliferativa con infiltracion de neutrofilos.

Estimulan a la fosfolipasa A;, conduciendo a la liberaciéon de acido
araquidonico, dando lugar a la produccion de prostaglandinas.

En consecuencia, los inhibidores de estas moléculas, como la Indometacina
reducen el edema inducido por ATF (De Young ef al., 1989).

El H posee actividad antiedematogénica y su efecto es dosis-dependiente, con un
maximo de inhibicion del edema del 57 % a la dosis de 3 mg/oreja.

La aplicacion topica del H reduce de manera significativa el edema (p < 0.05)
(figura 16), la dosis efectiva media calculada fue de 1.75 pg/oreja.

El resto de los extractos nunca alcanzaron el 50 % de inhibicion del edema, incluso
a la dosis mayor evaluada, ademas el DM y el M no pudieron ser evaluados, a dosis
mayores a 1 mg/oreja, debido a problemas de solubilidad.

La actividad determinada para el H puede considerarse moderada, si se le compara
con los farmacos de referencia indometacina y dexametasona, los cuales a dosis muy bajas
0.5 y 0.005 mg/oreja, respectivamente, ejercen su efecto antiinflamatorio.

Ningun estudio previo habia reportado la actividad antiinflamatoria del extracto, por
lo que estos resultados son una contribucion importante, acerca del conocimiento
farmacolégico de C. procera.

No obstante, faltaria evaluar el efecto en otros modelos, ya que tal vez mediante

otro tipo de administracion y parametros de evaluacion, posiblemente se observe un mejor
efecto.
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Figura 16. Curva dosis respuesta del efecto antiinflamatorio del H. La grafica muestra el porcentaje de
inhibicion del edema (es decir, la proporcion en que disminuye el edema auricular de los individuos de cada
grupo), con respecto a las diferentes dosis administradas topicamente del H (extracto hexanico). También se
muestra el efecto de los farmacos de referencia positivos Dex0.5 (dexametasona 0.5 mg/oreja) ¢ Indo0.05
(Indometacina 0.05 mg/oreja), y el del control negativo VEH (acetona), que denota el edema maximo
generado. Las diferencias estadisticas se determinaron con respecto al control negativo, mientras que las
igualdades estadisticas son con respecto a la dexametasona y a la indometacina. Cada barra representa el
promedio de tres réplicas * error estandar de la media, n >8. ANOVA (Kruskal-Wallis). Comparacion
multiple de medias de Duncan. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. A, denota igualdad estadistica.
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7.1.6.- Conclusiones de la Fase 1

En la Tabla 1 se muestra un resumen, de todos los resultados obtenidos en esta
primer parte de la Tesis, correspondientes a los objetivos de la fase 1.

El analisis de los resultados, permiti6 concluir que el H posee las 3 actividades
esperadas, sin embargo, una limitante para continuar estudiando a éste extracto es su muy
bajo rendimiento (0.9 %).

Por lo que se planted proseguir su estudio, de manera biodirigida, por la actividad
anti-H. pylori, ya que se requieren cantidades pequefias para realizar las evaluaciones y de
esta manera se puede garantizar la obtencion de al menos un compuesto puro.

Tabla I. Resumen de resultados de la Fase 1 para H, D, DM y M.

ACTIVIDAD
Rendimiento
Extracto
(%o en peso seco) Toxicidad aguda Anti-H. pylori Antiinflamatoria Gastroprotectora
DLs, (mg/kg) CMI (pg/mL) DEs, (mg/oreja) DEs, (mg/kg)
H 0.90 7.81 1.75 1.06
D 1.07 > 5,000 para 15.6 >3 > 300
DM 12.80 | los 4 extractos 62.5 >1 > 300
M 13.22 62.5 >1 0.53

Metronidazol: 250 Dexametasona: 0.05

Controles Positivos de Referencia Claritromicina:0.5 . Carbenoxolona: 0.24
. Indometacina: 0.5
Amoxicilina: 0.05

Por otro lado, el M posee la mejor actividad gastroprotectora, una buena actividad
anti- H. pylori, y sobre todo, un buen rendimiento (13.2 %).

Por lo que se propuso emplear este extracto para continuar con el estudio de
gastroproteccion ya que, en este caso, se requieren de cantidades considerables.

Los resultados, anteriormente mencionados, sirvieron para generar el primer
manuscrito derivado del presente trabajo de tesis (Escobedo-Hinojosa et al., 2012).

Las conclusiones, de esta primer parte, nos permitieron plantear las metas a realizar
sobre la fase 2, es decir, el estudio de los extractos mas activos.
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De C. procera:

» Obtener cantidad considerable del H.
*  Obtener cantidad considerable del M.

Del M:

* Dilucidar su posible mecanismo, de gastroproteccion, bajo un modelo agudo.

* Determinar la toxicidad bajo un modelo subagudo.

* Evaluar el efecto resolutivo, de tlcera gastrica preexistente, bajo un esquema de
administracion subaguda.

* Determinar su efecto sobre la bacteria.
» Realizar el aislamiento, de compuestos puros, de manera biodirigida por la actividad
anti-H. pylori.

De los compuestos aislados del H:

* Realizar la identificacion mediante técnicas espectroscopicas y espectromeétricas.
* Determinar su efecto sobre la bacteria.

Evaluar: citotoxicidad, toxicidad, actividad gastroprotectora y efecto antiinflamatorio; si el
rendimiento lo permite.

7.2.- Fase 2
7.2.1.- Resultados referentes al M:

A partir de 1.5 kg de corteza se obtuvieron 431 g del M, lo que equivale al 28.3 %
de rendimiento en peso seco. Se corroboro el efecto gastroprotector del extracto, mediante
el modelo de tlcera aguda inducida por etanol absoluto en ratén, la DEsy determinada fue

de 0.71 mg/kg-raton, valor muy semejante al obtenido previamente (7.1.4).

7.2.1.1- Mecanismo de accion del M

Son varios los mecanismos que protegen, naturalmente, a la mucosa gastrica
(apéndice A). Para su estudio se dispone de varias moléculas, que actian bloqueando
algunos de los mismos y por lo tanto, se puede determinar si el efecto, del tratamiento
experimental, se relaciona con la participacion de alguno de estos mecanismos.

Dentro de las méas estudiadas y mejor caracterizadas se encuentran: el éster metilico

de la nitro-L-arginina (L-NAME), la indometacina, la N-etilmaleimida (NEM) y la
glibenclamida.
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El objetivo de emplear a estas moléculas, como pretratamientos en el modelo de
ulcera aguda inducida por etanol, es para evaluar la participacion de los siguientes
mecanismos, respectivamente: 6xido nitrico endégeno, prostaglandinas endégenas, grupos
sulfhidrilos y canales de potasio dependientes de ATP.

En la figura 17 se muestran los resultados, del experimento realizado, para
determinar el posible mecanismo de gastroproteccion del M. La grafica presenta el dafo
gastrico generado, expresandolo como indice de tilcera en mm?, con respecto a cada uno de
los tratamientos.

La zona azul se refiere a la validacion, de cada uno de los pretratamientos, la cual se
llevé a cabo en dos pasos: 1) administracion de los pretratamientos y 2) administracion del
agente injuriante (etanol 7 mL/kg).

Cada uno de los pretratamientos aument6 el efecto dafiino del etanol, generando un
incremento significativo, en la magnitud del dafio, con respecto a los individuos que sélo
recibieron solucidn salina seguida de etanol. Mientras que la comparacion multiple de
medias muestra homogeneidad, en el incremento del efecto dafiino, de los pretratamientos.

Por otro lado, se observa el destacable efecto gastroprotector, que ya habiamos
obtenido previamente, cuando se administran 100 mg/kg del M y es estadisticamente
significativo con respecto al vehiculo y a los pretratamientos.

La zona roja demuestra el andlisis, de cada uno de los pretratamientos, con respecto
al M para determinar si su administracion abate el efecto gastroprotector del M, lo cual se
traduce como participacion del mismo en el mecanismo de accion.

El protocolo consiste en tres pasos: 1) administracion de los pretratamientos, 2)
administracion del M (100 mg/kg) y 3) administracion del etanol para inducir la ulceracion.

Los resultados indican que existen diferencias, estadisticamente significativas, entre
la gastroproteccion del M s6lo, y la del mismo con cada uno de los diferentes
pretratamientos, ya que la actividad gastroprotectora, del extracto, disminuyd
significativamente en cada uno de los casos.

La comparacion multiple de medias, entre tratamientos, indica que el efecto
gastroprotector esta relacionado parcialmente, y en magnitud similar, tanto con el papel de
los canales de potasio dependientes de ATP, como con los grupos sulfhidrilo, una
participacion mayor de las prostaglandinas endogenas y del 6xido nitrico.
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etdQl 7 mL/kg). La zona roja, demuestra el analisis a uno de los pretratamientos con respecto al M,
pjra determinar si su administracion abate el efa gastroprotector del M, lo cual se traduce como
participacion del mismo en el mecanismo de accion Wse llevd a cabo en tres pasos: 1) administracion de los
pretratamientos, 2) administracion del agente injuriante (etanol 7 mL/kg) vy 3) administracion del M a una
dosis de 100 mg/kg. En lineas azules y rojas se muestran las comparaciones estadisticas, para determinar el
posible mecanismo gastroprotector del M. VEH (SSI), L-NAME (Ester metilico de la nitroL-arginina),
INDO (indometacina), NEM (N-etilmaleimida), GLIB (glibenclamida), M (extracto metanolico). Cada barra
representa la media + EEM de N > 8. Analisis de varianza de una via, postanalisis de Tukey para comparacion
multiple de medias. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Analisis contra el control se denota en azul y contra el
M en rojo.
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Considerando lo anterior se decidié determinar, si el M también favorecia el
proceso de resolucion de la Ulcera Gastrica (UG), en un modelo in vivo. Para garantizar la
seguridad del M, durante el ensayo de resolucion de UG, se determind en primer lugar su
toxicidad subaguda.

7.2.1.2- Evaluacion de la toxicidad subaguda del M

La determinacion; de la toxicidad subaguda, se realizd usando como base el modelo
de Lorke en ratones, con modificaciones y en dos modalidades: En el experimento I), se les
administr6 una dosis del M por dia por 20 dias (10, 100 o 1000 mg/kg-raton), en el II), se
les administraron dos dosis por dia de 100 o 300 mg/kg-raton durante 20 dias. Tras el
ultimo dia de administracidon cinco ratones, de cada grupo, fueron sacrificados mediante
puncion cardiaca. Los cinco individuos restantes, de cada grupo, se sacrificaron 15 dias
posteriores al tltimo dia de la administracion.

Los resultados mostraron, que la administraciéon del M durante 20 dias consecutivos
a las diferentes dosis y bajo las dos modalidades, no es letal ya que ninguno de los
individuos, de experimentacion, muri6é a lo largo del experimento. Si bien era necesario
descartar la toxicidad subaguda del extracto, para garantizar su inocuidad, para su posterior
administracion en el ensayo de resolucion de Ulcera géstrica, nuestro interés, sobre este
modelo, también iba encaminado a la identificacién de alteraciones, secundarias a la
administracion prolongada de M. Por lo que se realizaron estudios sanguineos, como el
hemograma, que nos indica el conteo sanguineo completo, que es uno de los elementos
diagnosticos basicos en el que se expresan el niimero, proporcion y variaciones de los
elementos sanguineos; como numero de hematies, hematocrito, hemoglobina e indices
eritrocitarios, recuento y férmula leucocitaria y numero de plaquetas y la bioquimica
sanguinea para analizar alteraciones, de algunos metabolitos sanguineos, como glucosa,
colesterol, triglicéridos pero sobre todo de aquellos que son indicativo de modificaciones en
la funcion hepética y renal como las transaminasas, fosfatasa alcalina, bilirrubina, acido
urico y urea.

Los resultados obtenidos, para los ratones sacrificados inmediatamente después del
dia 20 de administracion, no reflejaron alteraciones significativas en ninguno de los
parametros, con respecto a los individuos control. Los individuos experimentales que se
sacrificaron, 15 dias después de la ultima administracion del M, tampoco mostraron
variaciones ni con respecto a los individuos de su grupo, sacrificados previamente, ni con
respecto a los controles. Esto no sélo en términos sanguineos, sino también con respecto al
peso corporal, conducta, morfologia macroscopica y peso de cada uno de los diferentes
organos. La tUnica alteracion, detectable, entre controles y los ratones a los que se les
administré el M fue, el cambio en la consistencia de las heces, durante los primeros dias,
que posteriormente se normalizdé. Con las variables anteriormente descritas, no se
observaron alteraciones significativas con respecto a los controles, e incluso, en el analisis
histopatologico tampoco se observo evidencia de que el M produjera alguna alteracion, con
respecto a los controles, en los 6rganos analizados.
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7.2.1.3- Evaluacion del efecto resolutivo de uilcera gastrica del M

Una vez descartada, la toxicidad subaguda, se realizd la evaluacion del efecto
resolutivo del M sobre la UG.

En primer lugar se indujo la injuria en los ratones, mediante la administracion
intragastrica de 7 mL/kg de etanol absoluto, y posteriormente se les administré el M por 20
dias en dos modalidades: A) una dosis de 100 mg/kg-dia y B) dos dosis de 100 o 300
mg/kg-dia.

Para evaluar la resolucion, mediada por el M de la UG, se sacrificaron 6-10
individuos de cada grupo al 5°, 10° 15°y 20° dia de administracion y se llevd a cabo el
analisis macroscopico, histopatologico e histoquimico a lo largo del ensayo.

La figura 18 representa la reduccion del indice, de tlcera con respecto a cada uno de
los tratamientos, a lo largo del tiempo. Por lo que la grafica se analiza en cuatro zonas,
correspondientes a cada uno de los cuatro tiempos monitoreados (5, 10, 15 y 20 dias)
durante la evaluacion.

Las observaciones, tras 5 dias de administracion, de los diferentes tratamientos
indican que: el M (300 mg/kg; 2 dosis/dia) produce un efecto, de resolucion de UG,
significativo (p< 0.001), reduciendo el indice de ulcera de 47.34 a 23.68 mm®, lo que se
traduce en una reduccion del 49.9 % del area ulcerada, al inicio del tratamiento, mientras
que la carbenoxolona (50 mg/kg; 2 dosis/dia) disminuy6 el indice de ulcera en un 45.2%,
con un nivel menor de significancia (p< 0.05). El resto de los tratamientos produjo una
ligera disminucion del dafio, sin embargo, el valor no fue significativo y el vehiculo no tuvo
efecto alguno.

A los 10 dias, post-tratamiento, el efecto del M (300 mg/kg; 2 dosis/dia) disminuy6
ligeramente a un 47.7% de resolucion de la UG, sin embargo, el nivel de significancia no se
modifico. El efecto de la carbenoxolona (50 mg/kg; 2 dosis/dia) aumento6, tanto en
porcentaje de resolucion de la UG (51.9) como en significancia estadistica (p< 0.01). Hasta
este momento fue que el M (100 mg/kg; 2 dosis/dia) mostrd tener efecto resolutivo con un
39.8 % (p< 0.05). Tanto el efecto de carbenoxolona (50 mg/kg; 1 dosis/dia) como el del M
(100 mg/kg; 1 dosis/dia) se mantuvo, sin ser significativo con respecto a t=0 asi como el del
vehiculo.

Tras 15 dias de administracion se observo, para el M (300 mg/kg; 2 dosis/dia), que
el efecto se mantuvo constante, significativamente y numéricamente se detectd un ligero
incremento en el porcentaje de resolucion de la UG (54.5 %), por otro lado, la
carbenoxolona (50 mg/kg; 2 dosis/dia) incrementd, el efecto resolutivo, en términos
numéricos (62.85 %) y de significancia (p< 0.001). La significancia para el M (100 mg/kg;
2 dosis/dia) se incrementd (p< 0.01), mientras que el M (100 mg/kg; 1 dosis/dia) ya
presentd un efecto numérico (41.3 %) y significativo considerable (p< 0.01). Para el caso
del vehiculo, a pesar de reducir el dafio en términos numéricos, el efecto sigue
considerandose como no significativo.
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Figura 18. Efecto resolutivo sobre la UG del M en las diferentes modalidades. La grafica muestra el indice
de Glcera en mm” (es decir, el 4rea dafiada por la injuria del etanol que se observa, en forma de lesiones
blanquecinas alargadas, en la mucosa de los estomagos de los ratones, ver figura 19, recuadro t=0), con
respecto a las diferentes dosis administradas del M (extracto metandlico). Cada barra representa la media de
dos réplicas + EEM de N > 8. Analisis de varianza de una via, postanalisis de Tukey para comparacion
multiple de medias. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Todas las comparaciones estadisticas se realizarén
contra t=0.
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El analisis de los resultados, tras 20 dias de administracion continua, mostro que los
tratamientos: M (300 mg/kg; 2 dosis/dia) y carbenoxolona (50 mg/kg; 2 dosis/dia)
mantienen constantes los niveles, de significancia, del efecto resolutivo mientras que
numéricamente el valor del primero se incrementa a 61.48 y el del segundo se reduce a
61.82. Para el M (100 mg/kg; 2 dosis/dia) se alcanza un efecto del 52. 3 % de resolucion y
se incrementa el nivel de significancia (p< 0.001). Para el M (100 mg/kg; 1 dosis/dia) se
mantiene constante tanto en efecto como en significancia, y finalmente el vehiculo tiene un
efecto significativo de 31 % con respecto a la reduccion del area ulcerada inicial.

Es de llamar la atencion que, a lo largo de todo el ensayo, el efecto de la
carbenoxolona (50 mg/kg; 1 dosis/dia) no alcanza a ser significativo, tal vez debido a la
dispersion en la respuesta de los individuos experimentales.

El efecto del M sobre la resolucion de la UG, a 20 dias de administracion
consecutiva de 100 mg/kg, tanto en la modalidad A) como en la B), fue favorecer el
proceso de resolucion, en términos de disminucidon del nimero y longitud de las tlceras,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre el control negativo al
tiempo inicial y el M, sin embargo, en la modalidad B), se redujo significativamente el
tiempo de resolucion. Por otra parte, a la dosis de 300 mg/kg del M (solo evaluada en la
modalidad B), ademds de reducirse el tiempo de resoluciéon también se produjo un
incremento significativo, en el efecto resolutivo de la UG, en todos los casos.

Imagenes representativas, de la apariencia macroscopica de los estomagos del
estudio de resolucion de la UG, se muestran en la figura 19 con las siguientes
observaciones:

En primer lugar se muestra un estomago, normal (S/T) sin ningin tipo de
tratamiento, cuya superficie es lisa y presenta las caracteristicas rugosidades gastricas, al
observarse, unos minutos después de extirpado, la zona glandular denota una coloracién
rosada homogénea.

El resto de las imagenes tiene una apariencia opaca, debido a que permanecieron en
contacto con la formalina amortiguada durante un tiempo prolongado.

También se muestra la imagen de un estomago tras 24 h de habérsele inducido la
formacion de UG (t=0), lo que se considera como el tiempo inicial; dado que en este punto
se comenzo con la administracion de los tratamientos,

Las ulceras que se observan difieren con respecto a las del modelo de tlcera aguda
en que, un dia después de la injuria, todas las lesiones necrosantes han perdido su
coloracion café caracteristico, debido al proceso de exfoliacion y del reemplazo del tejido
hemorragico por tejido de granulacion, por lo que ahora, se observan como lesiones
alargadas profundas blanquecinas.

A continuaciéon se muestran los estomagos tratados, durante 20 dias, con los
diferentes tratamientos.
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Se pueden apreciar los cambios, tan notables, entre los estdmagos tratados con el M
(300 mg/kg; 2 dosis/dia) y con carbenoxolona (50 mg/kg; 2 dosis/dia) comparados con el
control (t= 0).

La superficie, de la zona glandular, denota una mejor continuidad del epitelio, con
un numero casi imperceptible de lesiones.

Para los tratamientos M (100 mg/kg; 1 dosis/dia) y M (100 mg/kg; 2 dosis/dia) se
aprecia un efecto resolutivo intermedio, entre los mejores tratamientos y el control (t= 0),
mientras que para carbenoxolona (50 mg/kg; 1 dosis/dia) y el control negativo, tras 20 dias
de la induccion de las lesiones (20-C-), las lesiones se redujeron en muy pequefia
proporcidn con respecto a t=0.

7.2.1.3.1- Andlisis histopatolégico e histoquimico

Previamente, ya se habia determinado que el M sdlo induce produccion de moco
neutro, pero no de moco acido, y que la tincion de APS nos permite visualizar, en la misma
imagen, tanto la integridad y arquitectura tisular como la presencia de infiltrado
inflamatorio, ademads de la presencia de moco neutro.

Por lo que el andlisis microscopico, del proceso resolutivo de la UG con los
diferentes tratamientos, se realizd6 empleando solamente preparaciones histologicas con

tincion de APS.

El andlisis de las iméagenes, por microscopia de campo claro (figuras 20 - 26), se
muestra de la siguiente manera:

En el cuadrante superior izquierdo (A), se ubica la imagen panoramica, del tejido a
un aumento de 200X.

El cuadrante superior derecho (B) e inferior izquierdo (C) corresponden a
magnificaciones (630X) de la imagen panoramica.

El primero para analizar la presencia de moco neutro (color fucsia intenso) y
continuidad del epitelio géstrico, y

El segundo para determinar la presencia de infiltrado inflamatorio, edema y
arquitectura glandular.

El cuadrante inferior derecho es el detalle, de las observaciones histopatologicas e
histoquimicas.

~62 ~



~ 63 ~

Figura 19. Apariencia macroscopica de
los estobmagos, tras 20 dias de
administracion de los diferentes
tratamientos. S/T [sin tratamiento], t=0
[control negativo tiempo 0].
Observaciones a los 20 dias:

20-C- (control negativo),

20-M1-1 [M (100 mg/kg; 1 dosis/dia)]
20-M1-2 [M (100 mg/kg; 2 dosis/dia)]
20-M3-2 [M (300 mg/kg; 2 dosis/dia)]
20-C+1 [carbenoxolona (1 dosis/dia)],
20-C+2 [Carbenoxolona (2 dosis/dia)]
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630X Figura 20. Microscopia, de una preparacion histologica
tefiida con APS, de un estdmago normal sin tratamiento.
Cortes sagitales de 5 pm de espesor.

(*) zona de exfoliacién normal de recambio
(#) conglomerado de moco

(=) granulos de moco

(€) capa de moco

En la figura 20: en (A) se observa continuidad, casi al 100 %, en el epitelio de la
mucosa gastrica, con una pequefla zona de exfoliacion normal de recambio (*), la
arquitectura tisular general es buena y en la region superior izquierda se ubica un
conglomerado de moco (#). En (B) se pueden apreciar las células mucosas, del cuello,
produciendo una cantidad moderada de granulos de moco (=), dado que el individuo no
recibid ningin estimulo que incite una produccidon de moco superior a la basal, sobre el
epitelio, también se observa una delgada capa de moco (<). En (C), la constitucion
glandular de la mucosa gastrica es ordenada y bien definida, no se aprecia presencia de
infiltrado inflamatorio o edema, ni hipercromasia.
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200X 630X

B

630X Figura 21. Microscopia, de una preparacion histologica
tefiida con APS, de un estomago tras 20 dias de haberse
inducido la formacién de UGs. Cortes sagitales de 5 um de
espesor.

# (*) disrupcion en la mucosa gastrica
(#) macrofagos
($) polimorfonucleares

En la figura 21: en (A) se observa disrupcion, en la continuidad de la mucosa
gastrica, invadiendo la lamina propria (*), el tejido, en general, presenta una fuerte
hipercromasia por basoéfilia (color morado), debido a la abundante presencia de células
inflamatorias y al entorno 4cido, la arquitectura tisular, en general, se observa alterada y no
se aprecia moco en el lumen. En (B) no se aprecian células mucosas ni granulos de moco
debido a la profundidad de la lesion, la ausencia de epitelio, en la zona, indica exposicion
continua a la pepsina y al acido géstrico, por lo que no se pudo establecer un buen proceso
de resolucion. En (C) se observa abundante presencia de infiltrado inflamatorio,
conformado por macrofagos (#) y polimorfonucleares ($), con pérdida de la arquitectura y
definicion tisular.
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630X Figura 22. Microscopia, de una preparacion histologica
tenida con APS, de un estémago tratado durante 20 dias
con M (100 mg/kg; 1 dosis/dia). Cortes sagitales de 5 pum
de espesor.

(*) moco en el borde del epitelio
(#) moco en los cuellos
(%) infiltrado inflamatorio

En la figura 22: en (A) se observa lesion profunda que alcanza la lamina propria
pero con bordes bien definidos y recubierta por una capa de moco. La arquitectura tisular,
en general, se observa con alteraciones. Tanto en la base como en los bordes de la UG no se
aprecia moco en el lumen. En (B), se aprecia presencia moderada, de moco, en el borde del
epitelio (*) y en los cuellos (#), y una pequefia zona de infiltrado inflamatorio (%) en el
borde de la UG. En (C) la constitucion glandular de la zona basal de la mucosa es buena,
con definicion celular nitida y con afinidad cromatica adecuada. No se observa presencia de
células inflamatorias, ni de edema infiltrante. En suma, las observaciones sugieren un
proceso de resolucion con proteccion mucosa de la zona dafiada y abatimiento del proceso
inflamatorio, sin embargo, la remodelacion de la base de la UG, aun esta en proceso.
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630X

630X Figura 23. Microscopia, de una preparacion histologica

tefiida con APS, de un estomago tratado durante 20 dias con

€spesor.

(*) moco en el lumen
(#) moco en el epitelio
($) moco en los cuellos

En la figura 23: en (A), en el borde del epitelio se aprecia continuidad y elevacion
homogénea, no se observa lesion invasiva y la arquitectura tisular en general se observa
estructurada, ademas se aprecia moco en el lumen (*). En (B) hay una notable presencia de
moco, tanto en el epitelio (#) como en los cuellos ($). En (C) se aprecia buena constitucion
glandular de la zona basal de la mucosa, la definicion celular es nitida y tiene afinidad
cromatica adecuada, no se observa presencia de células inflamatorias o de edema
infiltrante. Las observaciones sugieren un proceso de resolucion, con proteccion mucosa de
la zona danada y abatimiento del proceso inflamatorio, con actividad mas efectiva que con
M (100 mg/kg; 1 dosis/dia), sugiriendo que, la administracion de dos dosis al dia
incrementa la produccién de moco, a los niveles adecuados, para permitir un proceso de
resolucion con una remodelacion mas rapida y de mejor calidad.
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Figura 24. Microscopia, de una preparacion histologica
teflida con APS, de un estoémago tratado durante 20 dias con
M (300 mg/kg: 2 dosis/dia). Cortes sagitales de 5 um de

€spesor.

(¥) capa continua y densa de moco
(v') trazas de moco en el lumen

(&) moco en el epitelio
(€) moco en los cuellos
(O) células mucosas en plena produccion

En la figura 24: en (A), la arquitectura tisular, en general, se observa estructurada y
recubierta con una capa continua y densa de moco (), asi como trazas del mismo en el
lumen (v'), la elevacion es casi homogénea, con una ligera depresion en lo que fuera la base
de la UG (). En (B) hay una notable presencia de moco, tanto en ¢l epitelio (&) como en
los cuellos (€) y se dibujan perfectamente las células mucosas en plena produccion (O).
En (C) se aprecia buena constitucion glandular de la zona basal de la mucosa, la definicion
celular es tan nitida, que se aprecia la luz de las glandulas perfectamente delineada por el
conjunto de células principales, la afinidad cromatica es adecuada y no se observa presencia
de células inflamatorias o de edema infiltrante. El analisis evidencia que, la administracion
del M (300 mg/kg; 2 dosis/dia) incrementa drasticamente la produccion de moco,
permitiendo un proceso de resolucion de la UG con una remodelacion, mas répida y de
mejor calidad, conferida tanto por el efecto protector del moco contra los factores agresivos
enddgenos, como por la disminucion de la respuesta inflamatoria, favoreciendo el proceso
de remodelacion tisular.
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200X 630X

B

630X| Figura 25. Microscopia, de una preparacion histologica
tefiida con APS, de un estdmago tratado durante 20 dias con
carbenoxolona (50 mg/kg: 1 dosis/dia). Cortes sagitales de 5
pm de espesor.

(*) células inflamatorias

e (#) moco

(=) moco delineando los cuellos

(¥) pequefios granulos

($) inflamacion infiltrante

(1) proceso inflamatorio en la parte basal
(€) proceso inflamatorio en la mucosa

En la figura 25: en (A) se observa el epitelio elevado, sin embargo, la organizacion
estructural de la mucosa gastrica no es buena. Panoramicamente hay hipercromasia
moderada y fuerte presencia de células inflamatorias (*), asi como una elevada proporcion
desordenada de moco (#) en lugar de estar recubriendo el epitelio. En (B) se aprecia fuerte
presencia de moco delineando los cuellos (=) y al interior de los mismos se observan
pequefios granulos (¥), toda la zona se observa con inflamacion infiltrante ($). En (C), la
constitucion glandular se ve alterada, debido principalmente al fuerte proceso inflamatorio
en la parte basal (T) y a lo largo de toda la mucosa (€). El analisis sugiere que el proceso
de resolucién es desorganizado, lo que se refleja en la baja calidad en la remodelacion de la
UG, debido principalmente a que el cuadro inflamatorio impide una evolucion adecuada
del proceso, esto a pesar de la fuerte presencia de moco.
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630X Figura 26. Microscopia, de una preparacion histologica
tefiida con APS, de un estdmago tratado durante 20 dias
con carbenoxolona (50 mg/kg; 2 dosis/dia). Cortes
sagitales de 5 um de espesor.

(=) depresion en lo que fuera la base de la UG
(¥) capa continua de moco

(¥') moco en el lumen

(¥) moco en el epitelio

(€) moco en los cuellos

(O) células mucosas en plena produccion

En la figura 26: en (A), la arquitectura tisular en general se observa estructurada,
con una elevacion casi homogénea, con una ligera depresion en lo que fuera la base de la
UG (°) y recubierta con una capa continua de moco (Y), y presencia del mismo en el
lumen (¥'). En (B) hay una notable presencia de moco, tanto en el epitelio () como en los
cuellos (€) y se dibujan perfectamente las células mucosas en plena produccion (O). En
(C) se aprecia buena constitucion glandular de la zona basal de la mucosa, la definicion
celular es nitida, la afinidad cromatica es adecuada y no se observa presencia de células
inflamatorias o de edema infiltrante. El analisis evidencia que, la administracion de
carbenoxolona (50 mg/kg; 2 dosis/dia), en comparacién con la dosis de 50 mg/kg; 1
dosis/dia incrementa significativamente la produccion de moco, permitiendo un proceso de
resolucion de UG con una remodelacion mas rapida y de mejor calidad, conferida tanto por
el efecto protector del moco contra los factores agresivos enddgenos, como por la
disminucion de la respuesta inflamatoria, favoreciendo el proceso de remodelacion tisular.
Lo que indica la necesidad de dosis repetidas de carbenoxolona para alcanzar el efecto
resolutivo.
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Es necesario considerar el conjunto, de varios factores, para determinar si un
tratamiento tiene un buen efecto resolutivo. Por un lado es importante reducir el tiempo en
que se alcanza una resolucion significativa, y por otro mejorar la calidad de cada una de las
etapas involucradas (granulacion, cicatrizacion y remodelacion).

Para el caso del presente estudio se cuenta con: datos de porcentaje de resolucion de
UG, observaciones macroscopicas, analisis histoquimico e histopatologico y la previa
determinacion del posible mecanismo de accidon. Las correlaciones entre todas estas
variables, tras veinte dias de administracion de cada uno de los tratamientos, indican lo
siguiente:

Control negativo (SSI): La resolucion, en términos de indice de ulcera, alcanza a ser
significativa estadisticamente hasta el dia 20, sin embargo, numéricamente no es una
reduccion destacable, lo cual se correlaciona con la apariencia macroscopica, pero sobre
todo se ve reflejado en la condicion tisular, donde las alteraciones contintan siendo muy
notorias, la resolucion no denota una buena calidad y ademas, la ausencia de moco neutro
pone de manifiesto su importante papel, para favorecer el efecto resolutivo y la
remodelacion. Por otro lado, la persistencia, del fuerte infiltrado inflamatorio crénico, es
otro factor, importantisimo, para que la resolucion no se presente de manera adecuada. La
correlacion, de todos los parametros analizados, es consistente.

Para M (100 mg/kg; 1 dosis/dia): El efecto resolutivo tiene significancia estadistica
a partir del dia 15, reduciendo el tiempo con respecto al control negativo. Este efecto
positivo se sostiene al dia 20, y es consistente con el efecto macroscopico encontrado. Las
observaciones histopatoldgicas también reflejan una mejoria acorde, la cual aparentemente
es conferida por la presencia de moco neutro y la reduccion del cuadro inflamatorio, lo que
se asocia con la participacion directa de las prostaglandinas, las cuales incrementan la
produccién de moco y bicarbonato, y con la presencia de niveles adecuados de 6xido
nitrico, favoreciendo la angiogénesis, y una buena vascularizacion con el concomitante
aporte de oxigeno y nutrientes.

Para M (100 mg/kg; 2 dosis/dia): El efecto resolutivo tiene significancia estadistica
a partir del dia 10, y se incrementa paulatinamente hasta el dia 20, reduciendo el tiempo en
10 dias con respecto al control negativo y con respecto a M (100 mg/kg; 1 dosis/dia) en 5
dias. El efecto de resoluciéon macroscopico se hace mas notable y es consistente con los
porcentajes de resolucion determinados. Las observaciones histopatologicas también
reflejan una mejoria congruente, y se justifica por una presencia mayor de moco neutro con
respecto a M (100 mg/kg; 1 dosis/dia) y la reduccion del cuadro inflamatorio, lo que
histologicamente se refleja en una mejor remodelacion de la mucosa.

Para M (300 mg/kg; 2 dosis/dia): El efecto resolutivo se hace presente a partir del
dia cinco, con un elevado nivel de significancia estadistica a partir del dia 10, y se
incrementa paulatinamente hasta el dia 20, reduciendo el tiempo en 15 dias, con respecto al
control negativo, y en 10 y 5 dias en comparaciéon con M 100 mg/kg; 1 dosis/dia y 100
mg/kg; 2 dosis/dia, respectivamente. El efecto resolutivo, a nivel macroscopico, es muy
destacable y consistente con la reduccion del indice de ulcera. Las observaciones
histopatologicas son una fuerte evidencia del efecto, dependiente de la dosis y
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sostenimiento de la misma, lo que se traduce en un incremento elevado en la produccion de
moco y la reduccion del infiltrado inflamatorio, mostrando una mejor remodelacion y
reflejando una buena restauracion de las funcion, tanto a nivel celular, como en el 6rgano
per se.

Para carbenoxolona (50 mg/kg; 1 dosis/dia): El efecto resolutivo nunca es
significativo, a lo largo del estudio, lo que a nivel macroscépico es consistente. A pesar de
la alta produccion de moco, la persistencia del infiltrado inflamatorio no permite que el
indice de tlcera disminuya a lo largo del tiempo. Lo que indica que, tanto la produccion de
moco como la reduccion del proceso, inflamatorio, son vitales para reducir el tiempo de
resolucion y favorecer la calidad de la misma.

Para carbenoxolona (50 mg/kg; 2 dosis/dia): En contraste, el hecho de duplicar la
dosis, de manera fraccionada, permite alcanzar una resolucion significativa en tan sélo 5
dias, con un efecto sostenido hasta el dia 20. Lo que es evidente a nivel macroscopico e
histologico. Es probable que, bajo este esquema de administracion, se alcance la dosis
efectiva o bien, un efecto sostenido que reduce el cuadro inflamatorio. La suma de este
efecto mas la presencia de moco neutro, ahora si tienen un efecto positivo, favoreciendo la
resolucion de la UG. Lo que confirma que es necesaria la combinacion, entre produccion de
moco y disminucion del infiltrado inflamatorio para observar un efecto favorable.

En los tres casos, donde se administrd el M, se detectd una mejor resolucion de la
UG con respecto al control negativo, los diferentes grados, de significancia y de
restauracion, tienen correlacion directa con la dosis y la frecuencia de la misma. El
principal efecto del M, detectado en esta evaluacion, fue la asociacion entre los niveles de
produccidon de moco y la calidad de la restauracion de la mucosa géstrica, lo que se asocia
con la participacion directa de las prostaglandinas, las cuales se sabe incrementan la
produccién de moco y bicarbonato, y con la presencia de niveles adecuados de oxido
nitrico, favoreciendo la angiogénesis, y una buena vascularizacion, con el concomitante
aporte de oxigeno, y nutrientes en el sitio de la lesiéon durante todas las etapas de la
resolucion.

Por otro lado, la reduccion del infiltrado inflamatorio se observa a partir de la dosis
mas baja evaluada, por lo que seria recomendable determinar el tipo de efecto que ejerce el
M directamente sobre la mucosa géstrica. Es importante determinar esto ya que, durante la
fase 1 de este estudio y bajo el modelo de edema agudo inducido por ATF en oreja de raton,
se determind que el M, bajo administracion tdpica, posee solo una moderada actividad
antiinflamatoria. Este resultado, podria deberse a que la alta polaridad del M impide su
penetracion efectiva a través de la piel, y por lo tanto su efecto antiinflamatorio no es
detectable mediante este modelo; o que actue por una via diferente a la que se puede
determinar mediante ese modelo.

Es posible que el efecto obtenido, sobre la mucosa gastrica en el experimento de
resolucion de tlcera, sea mas claro debido a que M se administrd por via intragéstrica. El
ambiente acido podria favorecer la hidrolisis de algunas moléculas, lo que incrementa su
actividad, o bien el entorno gastrico en si le confiere algun tipo de actividad, que solamente
ahi se puede detectar.
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7.2.2.- Resultados referentes al H:

7.2.2.1.- Obtencion de cantidad considerable de H

A partir de 5.9 kg de corteza se obtuvieron 44 g del H, lo que equivale al 0.7 % de
rendimiento en peso seco.

A este extracto se le determind su CMI frente a H. pylori, la cual fue de 15.6 pg/mL,
valor ligeramente mayor con respecto a la CMI del H obtenido en la primera parte de la
Tesis (7.8 pg/mL), posiblemente debido a deficiencias, en la extraccion, al procesar una
gran cantidad de corteza.

7.2.2.2.- Actividad bactericida de H

La actividad bactericida del H se determind, mediante el método de dilucidén en
placa, obteniendo un valor de CMB= 66 pg/mL (cuatro veces el valor de MIC), en un
tiempo de 36 h.

Sin embargo, la actividad bactericida mejora con una concentraciéon de 99 pg/mL
(seis veces el valor de MIC), ya que el tiempo de inhibicion se reduce a 24 h.
Concentraciones inferiores a 66 y mayores a 2.5 pg/mL solamente ejercen un efecto
bacteriostatico (figura 27).

7.2.2.3.- Fraccionamiento biodirigido por la actividad anti-H. pylori de H

Inicialmente, H (42 g = 0.7 %) y CMI= 15.6 ng/mL, se particionaron mediante
extraccion liquido-liquido (Hx:MeOH 1:1), generando las fracciones primarias Fx-Hx (1.4
g =0.58 %) y Fx-MeOH (36 g = 85.71 %), con valores de CMI (ug/mL) de 15.6 y 7.8,
respectivamente, con un incremento en la actividad anti-H. pylori de la Fx-MeOH.

Posteriormente, 36 g de Fx-MeOH fueron sometidos a cromatografia, en columna
abierta (CCA) de silica gel, obteniéndose 10 fracciones secundarias (nomenclatura I 2X),
de las cuales la fraccion V, (4.6 g=12.9 %) y CMI= 31.2 png/mL, se seleccion6 con base en
su rendimiento y actividad, si bien la actividad disminuyo, con respecto a Fx-MeOH, el
rendimiento indicaba la posibilidad de disminuir la complejidad, y obtener cantidades
necesarias para realizar los pasos subsiguientes de purificacion.

La fraccion V fue sometida a CCA, generando seis fracciones terciarias
(nomenclatura V1 = V6), donde V2 result6 ser la mayoritaria (4.44 g = 96.3 %) con un
mejor valor de CMI (15.6 ng/mL) con respecto a la fraccion V. El aspecto de V; es: oleoso,
amarillo, inodoro y soluble en cloroformo.

V2 nuevamente se fracciond sin embargo, de aqui de adelante, ya no se siguid el
criterio biodirigido sino mas bien, el rendimiento. A partir de 3. 93 g de V2 se obtuvieron
cinco fracciones principales (nomenclatura F1 = F5), donde la F3 fue la mayoritaria (1.73
g=44.02 %).
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El fraccionamiento de 1.73 g F3 generd cuatro fracciones (nomenclatura F3.A -
F3.D), de las cuales la F3.B fue la mayoritaria (827.7 = 47.84 %).

El fraccionamiento de F3.B permitio la separaciéon de cuatro subfracciones
(nomenclatura F3.B.1 - F3.B.4), identificandose F3.B.4 como mayoritaria (719.2 = 86.89
%). Adicionalmente, debido a la similitud cromatogréfica, 87.7 mg de F3.B.3 se purificaron
hasta obtener el mismo perfil que para F3.B.4.

Finalmente, 719.2 mg de la subfraccion F3.B.4 se purificaron, el resultado fue la
obtencion de (417 mg = 9.39 %) de un aceite incoloro (nomenclatura MEZ), a la cual
posteriormente se le determind una CMI = 3.9 pug/mL, y una CMB = 15.6 pg/mL (figura
28), superando la actividad del metronidazol (CMB = 300 pug/mL), el cual se empled como
antibidtico de referencia.

El rendimiento de 417 mg MEZ, con respecto a la cantidad de corteza empleada
(5.9 kg), es del 0.0070 %, mientras que, con respecto a 42 g del H, es del 0.99 %,
considerandose como rendimientos bajos.

La elucidacion estructural de MEZ aln esta en proceso, sin embargo, los analisis
Lo 1 . .
preliminares de los espectros de RMN de 'H indican que se trata de una mezcla de
compuestos.

Por otro lado, también se aislo6 una mezcla de [-sitosterol y estigmasterol
(proporcion 80:20 respectivamente), identificada certeramente por RMN de 'H y de °C
(apéndice B).

La CMI de esta mezcla resultd ser de 62.5 pug/mL. Si bien, estos compuestos se
encuentran ampliamente distribuidos en plantas y sus estructuras se conocen desde hace
mucho tiempo, en cuanto a su actividad anti-H. pylori, este es el primer reporte.

El fraccionamiento biodirigido del H, mediante varias cromatografias sucesivas en
columna abierta de silica gel y otros métodos de separacion, no solo culminé con el
aislamiento de MEZ con una mejor actividad inhibitoria con respecto al extracto, sino que
también permiti6 reducir la complejidad metabolica de varias fracciones (datos no
mostrados) las cuales, en muchos casos, son muy activas (CMI entre los 0.95 y 62.5
pg/mkL).

Si bien, en algunos casos, el rendimiento de las mismas es muy bajo, ya se tienen
detectadas algunas fracciones que pudieran ser sujetas a mas procesos de purificacion y que
seguramente permitirian la obtencidon de otros compuestos.

Probablemente el destacable efecto anti-H. pylori del H, a nivel extracto, es

conferido por el sinergismo de varios compuestos, que aparentemente se encuentran en
muy baja proporcion.
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Concentracion (pug/mL)

Figura 27. Actividad bactericida del H y de los antibioticos de referencia. Cada curva representa el
promedio de tres réplicas independientes por triplicado * EEM. (Metro= metronidazol; Claritro=
claritromicina; Amoxi= amoxicilina.

Concentracion (pg/mL)

Figura 28. Actividad bactericida de MEZ y de los antibioticos de referencia. Cada curva representa
el promedio de tres réplicas independientes por triplicado + EEM. (MEZ= mezcla de acidos grasos ciclopropil
y ciclopropiliden carboxilicos); Metro= metronidazol; Claritro= claritromicina; Amoxi= amoxicilina)
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8.- CONCLUSIONES
El estudio, de los cuatro extractos H, D, D-M y M de C. procera, permitié determinar que:

Cyrtocarpa procera si  posee actividades anti-H. pylori,
gastroprotectora y antiinflamatoria, y ademas no produce toxicidad bajo
administracion aguda. Lo anterior quedd demostrado por el notable efecto
anti-H. pylori, y antiinflamatorio del H, asi como la destacable actividad
gastroprotectora del M.

El fraccionamiento biodirigido del H, por la actividad anti-H. pylori, permiti6:

La identificacién de una mezcla, de compuestos, con actividad
bactericida sobre la bacteria.

El estudio del mecanismo de gastroproteccion, y el efecto resolutivo del M sobre la UG
mostro que:

El mecanismo gastroprotector de M se relaciona, principalmente, con
el papel del oxido nitrico y las prostaglandinas, pero también se asocia,
parcialmente, a la participacion de grupos sulhidrilo no proteicos y canales
de potasio dependientes de ATP.

La UG presenta una mejoria significativa, gracias al efecto resolutivo
del M, tras su administracion continua durante 20 dias.

De manera conjunta, para C. procera:

La gastroproteccion, mediada por 6xido nitrico y prostaglandinas, del M y su efecto
resolutivo sobre la Ulcera gastrica; asi como la actividad anti-H. pylori del H y de la mezcla
activa identificada, demostrados en este trabajo de tesis, destacan su potencial preclinico.

Lo anterior permite reconocerla como candidata prometedora para el desarrollo de
un tratamiento integral, para la gastritis o tlcera péptica, relacionados o no con H. pylori.

También cabe destacar la posibilidad de considerarla, como componente
coadyuvante, dentro de las terapias anti-H. pylori con miras a incrementar la tolerancia y
apego a las mismas.

También puede ser considerada, como una fuente importante, para la obtencion de
compuestos o bien moléculas lider, que puedan ser empleados en el tratamiento de
enfermedades en las que H. pylori sea el agente etiologico.

Por otro lado, el presente trabajo contribuye con el conocimiento,

etnofarmacoldgico, de esta especie y respalda, en cierta medida, su uso tradicional en la
etnomedicina Mexicana.
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9.- PERSPECTIVAS

Todo el trabajo mencionado sirve, como antecedente, para plantear las siguientes

perspectivas:

Del H:

>

Del M:

>

Determinar si el (o los) compuesto(s) aislado(s) a partir del H tienen efecto anti-H.
pylori, en un modelo de infeccion in vivo, bajo diferentes modalidades de
tratamiento.

Estudiar el mecanismo de accion de dicho(s) compuesto(s) sobre H. pylori.
Evaluar si tiene algun efecto sobre los factores de virulencia de la bacteria.

Adicionalmente, dependiendo del tipo y disponibilidad del(los) compuesto(s),
evaluar su actividad gastroprotectora y antiinflamatoria.

Otro tipo de estudio seria generar derivados, de este compuesto, y evaluar el
impacto de las modificaciones sobre su actividad inhibitoria.

Evaluar la inocuidad y efectividad del M en otros modelos, toxicologicos y
farmacologicos, de resolucion de UG asi como su efecto resolutivo en la ulcera
gastrica de etiologia bacteriana.

Caracterizar fitoquimicamente al M, mediante la identificacién de un compuesto
marcador de la calidad, para realizar estudios de estabilidad.

Determinar si la reduccion del infiltrado inflamatorio, en la mucosa gastrica en el
modelo de resolucion de la UG, se relaciona con la inhibicion de la quimiotaxis de
células inflamatorias al sitio de la lesion.

Cyrtocarpa procera podria emplearse en el tratamiento integral de las enfermedades
asociadas a H. pylori.
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10.- APENDICE A
10.1.- Generalidades del estomago
10.1.1.- Anatomia, histologia y fisiologia del estomago

El estdbmago se define como: la parte expandida del tubo digestivo, que se encuentra
entre el esofago y el intestino delgado. En ¢l se almacenan, transitoriamente, los alimentos
ingeridos y su funcion principal es la digestion enzimadtica, su contenido acido permite
reducir la carga bacteriana ingerida. Anatdmicamente, el estomago se divide en cuatro
regiones, cardias, fondo, cuerpo y antro (figura 29): Cardias: es la porciéon que rodea la
abertura superior del estdbmago, a través de la cual los alimentos, provenientes del es6fago,
ingresan. Fondo o fundus: comprende la parte superior del estomago. Cuerpo: abarca la
mayor parte del estdbmago y estd flanqueada por el fondo y el antro. Antro: es la Gltima
porcion del estdbmago y lo conecta con el duodeno a través del piloro. El piloro, por su
parte, es un esfinter, que se encuentra en el limite entre el estdbmago y el duodeno, que
controla la salida del contendido gastrico (Moore, et al., 2010).

Cardias
Fundus
Esofago
Muscular propia Serosa
Capa longitudinal
Capa circular Cuerno
Capa oblicua P
Lumen
Curvatura
menor
Rugosidades
de la mucosa
Curvatura
mayor
Piloro Canal Antro

pilorico pilorico
Duodeno ) o )
Figura 29. Regionalizacion anatomica del estdbmago.
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La estructura histoldgica del estdbmago se conforma por cinco capas distintas (figura
30): Serosa: es la capa mas superficial, se compone de tejido conectivo laxo y rodea a todo
el estomago. Muscular propia: genera las contracciones que favorecen el transito de los
alimentos. Submucosa: se compone de tejido conectivo denso y contiene los vasos
sanguineos linfaticos y terminaciones nerviosas. Muscularis mucosae: reviste de tejido
muscular a la mucosa. Mucosa: es la capa que esta rodeando la luz géstrica y se divide a su
vez en dos subcapas: el epitelio superficial, que tiene la funcidon de proteger contra agentes
agresivos y la ldmina propria, que contiene glandulas secretoras (Moore, ef al., 2010).

El epitelio superficial, en el interior del estdmago, estd constituido solamente de
células destinadas a producir una densa capa de moco, que protege toda la superficie de la
mucosa gastrica, su estructura forma pliegues en la luz del estomago denominados fosas
gastricas, dentro de las cuales se encuentran diferentes tipos de células gastricas, que
secretan diversos productos hacia la luz del estomago (Barrett, et al., 2010; Marieb y
Hoehn, 2010). Las células que conforman las glandulas del cardias y el piloro son
principalmente productoras de moco. En las glandulas, que se sitGan en el antro, se
encuentran cé¢lulas productoras de moco y gastrina, principalmente. En la zona del cuerpo y
el fondo del estomago se produce la mayor cantidad de secreciones géstricas, entre ellas
una gran cantidad de 4cido clorhidrico (Marieb y Hoehn, 2010).

Fosa
gastrica
Epitelio Células
mucoso mucosas
Fosa
lVafso gastrica Cuello
infatico
Lamina Células
ropria . arietales
prop Arteria P
Muscularis y vena
mucosae Células
rincipales
Submucosa . P P
Glandula
Capa muscular gastrica Célula
oblicua muscular lisa
Capa muscular
circular
Capa muscular Célula G
longitudinal
Serosa

Plexo mesentérico

Figura 30. Estructura histologica y constitucion celular de la mucosa gastrica.

Las glandulas gastricas se constituyen por diferentes tipos celulares (figura 31):
Células mucosas del cuello: se encuentran en el cuello de las glandulas y secretan moco
soluble. Células mucosas superficiales: generan moco insoluble. Células parietales:
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secretan acido clorhidrico y factor intrinseco. Células principales: secretan pepsinogeno, el
cual es una forma inactiva de la pepsina, y se activa en presencia de acido clorhidrico.
Células del tipo enterocromafines: liberan mensajeros quimicos hacia el fluido intersticial
de la lamina propria, como son la histamina, que activa la secrecion de acido clorhidrico
por las células parietales, y la serotonina, que provoca contracciones en la musculatura del
estomago. Células G: secretan gastrina, que es una hormona que estimula la secrecion del
acido gastrico, y que llega hacia el torrente sanguineo. Células D: secretan somatostatina,
hormona que inhibe la liberacién de histamina y gastrina, que en consecuencia, inhibe la
secrecion de acido gastrico (Fox, 2011; Marieb y Hoehn, 2010).

10.1.2.- Secreciones gastricas

Dentro del estdbmago se genera una gran cantidad de secreciones gastricas, que
preparan al organismo para la digestion y una buena asimilacion de los nutrientes. Estas
secreciones gastricas son producidas y liberadas por las glandulas de la mucosa gastrica,
generandose principalmente moco y bicarbonato, con el proposito de proteger al estbmago
de las secreciones, tanto propias como de agentes agresivos externos, tales como los
alimentos, farmacos y microorganismos. Entre las secreciones glandulares mas
caracteristicas, en la fisiologia normal del estdbmago, se encuentran el acido clorhidrico,
factor intrinseco, pepsinogeno y la lipasa gastrica, todas ellas asociadas a la digestion. La
ingesta de alimentos activa la secrecion del acido hacia la luz del estobmago y comienza la
hidrolisis de macromoléculas de los alimentos, ademas el factor intrinseco ayuda en la
absorcion de la vitamina B12; el pepsindgeno, precursor de la pepsina, comienza con la
digestion de proteinas y la lipasa con la de los triacilglicéridos (Barrett, et al., 2010;
Waldman y Terzic, 2010).

Apertura Lumen
dela gastrico Tipo celular Secrecion
glandula
gastrica Células Moco
mucosas del
cuello Bicarbonato
Células Acido gastrico
parietales Factor intrinseco
Célul . .
curas Histamina
enterocromafines
Células Pepsinégeno

principales Lipasa gastrica

Células D Somatostatina

Células G Gastrina

Figura 31. Constitucion celular y secreciones de la mucosa gastrica.
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10.1.3.- Mecanismos de defensa de la mucosa gastrica

Para que la mucosa gastrica pueda resistir los agentes nocivos, con los que esta en
contacto cotidianamente, como son los alimentos y sustancias ingeridas, asi como las
secreciones endogenas del estdmago, dispone de una serie de mecanismos que la protegen
de la variada y frecuente exposicion a estos agentes, con diversas caracteristicas como: pH,
osmolaridad y temperatura, asi como propiedades detergentes y carga bacteriana. En caso
de que estos factores de proteccion no consigan mantener la homeostasis de la mucosa,
también existen mecanismos para poder repararla (Ham y Kauntz, 2007; Wallace y
Granger, 1996).

Entre los factores, que protegen la mucosa gastrica de los agentes injuriantes y la
autodigestion, se encuentran principalmente la secrecion de moco gastrico y de
bicarbonato, la barrera epitelial, la estimulacion de fibras nerviosas, la sintesis de
prostaglandinas, citocinas y un adecuado flujo sanguineo de la mucosa. Se considera que la
sintesis de prostaglandinas, en particular PGE,, es uno de los mecanismos de
gastroproteccion mas importantes, debido a que su efecto se basa en intensificar los factores
de defensa propios de la mucosa gastrica. (Luo et al., 2008; Ham y Kauntz, 2007; Kumar,
et al., 2005, Miller, 1983). Ademads de que, las prostaglandinas, también juegan un papel
importante dentro de la resolucion de las ulceras (Konturek, 2005). PGE, promueve la
angiogénesis, y se ha reportado que también podria promover la proliferacion y la
migracion de las células epiteliales, con lo que contribuye a la regeneracion de las zonas
ulceradas en la mucosa (Hatazawa, 2007).

El 6xido nitrico (NO) enddgeno, también tiene un papel importante dentro del
mantenimiento de la integridad del epitelio géstrico (Whittle, et al., 1990). Induce un efecto
gastroprotector, debido a que regula el flujo sanguineo, estimula la sintesis de
prostaglandinas (Matsuda, 1999), reduce la secrecion acida (Kitamura, et al., 1999), y
modula la liberacion de moco géstrico (Brown, ef al., 1992). Cuando se presenta una lesion,
en la mucosa géstrica, juega un papel importante en el mantenimiento del flujo sanguineo y
la angiogénesis del tejido de granulacion, por lo que es un factor indispensable en la
resolucion de las tlceras géstricas (Konturek, et al., 1993).

La acumulacién de especies reactivas de oxigeno (EROS) dafia la mucosa gastrica y
duodenal, debido a que su mecanismo de accidn incluye la lipoperoxidacion (que destruye
las membranas celulares), la alteracion del metabolismo celular y el dafio al ADN, por lo
que estan implicadas en el desarrollo y la recurrencia de ulceras pépticas. El secuestro de
EROS favorece el proceso resolutivo de las ulceras y reduce la recurrencia de ulceracion
(Demir, et al., 2003; Salim, 1994).

Los canales de potasio, dependientes de ATP, se encuentran en las células
musculares vasculares y median la vasodilatacion, inducida por el péptido relacionado con
el gen de la calcitonina (CGRP), en varios tipos de musculo liso vascular. E1l CGRP media
una hiperemia protectiva, sobre la estimulacion de las terminales de los nervios aferentes
primarios en la mucosa géstrica. Los bloqueadores de los canales de potasio dependientes
de ATP exacerban la injuria de la mucosa gastrica, mediante el impedimento del proceso
hiperémico, mediado por via neural en la mucosa gastrica (Iwata et al., 1997).
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11.- APENDICE B
11.1.- Aislamiento e identificacion de la mezcla de B-sitosterol y estigmasterol
A continuacidn se muestra el proceso seguido para el aislamiento de la mezcla de -

sitosterol y estigmasterol (Figura 32). Posteriormente se hace mencion de las caracteristicas
de RMN del producto obtenido.

a )
Cyrtocarpa procera

(5900 g)
. 7
Maceracién en Hexano

Extracto Hexanico

Particién liquido-liquido con hexano-metanol (1:1)

Fraccion Hexanica Fraccion Metandlica
CCA silica gel (36 g)
~ ——
I ] [ 11 111 ] v ] A% VI ][ VII VIII IX X
CCA silica gel (10 g)
r r— N\
1-2 ] 3 4-12
—
Centrifugacion
con hexano
(_ \

Pp3-IX Sn3-IX

( Solido blanco amorfo \

analizado por RMN de
lH y 13C

Identificado como mezcla
de B-sitosterol y

estigmasterol
\ _J

Figura 32. Aislamiento de la mezcla de B-sitosterol y estigmasterol a partir del extracto hexanico de C.
procera. Donde CCA: cromatografia en columna abierta, Sn: sobrenadante, Pp: precipitado.
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El analisis de las constantes espectroscopicas de RMN 'H y *C permitié determinar
la presencia de la mezcla de B-sitosterol y estigmasterol en una proporcion 87.93:12.07,
respectivamente, los desplazamientos quimicos se corroboraron con la literatura reportada
(Arjun et al., 2010; Patheh et al., 2009).

Figura 33. Estructuras quimicas del -sitosterol (a) y del estigmasterol (b).

a) P-Sitosterol

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 5.35 (dt, 2H, 5.4, 1.9, H-5), 3.52 (tdd, 2H, 11.1, 5.3, 4.0, H-
3), 1.01 (s, 6H, H-29), 0.92 (d, 6H, 6.6, H-19), 0.84 (t, 6H, 7.4, H-24), 0.83 (d, 6H, 7.2, H-
26), 0.81 (d, 6H, 7.2, H-27), 0.68 (s, 6H, H-28).

RMN "°C (CDCl;, 100 MHz): & 37.24 (C-1), 31.64 (C-2), 71.79 (C-3), 42.30 (C-4), 140.73
(C-5), 121.69 (C-6), 31.89 (C-7), 31.89 (C-8), 50.12 (C-9), 36.49 (C-10), 21.07 (C-11),
39.76 (C-12), 42.31 (C-13), 56.75 (C-14), 24.29 (C-15), 28.24 (C-16), 56.04 (C-17), 36.13
(C-18), 19.02 (C-19), 33.93 (C-20), 26.07 (C-21), 45.82 (C-22), 23.06 (C-23), 11.97 (C-
24),29.14 (C-25), 19.81 (C-26), 19.38 (C-27), 18.77 (C-28), 11.85 (C-29).

b) Estigmasterol

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 5.35 (dt, 2H, 5.4, 1.9, H-5), 5.15 (dd, 1H, 15.1, 8.6, H-21),
5.01 (dd, 1H, 15.2, 8.6, H-20), 3.52 (tdd, 2H, 11.1, 5.3, 4.0, H-3), 1.01 (s, 6H, H-29), 0.92
(d, 6H, 6.6, H-19), 0.84 (t, 6H, 7.4, H-24), 0.83 (d, 6H, 7.2, H-26), 0.81 (d, 6H, 7.2, H-27),
0.68 (s, 6H, H-28).

RMN "°C (CDCl;, 100 MHz): & 37.24 (C-1), 31.64 (C-2), 71.79 (C-3), 42.30 (C-4), 140.73
(C-5), 121.69 (C-6), 31.89 (C-7), 31.89 (C-8), 50.12 (C-9), 36.49 (C-10), 21.07 (C-11),
39.76 (C-12), 42.31 (C-13), 56.75 (C-14), 24.29 (C-15), 28.24 (C-16), 56.04 (C-17), 36.13
(C-18), 19.02 (C-19), 33.93 (C-20), 26.07 (C-21), 45.82 (C-22), 23.06 (C-23), 11.97 (C-
24),29.14 (C-25), 19.81 (C-26), 19.38 (C-27), 18.77 (C-28), 11.85 (C-29).
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Ethnopharmacological relevance: Cyrtocarpa procera Kunth (Anacardiaceae) is a Mexican endemic tree;
its bark has been traditionally employed in Mexico since prehispanic times to relieve digestive
disorders.

Aim of the study: To perform an acute evaluation of the toxicity, gastroprotective, and anti-inflamma-
tory properties, as well as the anti-Helicobacter pylori action of C. procera bark extracts, in order to
determine polypharmalcological activities.

Materials and methods: Five different polarity extracts (hexanic, CH,Cl,, CH,Cl,-MeOH, methanolic, and
aqueous) were prepared. Each of them was evaluated in the following acute mice models: toxicity
Lorke test, ethanol-induced gastric ulcer, TPA-induced ear edema; and the in vitro anti-H. pylori activity
with a broth dilution method.

Results: None of the extracts were toxic under acute administration. The methanolic, hexanic, and
aqueous extracts possess remarkable gastroprotective activity. All the extracts inhibit H. pylori growth,
being the hexanic the most active, and only this one showed significant anti-inflammatory effect.
Conclusions: This work demonstrates that C. procera bark has polypharmacological activities; which
makes it a promising asset to the development of an integral treatment for gastritis or peptic ulcer
related or not to H. pylori. Our findings contribute to the ethnopharmacological knowledge about this

species.

© 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Cyrtocarpa procera Kunth (Anacardiaceae) commonly known as
“chupandilla”, “copalcojote” or “coco de cerro” is endemic to Mexico
and is mainly distributed in the states of Jalisco, Michoacan, Nayarit,
Guerrero, Oaxaca, Mexico, Morelos, and Puebla. The aqueous decoc-
tion and infusion of C. procera bark are widely used in Mexican folk
medicine for digestive disorders such as dysentery and diarrhea, for
kidney ailments, and for toothaches. Other references just mention to
be prepared as a “Tea” (which people prepare both, as an infusion or a
decoction) for the treatment of some of the mentioned illnesses. It is
also used as cataplasms for skin cuts; and as antiseptic (Argueta et al.,
1994; Canales et al,, 2005; 2006). Previous phytochemical studies on
C. procera bark resulted in the isolation and identification of some
sterols as S-amyrin and f-sitosterol, and the fatty acids 1,3-propyl-
dipentadecanoate, 3-hydroxypropyl-9-octadecenoate, pentadecylben-
zene, eicosylbenzene, docosane, heptacosane, dotriacontane and
2,6,10-trimethyltetradecane (Rodriguez-Lopez et al., 2006; Rosas-
Acevedo et al., 2011). Pharmacological studies reported the antiul-
cerogenic activity of C. procera bark extracts in an ethanol induced

* Corresponding author. Tel.: +5255 56232511; fax: +5255 56162419.
E-mail address: irma@bq.unam.mx (I. Romero).

0378-8741/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2012.07.001

gastric ulcer model in rats (Rosas-Acevedo et al., 2011), and no
spasmolytic activity has been detected against the spontaneous
contraction of rat ileum by a CHCI3-MeOH [1:1] extract (Rodriguez-
Lopez et al., 2003). Regarding the antibiotic activity, Canales et al.
(2005) reported some antibacterial activity of a methanolic
extract against a range of Gram-positive (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis) and Gram-negative bac-
teria (Vibrio cholerae and Shigella boydii). Nevertheless, Rodriguez-
Lopez et al. (2006) were unable to find any activity against Staphy-
lococcus aureus, and Bacillus subtilis. On the other hand, our group
has reported anti-Helicobacter pylori activity of aqueous and metha-
nolic extracts of C. procera (Castillo-Juarez et al., 2009).

H. pylori colonizes more than half of the world’s population,
with high colonization rates in developing countries where the
infection is usually acquired during childhood. It is the main
cause of peptic ulcer, gastric adenocarcinoma, and gastric lym-
phoma. H. pylori virulence factors damage gastric epithelial cells
directly or by a marked immune response with local neutrophil,
lymphocyte and other inflammatory cell infiltration, antibody
production and cell-mediate responses. This bacterial mediated
process is gastritis, and is central to the pathogenesis of all
H. pylori associated diseases; the development of any of them
will depend on the type and distribution of inflammation in the
stomach, which in turn depends on host genetics, bacterial strain,
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and environmental factors. Fifteen percent of infections result in
peptic ulcerations and only 0.5 to 2% in gastric adenocarcinoma
(Atherton, 2006).

First-line therapy for treating H. pylori infection consists of a
proton pump inhibitor with any combination of two antibiotics:
amoxicillin, clarithromycin or metronidazole, given for 7-14 day.
However, because approximately 20% of patients fail to obtain
eradication, a second-line therapy, a quadruple regimen, is
recommended in these cases, composed of tetracycline, metroni-
dazole (or others depending on the initial treatment), bismuth
salts and a proton pump inhibitor. Currently, antibiotic resistance
is the greatest obstacle to the successful treatment of H. pylori
infection. Also, the emergence of adverse side effects caused by
antibacterial drugs may result in the need to stop eradication
therapy even if the objective has not been achieved. Therefore,
there is an intense demand for novel therapeutic regimens having
the same or higher beneficial properties of antibiotics, but with
reduced side effects and at an accessible cost.

Over the last decades, there has been an increased use of
alternative medicines in many developed and developing coun-
tries; traditional herbal medicines are the most popular. More-
over, according to WHO (2005), a large number of the world’s
population relies on traditional medicine and medicinal plants for
its primary health needs. Since their use is related to empiricism
in many cases, and there is a big lack of scientific studies to
support their use, safety and efficacy have become important
concerns for authorities and general public.

Plant natural products have been sources for the discovery and
development of antiulcer and anti-inflammatory agents, and more
recently used for the search of new anti-H. pylori compounds.

The aim of this study is to make a systematic evaluation of the
anti-H. pylori, anti-inflammatory and gastroprotective properties
of different polarity C. procera extracts in order to identify if any of
them has polypharmalcological effects, as well as to identify the
toxicity of the species. This approach would establish a precedent
in the search for an integral therapy for the treatment of H. pylori
related diseases.

2. Materials and methods
2.1. Drugs and chemicals

For acute toxicity and acute gastric ulcer assays, hexane (HX)
and CH,Cl, (DM) extracts were prepared in 10% Tween 80 in 0.9%
NaCl (saline), homogeneous suspensions of these extracts were
obtained; while CH,Cl,-MeOH (DM-MET), methanolic (MET) and
aqueous (AQ) were suspended in saline. Carbenoxolone was used
as a reference drug in the acute gastric ulcer model and was
dissolved in saline. All the samples to be administered by
intragastric route, independently of the final concentration to be
used, were always dissolved in a volume of 15 mL/kg.

Since the volume to be administered depends on the mouse
weight, for the acute toxicity assay the volume administered was
between 300 pL and 375 pL; and for acute gastric ulcer model
was between 525 pL and 600 pL, with no detectable effects on the
assays.

For anti-inflammatory assays 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate (TPA), Indomethacin, HX and DM were dissolved in 100%
acetone while Dexamethasone, DM-MET, MET and AQ were
dissolved in 50% acetone in distilled water. The solvents were
chosen according to their volatility and sample solubility and did
not have significant effect on the assay. Carbenoxolone, Indo-
methacin and TPA, were purchased from Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA), Dexamethasone was obtained from CHINOIN®.

2.2. Plant material

The stem bark from C. procera was collected on March 2010 in
the municipality of Jojutla, Morelos in the Higueron Locality.
Vouchers specimen 125630 and 125636 were deposited in the
Faculty of Sciences Herbarium located at the Universidad Nacio-
nal Auténoma de México (UNAM).

2.3. Extracts preparation

The aqueous extract (AQ) was prepared by infusion of 120 g of
dried and ground stem bark with 3 L of boiled water for 30 min.
After filtration, the extract was lyophilized. The organic extracts
were prepared by exhaustive maceration of 100 g of dried and
ground vegetable material, using 1L of different solvents as
hexane, CH,Cl,, CH,Cl,-MeOH [1:1] and MeOH (this procedure
was repeated 5 times). Solvents were evaporated on reduced
pressure to obtain hexanic (HX), CH,Cl, (DM), CH,Cl,-MeOH
(DM-MET), and methanolic (MET) extracts.

2.4. Animals

CD-1 male mice weighing 20-25 g or 35-40 g from UNAM'’s
Facultad de Medicina vivarium were used. They were housed
under standard laboratory conditions and maintained on a stan-
dard pellet diet and water ad libitum. Procedures involving
animals and their care were approved by the local animal ethics
committee and conducted in conformity with the Mexican Official
Norm for Animal Care and Handling (NOM-062-Z00-1999) and in
compliance with international regulations on care and use of
laboratory animals. Efforts were made to minimize animal suffer-
ing and to reduce the number of animals used (NIH Guidelines).

2.5. In vivo acute toxicity of C. procera extracts

The acute toxicity of AQ, MET, DM-MET, DM and HX extracts
was estimated by oral administration as described by Lorke
(1983). The method estimates the dose of a certain compound
or extract that kills 50% of the animal population (LDsg) by a given
administration route. Mice were divided into different groups
(n=3) and treated with doses of 10, 100, 1000, 1600, 2900 and
5000 mg/kg of the corresponding extract or saline alone for the
control group (for sample preparation see Section 2.1.). The
animals were kept under close observation over a period of
14 day. Restlessness, respiratory distress, convulsions, diarrhea,
motor activity, posture and reflexes were qualitatively deter-
mined. The weight of the animals was monitored throughout
the experiments.

2.6. Acute gastric ulcers induced by absolute ethanol

Ulceration was induced according to the method described by
Bucciarelli and Skliar (2007) by intragastric instillation of abso-
lute ethanol. Mice were divided into different groups (n=4).
Subsequently, animals were placed in single cages with wire-
net floors to avoid coprophagy and deprived of food for 24 h
before the assay. Each group received by gastric gavage either the
vehicle, the corresponding extract (0.1-300 mg/kg), or carbenox-
olone (50 mg/kg) in a volume of 15 mL/kg. One hour after vehicle,
extract or drug reference administration, absolute ethanol was
given orally to each mouse at a dose of 7 mL/kg of body weight.
One hour and a half after ethanol administration, mice were killed
using a CO, chamber. Each stomach was dissected out, inflated
with 2 mL of 2% formalin and fixed in the same solution for
15 min. The stomachs were opened along the greater curvature,
pressed between two glass plates, and scanned so that the lesions
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could be counted with the aid of the Image]® software program.
The sum of the area of all lesions in the corpus for each mouse
was calculated and used as the ulcer index. At least three
independent experiments were done.

2.7. Histology

For acute gastric ulcer samples, the glandular portion of the
stomach (fixed in 2% neutral-buffered formalin) was embedded in
paraffin wax, sectioned into sagittal 5 um sections and stained
with hematoxylin-eosin (H&E) alcian blue (AA) or periodic acid
Schiff (PAS), a representative area was selected for qualitative
light microscopic analysis.

2.8. TPA-induced mouse ear edema

Ear edema was induced according to the method described by
De Young et al. (1989) and modified by Paya et al. (1993) by
topical application of TPA. Mice were divided into different
groups (n=4). The assay consist in two application steps as
follows: first application; edema was induced on the right ear
by topical application of 10 pL of a TPA solution (0.25 pg/uL) and
the left ear received a topical application of 10 puL of 100%
acetone. Second application; once vaporized the first application,
the right ear received either 20 puL of the assayed extract or
reference drug (dissolved in the correspondent solvent) or solvent
alone (see Section 2.1.). The tested doses for extracts were 0.1-
3 mg/ear, and for the positive controls; Dexamethasone, or
Indomethacin 0.05 mg/ear, or 0.5 mg/ear respectively. The left
ear received 20 pL of the same vehicle in which the treatment was
dissolved. The left ear was used as a basal control.

Edema was expressed as the increase in ear thickness due to
the inflammatory process. Ear thickness was measured before and
after induction of the inflammatory response using a micrometer
(Mitutoyo no. 293-831). The micrometer was applied near the tip
of the ear just distal to the cartilaginous ridges and the thickness
was recorded in pm (De Young et al,, 1989). At the end of the
experiment, the animals were killed using a CO, chamber and
7 mm ear biopsies were obtained in order to determine the edema
weight. At least three independent experiments were done.

2.9. Anti-Helicobacter pylori activity

2.9.1. Bacterial strain and culture conditions

H. pylori standard strain ATCC 43504 was grown on Casman
agar base (BBL) plates supplemented with 5% defibrinated sheep
blood, vancomycin (10 mg/L), trimethoprim (5 mg/L), amphoter-
icin B (2mg/L), and polymyxin B (2.5 mg/L) at 37 °C under
microaerophilic conditions (10%CO-). The strains were routinely
identified by Gram staining morphology, biochemical tests
(urease, oxidase and catalase positive), and PCR amplification
(using ureA, and cagA primers). Stock cultures were stored at
—70°C in Brucella broth with 10% fetal bovine serum (GIBCO
BRL) and 10% glycerol.

2.9.2. Minimum inhibitory concentration (MIC) determinations
Anti-H. pylori activity of all extracts and reference antibiotics
(amoxicillin, clarithromycin and metronidazole) was tested with
the broth dilution method based on the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) recommendations, in Mueller-Hinton
broth (DIFCO), 0.2% f-cyclodextrin, 10 mg/L vancomycin, 5 mg/L
trimethoprim, 2 mg/L amphotericin B, 2.5 mg/L polymyxin B, and
incubated under gentle shaking (150 rpm) for the time the
experiment lasted at 37 °C under microaerophilic conditions.
Extracts were dissolved in DMSO to give final concentrations in

the culture of 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.81 and 3.6 pg/mL. These
dilutions (in a volume of 10 pl DSMO) were added to 1.5 mL of H.
pylori broth culture at the beginning of the exponential growth
phase (~10% CFU/mL). AAggp Was determined after 24h of
incubation and was used to calculate the percentage of growth
inhibition with respect to a control that grew only with DMSO
(0.66% final concentration, which does not have any effect on
bacterial growth). All the experiments were performed in tripli-
cate and at least three independent experiments were recorded.
MIC was defined as the lowest tested treatment concentration
that inhibits 100% bacterial growth.

2.10. Statistical analysis

Gastroprotective and anti-edematogenic activity data are pre-
sented as the mean + SEM of n> 8 mice per group. Statistically
significant differences between the treatments were tested by
ANOVA analysis followed by Dunnetts test.; P<0.05 was con-
sidered statistically significant. Prisma Graph-Pad® (version 5.0)
software was used for statistics and plotting.

3. Results and discussion

There are few studies that have explored single properties of
the C. procera bark (Canales et al., 2005; Castillo-Juarez et al.,
2009; Rosas-Acevedo et al., 2011); nevertheless, none of them has
tried to see C. procera bark from an integral point of view, for the
future development of an effective complementary therapy for
the treatment of gastric ulcer and gastritis, whether or not
H. pylori is the etiological agent.

With this perspective in mind, we designed an experimental
strategy to study the bark whole polarity spectrum, with respect to
some basic ulcer-related pharmacological parameters (anti-H. pylori,
antiulcerogenic and anti-inflammatory activities), and toxicity in
order to identify the biologically active regions.

3.1. Acute toxicity in vivo

Investigation of acute toxicity is the first step in the toxicological
analysis of herbal drugs. In this study, Lorke’s procedure was selected
because it offers the advantage that adequate information is
obtained using only 24 animals irrespective of the type of material
tested and the administration route selected. Medium lethal dose
(LDsg) values are calculated using the geometric mean or the doses
for which 0/3 and 3/3 deaths could be found. LDsq > 5000 mg/kg is
regarded according to Lorke protocol as non-toxic.

On the other hand, in order to develop the acute pharmaco-
logical models in mice, it was indispensable to warrant the
security of the 5 extracts knowing its acute toxicity and its
lethality.

During the first phase of the evaluation, all the animals
administered with 10, 100, or 1000 mg/kg of the 5 different
extracts did not die; hence during the second phase, the doses
evaluated were 1600, 2900 and 5000 mg/kg. Again, none of the
animals died. Therefore, the LDsg in mice for the 5 extracts of
C. procera was estimated to be > 5000 mg/kg. In addition, the
animals did not show important changes on behavior (i. e. ataxia,
hyperactivity or, hypoactivity), body weight or macroscopic
morphology of heart, liver, kidney and lungs between the nega-
tive control and experimental groups during the experimental
time (data not shown).

This is the first animal acute toxicity evaluation made which
demonstrates the safety of C. procera bark extracts and is a
precedent to continue with the pharmacological studies. Pre-
viously, in 2006, Rodriguez-Lopez et al. reported that, the hexane,
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CH,Cl,, and acetone extracts of C. procera bark displayed a
significant toxicity on brine shrimp (Artemia salina Leach, BSLT),
LCso were 0.21, 2.31, and 22.75 ppm, respectively. It is very
difficult to make a comparison between the results obtained in
these two models, since there are big differences between these
species (A. salina and Mus musculus). For our purposes, the mice
model is more appropriate because, in making an extrapolation of
results to humans, the physiological, biochemical, and anatomical
differences are less. Additionally, rodent models are routinely and
widely employed for pharmacological studies.

3.2. Anti-ulcerogenic activity

Regardless of gastric ulcer etiology, it is generally accepted
that it is the result of an imbalance between aggressive factors
and maintenance of the mucosal integrity through an endogenous
defense mechanism. Acute ethanol-induced gastric ulcer model
has been widely used for the experimental evaluation of antiulcer
activity. Disturbances in gastric secretion, damage to gastric
mucosa, alterations in permeability, gastric mucus depletion
and free radical production are reported as the pathogenic effects
of ethanol (Bucciarelli and Skliar (2007)). A candidate for an
effective therapy against gastric ulcer should basically act, either
by reducing the aggressive factors on gastric mucosa, or by
increasing mucosal resistance to them. This model is suitable to
test our different extracts since treatments may be administered
orally and because a broad range of doses can be tested.

Once the safe dose was ascertained by acute oral administra-
tion, we proceeded with the gastroprotective activity evaluation of
the 5 extracts using the acute ethanol-induced gastric ulcer model.

HX, MET and AQ extracts were active in a dose-dependent
manner as shown in Fig. 1. Pharmacological studies showed that
the MET, HX, and AQ, have statistically significant gastroprotec-
tive effect in terms of the length and number of gastric ulcers,
compared with the vehicle (negative control) (p <0.05); with
86.04 + 3.52%, 81.40 + 5.38%, and 72.56 + 8.3% of maximum gas-
troprotection at 300 mg/kg for MET, HX, and AQ extract, respec-
tively (Fig. 1, B, A and C, see Figs. 2A, 3A, and 4A for a macroscopic
view). The fact that AQ has a significant gastroprotective activity
is a relevant contribution to the ethnopharmacological knowledge
of this species, since aqueous preparations are the common way
by which people use the bark to treat digestive disorders, and this
is the first time that this property is reported for the extract.

The medium effective dose (EDsq) determined for each extract
is presented in Table 1. It is noticeable that, comparing MET and
HX extracts with the positive reference control, the EDsq values
are 2.2 and 4.4 fold higher than the one for carbenoxolone, a pure
reference drug, pointing out that these extracts could be a
potential source of gastroprotective novel compounds. When
low dosages of AQ were administered (0.1 and 1 mg/kg) no
antiulcerogenic activity was observed; therefore, its determined
DEsg was one magnitude order higher than HX and MET.

A previous study reported antiulcer activity of some C. procera
bark extracts in an in vivo rat absolute ethanol-induced gastric
ulcer model. The only determined EDso was for MET extract
(~40 mg/kg), which is higher than our value (0.53 mg/kg), and
also reported less gastroprotection for ethyl acetate and HX
extracts (Rosas-Acevedo et al., 2011). There are many factors that
could explain the differences with our results: plant origin,
collection season, extraction process, and the animal model used.
Nevertheless, their results correlated with ours in that HX and
MET extracts present antiulcerogenic activity.

The objective of this study was to assay the preventive activity
of the extracts against ethanol-induced ulceration; however
complementary assays must be done in order to test their
effectiveness in ulcer healing and resolution.
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Fig. 1. Anti-ulcerogenic effect of C. procera bark extracts in the acute ethanol-
induced gastric ulcer model. HX (A), MET (B) and AQ (C) extracts. VEH, vehicle 10%
tween 80 in saline or saline alone. CARs, carbenoxolone at a dose of 50 mg/kg
(positive reference control). At least three replicates of each experiment were
performed. Data are presented as the mean + S. E. M. of n > 8. *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001. Kruskal-Wallis ANOVA on ranks analysis. a denotes non-significant
statistical differences between treatments and positive reference control at p 0.05.

3.2.1. Histopathological analysis

It was relevant to compare the previous gastroprotective
results with the histopathological analysis in order to determine
if there was a relationship between them. The histopathological
examination was performed only to mice stomachs receiving



W.I. Escobedo-Hinojosa et al. / Journal of Ethnopharmacology 143 (2012) 363-371 367

A
B
100 X
C
100 X
D
100 X

400 X
100 pm
400 X
100 pm
400 X
100 pm

Fig. 2. Negative control. Mice treated with only the vehicle in the absolute ethanol-induced gastric ulcer model. (A) Macroscopic appearance of the stomach. (B) (C) and
(D), observations of sagittal sections of 5 um thickness of the glandular portion of the stomach at 100 X and 400 X amplifications. (B) Histopathological view with H&E

staining. (C) Histochemical PAS staining. (D) Histochemical AB staining.

saline as negative control, (Fig. 2), 50 mg/kg of carbenoxolone as
positive control, 300 mg/kg of AQ, MET (Fig. 3), and HX (Fig. 4)
extracts, and non-treated mice. See supplementary Figs. 6-8 and
Table II for the macroscopic and microscopic results of all extracts
and controls; and, histophatological and histochemical analysis.
The integrity of the mucosa of mice pretreated with MET
extract was almost completely preserved with respect to normal
tissue appearance. Very low infiltration of blood cells was
observed, which is indicative of the absence of ulceration and
bleeding; in addition, the presence of moderate inflammatory
infiltrate is indicative that ethanol injury was somehow dimin-
ished considerably due to the presence of the extract (Fig. 3 B).
As for histochemical staining, significantly high PAS positivity
was observed (denoted by fuchsia color presence), which means a
neutral mucus production by the mucosa (Fig. 3C). On the other

hand, AB staining showed very low positivity (denoted by blue
color presence), indicating almost null acid mucus production
(Fig. 3 D). Similar observations were obtained for the tissues
receiving AQ extract or carbenoxolone as pretreatment, with the
exception that in the first case, gastroprotection was in lesser
extent. Since one of the most important mechanisms of action of
carbenoxolone is the production of prostaglandins, which is
closely linked to the production of gastric mucus (Simmons
et al., 2004; Gyires, 2005), we suggest that MET and AQ extracts
may act by increasing the production of prostaglandins; however,
additional specific tests should be performed to determine this
phenomenon.

In contrast, as for HX extract, the histochemical analysis
revealed a highly significant AB positivity (Fig. 4D) and moderate
PAS positivity (Fig. 4C), showing high acid mucus production and
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Fig. 3. Mice treated with the MET extract (300 mg/kg) in the absolute ethanol-induced gastric ulcer model. (A) Macroscopic appearance of the stomach. B, C and D,
observations of sagittal sections of 5 pm thickness of the glandular portion of stomach at 100 X and 400X amplifications. (B) Histopathological view with H&E staining. (C)

Histochemical PAS staining. (D) Histochemical AB staining.

reasonable neutral mucus production, although the macroscopic
analysis showed good gastroprotective effect (Fig. 4A). If we
compare the AB observations with the negative control, that also
showed strong AB positivity (Figs. 2D and 4D), the histochemical
observation appears to be the same; however, the mucosal
integrity was preserved, and very low blood and inflammatory
cell infiltration were found (Fig. 4B).

PAS and AB histochemical observations indicate that perhaps
the HX extract has an additional mechanism of action in compar-
ison with MET and AQ extracts. This possibility is very high due to
the different polarity of the extracts. The thin layer chromato-
graphic analysis showed markedly dissimilar metabolic profiles
among them (data not shown), suggesting that the gastroprotec-
tion is conferred to different kinds of compounds.

The weakening of gastric mucosal defense is intimately asso-
ciated with the diminished viscoelastic qualities of mucus,
decrease in hydrogen ion retardation capacity, and the extensive
peptic erosion. An increase in the production of gastric mucus,
one of the most important defense mechanisms, may efficiently
reduce these effects. Apparently, MET and AQ extracts act
this way.

3.3. Anti-edematogenic activity

The TPA-induced edema test is a screening method to evaluate
the ability of compounds to prevent an inflammatory reaction in
response to a phlogistic agent. This model has certain advantages
for natural product testing. First, the response is local, and
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Fig. 4. Mice treated with the HX extract (300 mg/kg) in the absolute ethanol-induced gastric ulcer model. (A) Macroscopic appearance of the stomach. (B), (C and D),
observations of sagittal sections of 5 um thickness of the glandular portion of the stomach at 100 X and 400 X amplifications. (B) Histopathological view with H&E staining.

(C) Histochemical PAS staining. (D) Histochemical AB staining.

involves the skin of the ear, thus, topical application avoids drug
metabolism and excretion. Secondly, this model uses very small
amounts of the drug. It is known that phorbol esters, such as TPA
induce skin inflammation and a hyperproliferative response with
an infiltration of neutrophils (De Young et al., 1989). It is also
known that TPA stimulates PLA,, conducting to the release of
arachidonic acid (AA), leading to prostaglandin production
(Fuerstenberger et al., 1981); hence, inhibitors of these molecules
reduce TPA-induced edema and, as a consequence, this model has
been extensively used to assess these kinds of compounds.
Inflammation by TPA also seems to be related to the release of
other non-eicosanoid mediators (De Young et al., 1989).

The present study has demonstrated in an acute model, that
HX extracts have significant anti-edematogenic activity in a dose-

response relationship, with a maximal of 57.45% edema inhibition
with 3.0 mg/ear (Fig. 5). The topical application of HX extract,
significantly reduced (p < 0.05) the acute ear edema induced by
TPA with an EDsg=1.75 mg/ear. The others extracts did not reach
50% inhibition of ear edema, even at the highest dose tested
(Table 1). DM-MET, MET, and AQ extracts could not be assayed at
doses higher than 1 mg/ear because of solubility problems.

This is the first report of anti-inflammatory activity of
C. procera. It is noticeable that the greatest effect was observed
with the HX extract, suggesting a better internalization through
the skin, due to its low polarity.

Edema inhibition by HX extract suggests that the prostaglan-
din pathway of inflammation is involved, and could be that
COX-1 or COX-2, or both, are the potential targets; however, the
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Table 1
Summary of results obtained for C. procera bark.

Extract Yield (%) Activity
“Acute toxicity PAnti-H. pylori ‘Anti-inflammatory dGastroprotective
LD5o(mg/kg) MIC(pg/mL) EDso(mg/ear) EDso(mg/kg)

HX 0.90 7.81 1.75 1.06

DM 1.07 > 5,000 for the 5 extracts 15.6 >3 > 300

DM-MET 12.80 62.5 > 1 > 300

MET 13.22 62.5 > 1 0.53

AQ 17.74 125 >1 11.30

Positive Reference
Controls

Metronidazole: 300 Clarithromycin:0.5
Amoxicillin: 0.05

Dexamethasone: 0.05
Indomethacin: 0.5

Carbenoxolone: 0.24

Data presented are the result of
@ assay: one experiment with n=3 as Lorke indicates.

b assay: MICs values were obtained from at least three independent experiments by triplicate.

€ assays: at least three replicates of each experiment with n > 8.
d assays: at least three replicates of each experiment with n> 8.
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Fig. 5. Anti-edematogenic effect of HX extract of C. procera bark in the acute TPA-
induced ear edema model. VEH, vehicle acetone or 50% acetone. DeXq s, dex-
amethasone 0.05 mg/ear, and Indomg s, indomethacin 0.5 mg/ear (positive refer-
ence controls). At least three replicates of each experiment were performed. Data
are presented as the mean + S. E. M. of n>8. *p <0.05, **p <0.01, *** p <0.001.
ANOVA analysis was performed. a denotes non-significant statistical differences
between treatments and positive reference controls p 0.05.

precise mechanism of anti-inflammatory action of the extract
remains to be elucidated; as well as the isolation of the active(s)
molecule(s).

Although the HX extract EDsq is only 3.5-fold higher than the one
obtained with indomethacin, some authors suggest that values over
1.0 mg/ear are not enough interesting to continue the purification of
active components (Yuan, et al., 2006); nevertheless, it has to be
considered that this is a crude extract and indomethacin is a pure
compound. On the other hand, we must notice that in this work we
tested an acute edema topical model, so it is important to explore a
chronic one and different administration routes in order to determine
its therapeutic anti-edematogenic potential. Finally, it should be taken
into account that this is another pharmacological property to be
added to C. procera bark.

3.4. Anti-H. pylori activity

Considering that H. pylori is the etiological agent of chronic
gastritis and is responsible for 85% of gastric ulcers, the anti-H.

pylori activity of the different extracts of C. procera bark must be
analyzed. In order to identify their antibiotic potential, minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined using the broth
dilution method. The results showed that HX extract exerts the
highest inhibitory effect against H. pylori (MIC=7.8 pg/mL), fol-
lowed by DM (MIC=15.6 pg/mL), DM-MET (MIC=62.5 pg/mL),
and MET (MIC=62.5 ng/mL) extracts, the AQ extract had the
lowest activity (MIC=125 pg/mL) (Table 1, and see supplemen-
tary material Fig. 9 for inhibition patterns). Anti-H. pylori activity
of the 5 extracts was more effective than that of metronidazole
but less effective than that of amoxicillin and clarithromycin
(Table 1, and see supplementary material Fig. 9).

The fact that the four organic extracts and the aqueous
infusion of C. procera bark showed remarkable activities against
H. pylori, suggests that many structurally different compounds
could be responsible for the action. Nevertheless, the MIC value of
HX extract indicates that this fraction would contain the most
active substances.

Previously, our group reported the anti-H. pylori activity of
methanolic and aqueous extracts of C. procera bark, MIC=500 and
250 pg/mL, respectively (Castillo-Juarez et al., 2009). These values
are very high in comparison with the results shown in this work.
It is possible that these differences are mainly due to the
extraction process and plant origin. The bark used in this work
was collected in March at the Municipality of Jojutla, Morelos, and
once dried, it was ground and extracted exhaustively, and in the
case of the AQ extract, an infusion was prepared; whereas in the
previous work, the bark was collected in November at a different
locality (Tlacozozotitla; Guerrero), and the dried bark was just cut
in medium size pieces and extracted, and for the AQ extract, a
decoction was prepared. As a result, in the present work the
quality and efficiency of the extraction was better and is reflected
in a higher anti-H. pylori activity. Furthermore, this is a more
complete work because it evaluates all the polarity ranges.

The antibiotic activity found for all C. procera extracts in this
study is basic for future experiments which might allow us to
determine if one or more of these extracts is able to eradicate the
bacteria in an in vivo infection model. The eradication of H. pylori
is important to accelerate the healing and prevent the relapse of
bacterial related diseases, mainly peptic ulcer and gastritis.

Summarizing, we have found that HX extract has 3/3 of the
tested biological activities and does not show acute toxicity.
Therefore, it would be a good candidate to continue with further
pharmacological studies; however its low yield is a strong
limitation. Independent of that, its highest MIC against H. pylori
makes it worthwhile to continue with the bioguided isolation of
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the anti-H. pylori compounds. On the other hand, the MET extract
was not toxic under acute administration, and showed only
anti-H. pylori activity and antiulcer effect; nevertheless, its high
yield as well as its remarkable gastroprotective activity makes it a
good candidate for the isolation of gastroprotective compounds
and for further clinical studies. We are currently working on the
isolation and identification of the anti-H. pylori and antiulcero-
genic active metabolites, as well as on the study of the gastro-
protective mechanism of action, healing effect and chronic
toxicity of MET extract.

C. procera bark has been used in Mexico since prehispanic
times to treat gastrointestinal diseases. Due to its similar appear-
ance, its use to adulterate the Amphipterygium adstringens bark,
one of the most important and commercialized Mexican medic-
inal plants used to treat gastritis, gastric ulcer, and stomach
cancer, has been reported recently (Argueta et al., 1994;
Hersch-Martinez, 1995). Our results indicate that C. procera bark
has many biological activities that probably act in a synergistic
way when people consume the bark for the treatment of gastritis
or peptic ulcer (with or without bacterial origin). Hence, the
present findings partially validate the use of this species to treat
gastric diseases. Nevertheless, further in vivo and clinical studies,
as well as chronic toxicity studies, are required to scientifically
support its traditional use.

4. Conclusions

Plant extracts constitute important sources of biologically
active compounds, but the polypharmacological approach is
emerging as a hot topic. In this work we are demonstrating the
in vivo antiulcerogenic and anti-inflammatory potential, as well as
the in vitro anti-H. pylori activity of C. procera extracts. Its safety in
the tested in vivo model has also been shown. We conclude that
the hexane extract has the best polypharmacological properties,
followed by the methanolic extract.

Considering all the results obtained here, we can state that
C. procera bark, as a whole entity, has polypharmacological
activities, somehow validating the traditional use of this species.

Taking into account the problems of H. pylori associated
diseases therapies; the polypharmacological characteristics of
C. procera demonstrated herein, increases its clinical value, or
the value of some of its extracts. Therefore, it is promising to
develop an integral treatment for gastritis or peptic ulcer whether
related or not to H. pylori.
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Figure 6. Mice treated with the AQ
extract (300 mg/kg) in the absolute
ethanol-induced gastric injury model. A
Macroscopic appearance of the stomach.
B, C and D, observations of sagittal
sections of 5 um thickness of the
glandular portion of the stomach at 100X
and 400X amplifications. B
Histopathological view with H &E
staining. C Histochemical PAS staining
analysis. D Histochemical AB staining
analysis.
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Figure 7. Mice treated with CAR (50
mg/kg) in the absolute ethanol-induced
gastric injury model. A Macroscopic
appearance of the stomach. B, C and D,
observations of sagittal sections of 5 um
thickness of the glandular portion of the
stomach at 100X and 400X
amplifications. B Histopathological view
with H &E staining. C Histochemical PAS
staining analysis. D Histochemical AB
staining analysis.
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Figure 8. Non-treated mice.

A Macroscopic appearance of the
stomach. B, C and D, observations of
sagittal sections of 5 um thickness of the
glandular portion of the stomach at 100X
and 400X amplifications. B
Histopathological view with H &E
staining. C Histochemical PAS staining
analysis. D Histochemical AB staining
analysis.
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Figure 9. Effect of C. procera extracts upon H. pylori growth. Data are presented as the mean = S. E. M. Each
experiment was recorded by triplicate and at least three independent experiments for each tested sample were
done. METRO = metronidazole as a reference control.



Table II. Summary of histophatological and histochemical analysis of gastroprotection

experiments.
TREATMENT STAIN
H&E
ERITROCITARY INFLAMATORY PAS AB
INTEGRITY INFILTRATION INFILTRATION

Normal - + ++ -
VEH ++++ ++++ + +++
CAR + ++ ++ +
HX + ++ ++ +++
MET + + +++ +
AQ + ++ +++ o+

The histopathological examination was performed only to mice stomachs receiving saline (VEH) as

negative control, 50 mg/kg of carbenoxolone (CAR) as positive control, 300 mg/kg of; HX, MET

and AQ extracts, and non-treated mice (Normal). - nule, + low, ++ moderate, +++ high, ++++ very

high.
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RESUMEN

La bacteria Helicobacter pylori es reconocida como el principal agente causal de la gastritis crénica activa,
de la dlcera péptica, asi como un factor de predisposicion del carcinoma géstrico. Se estima que mas del 50%
de la poblacién mundial esta infectada por esta bacteria y, en el caso de México, se reporta una seroprevalencia
del 66%. La terapia empleada para la erradicacién de la bacteria falla en més del 20%, principalmente por la
generacion de resistencia a los antibidticos comerciales. De tal manera, es importante controlar estas
enfermedades, buscando nuevos tratamientos y/o compuestos que sean mas especificos, menos toxicos y de
facil acceso a la poblacion.

Los productos naturales vegetales constituyen potenciales fuentes para el descubrimiento y desarrollo de nuevos
agentes efectivos contra la infeccion de esta bacteria. En este trabajo se presenta la perspectiva actual a nivel
mundial, acerca de las investigaciones que se estan llevando a cabo en este campo. Se tratan temas como la
evaluacion preliminar de extractos de una cantidad considerable de plantas, el aislamiento de compuestos puros
a partir de los extractos bioactivos, la elucidacion del probable mecanismo de accién, estudios integrales que
evaltan propiedades antiinflamatorias y gastroprotectoras y, por Gltimo, la modificacion quimica de compuestos
prototipo.

Palabras Clave:Antibacteriano, gastritidlelicobacter pylori plantas medicinales, productos naturales.

ABSTRACT

Helicobacter pylori is recognized as the major etiological agent of chronic active gastritis, peptic ulcer, as well
as a predisposing factor in gastric carcinoma. It is estimated that over 50% of the population is infected by this
bacterium and, in the case of Mexico, a 66% seroprevalence is reported. The current eradication treatment fails
in more than 20% of cases, mainly due to resistance generated to commercial antibiotics. Thus, in order to control
these diseases, it is important to find new treatments and/or compounds, more specific, less toxic, and easily
accessible to the population.

Plant natural products are potential sources for the discovery and development of new anti-H. pylori agents. This
paper presents the state of the art on world research in this regard. It covers topics such as preliminary evaluation
of plant extracts (screenings), the isolation of pure compounds from bioactive extracts, the elucidation of the
probable mechanism of action, comprehensive studies evaluating anti-inflammatory and gastroprotective
properties, and finally, chemical modification of prototype compounds.

Key Words:Antibacterial, gastritisHelicobacter pylori medicinal plants, natural products.

Nota: Articulo recibido el 11 de febrero de 2011 y aceptado el 18 de
abril de 2011.
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INTRODUCCION
ndescubrimiento que cimbro el ambiente cientifico de ancho (Figura 1). Presenta de 4 a 6 flagelos unipolaregrde 3

la medicina, la bacteriologia y sobre todo de la delongitud aproximadamente; estos flagelos confieren motilidad
gastroenterologia fue la demostracion de que en lay permiten el movimiento rapido en soluciones viscosas como
mucosa del estbmago viven bacterias que colonizan yla capa del moco que cubre las células epiteliales gastricas
lesionan al epitelio. Los médicos australianos Barry Marshall yfacilitando asi la colonizacion en el esténfago

Robin Warren fueron los responsables, en 1982, de identificar y

cultivar una bacteria microaerofilica presente en el estbmagd )
humano capaz de tolerar condiciones de pH de 2 0 menos y cuya
colonizacion y desarrollo en la mucosa gastrica, representa up
factor etiopatogénico indiscutible para ocasionar gastritis,
Ulceras pépticas, linfoma tipo MALT e incluso ser un factor de
predisposicion para cancer gasttiésta bacteria fue clasificada
en 1989 comdielicobacter pylor .

El hallazgo mencionado, no fue aceptado facilmente por el
ambiente cientifico del momento, ya que, desde principios de
siglo XIX, se asocio al desarrollo de la enfermedad ulcerosa )
péptica, factores etioldgicos primarios como hipersecrecién Figura 1. Micrografia electrénica de Helicobacter pylori.
aciday estrés (dando forma a teorias psicosomaticas) y factores
secundarios como el alcohol, tabaquismo, medicamentosEn cultivos “viejos” o en condiciones desfavorabléspylori
alimentosirritantes, eincluso se hablé por afios de predisposicioasume una forma cocoide, existe controversia sobre si estas
familiar ulcerogénica, pero nunca se habia pensado en unéormas son viables o noy se plantea que puede ser un mecanism
etiologia bacteriaria de resistencia, asi como de transmisién de la bdctéraylori
requiere de medios artificiales ricos en nutrientes como peptona,
Pero los cientificos australianos, no so6lo dieron un papeltriptona, extracto de levadura, glucosa, suplementados con
protagoénico a la bacteria, sino que también se lo dieron a Isangre y suero fetal bovino, es de crecimiento lento, necesitandc
mucosa gastrica en relacion a sus funciones secretorasjna atmosfera microaerofilica con concentraciones de @a
hormonales y nerviosas. 8%y de CQde 7 a 10%.

El establecimiento del papelidepylorifue unode losfenémenos  Factores de virulencia de H. pylori
masimportantes en las investigaciones biomédicas de los Ultimobl. pylorise ha especializado para vivir y persistir en un ambiente
afos, ya que significo que esta bacteria ocupara un lugahostilcomolo es el estomago humano, paralograr esto posee un
protagdnico en el interés de diversos campos de estudio: clinicaserie de factores y mecanismos que le han permitido adaptarse
bacterioldgico, epidemiolédgico, farmacolégico, inmunoldgico, exitosamente a él, los cuales se pueden clasificar en tres tipos
genético, etc., tal como lo demuestra el hecho de que al solicitaa) factores de colonizacion gastrich) factores involucrados
en un servidor de internet informacién sobre la bacteria, laen la inflamacion y dafo al tejido gastrigoc) factores de
respuesta sea de miles de publicaciones en los Ultimos 28 afiospbrevivencia
e incluso que tenga el privilegio de contar con una publicacion
exclusivaHelicobactehttp://www.wiley.com/bw/journal.asp? a) Factores de colonizacién gastricBara evadir el ambiente
ref=1083-4389). acido del estémagd]. pylori produce una potente ureasa que
hidroliza a la urea en G amonio, neutralizando el ambiente
Actualmente se conoce qtie pylori es la responsable de la alrededor de ella durante su colonizacion en el estbmago. Este
infeccidn bacteriana crénica gastrointestinal mas comun en ehctividad enzimatica esta altamente conservada en todas las
mundo, estimandose que la prevalencia mundial esta por arribaepas dél. pylori, lo que ha permitido usarla como diagndstico.
del 50%, y a pesar de esto, no se le ha podido considerar conide cualquier manera la bacteria trata de minimizar el tiempo de
parte de la microbiota habitual por el hecho de que su presenciexposicién al medio acido del lumen estomacal; gracias a la
siempre produce en los infectados una respuesta inflamatoria emotilidad que le brindan sus flagelos, nada a través del viscoso
grado variable, lo que representa un verdadero problema denucus hasta alcanzar el ambiente casi neutro cercano al epitelic

salud. gastrico que es rico en nutrierfteSsta propiedad también le
permite a la bacteria resistir las contracciones musculares que
CARACTERISTICAS DE H. pylori regularmente vacian al estbmago y que provocarian su salida.

H. pylori es una bacteria Gram-negativa, de forma curveadal a mayor parte de la poblacion de bacterias que se encuentra e
espiral o fusiforme, mide de 2 @ivh de longitud y 0.5 ajdm de el estbmago esté en la capa de moco y un 20% esta asociada
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las células epitelialésLa adhesion dél. pylori a la célula EpiDEMIOLOGIA
epitelial es un prerrequisito parainiciar los procesos de virulenciaSe estima que mas del 50% de la poblacién mundial
se han descrito varias adhesinas en la membrana externa deif€fectada por la bacteria, sin embargo, la prevalencia
bacteria que interactlan con estructuras complementarias en lasfeccion depende de factores socioeconémicos y ¢
células del epitelio gastrico del humano, como pueden setinfraestructura sanitaria, calculdndose que en pe
glicoproteinas y glicolipidos. desarrollados es de 10 al 40% y esta cifra se incrementa
un 80 6 90% en paises en vias de desattbllen el caso d¢
b) Factores involucrados en la inflamacion y dafio al tejido  México, Torresy col. en 1998 reportan una seroprevalenci
gastrica Dentro de estos factores tenemos enzimas como 1866% y que la infeccion se adquiere a edades tempr
fosfolipasa A y la alcohol deshidrogenasa; asi mismo, elalcanzando un 80% en adultos jévenes entre 18 y 20 ar
lipopolisacéarido (LPS) juega un papelimportante en lainduccionedad, con una tasa de incremento del 5% anual duran
de unarespuestainmune, via CD4 leucocitaria. También, se haprimeros 10 afios de vitta
encontrado proteinas proinflamatorias, las cuales estan asociadas
a la superficie y activan células inflamatorias, incluyendo La adquisicion natural de la infeccion gér pylori ocurre
macrofagos y neutrofilds principalmente dentro del nucleo familiar y es la madre q
infecta al hijo en los primeros afios de vida, aunque tambi
Otro factor de virulencia es la citotoxina vacuolizante (Vac A), puede dar por el contacto con otras personas. La inge
gue produce vacuolizacion enlas células epiteliales conduciendparece ser el medio méas probable de adquirir a la bagt
aladestruccion de lamucosa. Es codificada por elagque puede alcanzar la cavidad bucal via: gastro-oral, fecal-c
esta presente en todas las cepad.deylori, sin embargo, la  oral-oral?
estructura de los alelos del gen varia particularmente en dos
regiones: la sefial, que puede ser del tipo s1 0 s2 y la media QUENFERMEDADES ASOCIADAS A H. pylori
puede ser del tipo m1 0 m2. Las cepas con la combinacion slmiUna vez que la bactertloniza la mucosa gastrica perman
han sido asociadas con mayor virulencia, aunque existerpor afios e incluso por décadas, en la mayoria de los cast
excepcionées minima sintomatologia para el paciente.

Uno de los factores principales de dafio al tejido es la isla dd_a gastritis es el dafio basico que media la infeccidd gaylori,
patogenicidad Cag-PAl, que es un conjunto de alrededor de 3(a cual esta asociada a mecanismos inmunes, humor:
genes con un elevado polimorfismo. El 60% de las ceplds de celulares, provocando la inflamacion de la mucosa géas
pylori producen proteinas codificadas por esta isla y seRecientemente, se han agrupado las diferentes patolog
denominan comeagA. El Sistemade Secreciontipo IV (SST4), tresfenotipos gastricos principdldsl primer fenotipo, y el ma
un conjunto de proteinas codificadas por Cag-PAl es la estructuraomun, es “la gastritis simple”, caracterizada por unapanga
encargada de internalizar los productos bacterianos a las célulagiave con secrecion acida normal, aunque con unaconcent
epiteliales gastricas del hospedero. La proteina CagA, es sialta de gastrina en suero. Este fenotipo es comin en s
duda una de las mas importantes de laisla, induce la produccidasintomaticos y en aquéllos que no desarrollan una enfern
de interleucina 8 y del factor de necrosis tumoral, con lagastrointestinal seria. El segundo fenotipo esla “Ulcera pép
consecuente estimulacion de la respuesta inflamatoria. CagA egresente en alrededor del 15% de los pacientes infectad
traslocada por el SST4 a las células epiteliales infectadas dondearacteriza por gastritis antral, gastrina elevaday secrecion
es fosforilada, reconocida y unida a un complejo de tirosina-con problemas en su regulaciéon. La combinacién de
fosfatasa que induce defosforilacion en diversas proteinas de lanormalidades contribuye al desarrollo de las Ulceras pé|
célulay efectos multiples como cambios en el citoesqueleto, erfgastricas y duodenales). Se ha asociddlgoglori con el 95%
la motilidad y apoptosis delas Ulceras duodenalesy con el 85% de las gastricas. Elt

y mas grave de los fenotipos es el “cancer gastrico”, a
Las cepasagA son mas virulentas que leagA y juegan un aproximadamente del 1 al 2% de los sujetos infectados \
papel preponderante en el desarrollo de gastritis atrofica, Ulceraaracterizado por un patron de gastritis cror
péptica y cancer gastrico. La presencigat®\y cagA en una predominantemente del corpus, gastritis atréfica multifoc
cepa ha mostrado ser la combinacion mas patogénica tanto hipo, como aclorhidria. Se presentan niveles altc

gastrina y una baja relacion de pepsindgeno I/Il.
c¢) Factores de sobrevivenciba bacteria posee enzimas como adenocarcinoma se desarrolla de una secuencia de lesior
lasuperdxido dismutasay la catalasa que previenen lafagocitosisicluyen la inflamacién crénica no atréfica, gastritis cror
producto de la respuesta inmunitaria del hospedero. Por otratréfica, metaplasia intestinal, displasia y carcinoma. S
parte, las formas cocoides, aunque se discute acerca de sbservado que los sujetos que desarrollan Ulceras péptit
viabilidad, podrian ser una forma de resistencia para la bacterilegan a presentar cancer gastrico, lo que indica can
en condiciones desfavorables. divergentes en estas patolo§fas
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El cancer gastrico ocupa a nivel mundial el segundo lugar dentrale promover resistencia a micobacterias, ademas de que se ha

de la mortalidad por canceres (www.who.int/mediacentre/ reportado casos de mielotoxicidad y toxicidad oé{jaor lo que

factsheets/fs297/es/index.html) de ahi, que la asociacion entrias terapias que incluyen a este antibiético s6lo deberan emplears:

cancer gastrico Y. pylori provocara gran interés cuando la tras mdltiples fallos previos en la erradicacion cuando se

Organizacién Mundial de la Salud, clasificé a esta bacteria comadministraron los otros antibi6ticéy constituiran una cuarta

un carcindgeno tipol De acuerdo al ultimo reporte de la linea de tratamiento.

Secretaria de Salud, del 2005, el cancer gastrico se encuentra

entre las 20 principales causas generales de mortalidad ebnaterapiarecientemente empleada esladenominada sucesive

México (dgis.salud.gob.mx). cuyo fundamento es la administracion de elevadas dosis
consecutivas de antibidticos; la mas comun involucra 2 g de

El riesgo de desarrollar alguna de las patologias mencionadaamoxicilina e IBP por 5 dias, seguido de una triple terapia. Esta

dependera de tres factores principalmente: a) la virulencia de léerapia ha demostrado tener tasas de erradicacion mayores de

cepa o cepas del. pylori que estan infectando, b) la 90% en Itali&.

susceptibilidad genética del hospedero, incluyendo el tipo y

grado de su respuesta inmunitaria a la infeccién y c) factoreg-inalmente, hay que enfatizar que la erradicacidh gglorise

moduladores ambientales, como habitos dietéticos, fumdr, etcrecomienda Unicamente en pacientes con padecimientos
gastroduodenales como: Ulcera péptica, linfoma de tejido linfoide

TRATAMIENTO asociado a mucosa, gastritis atrofica, pacientes con familiares er

Lainfeccién poH. pylori debe sertratada con antibiéticoscomo primer grado que tengan antecedentes de cancer gastrico

cualquier otra infeccién bacteriana. Sin embargo, con ninglnpacientes con deficiencia de hierro (anemia) inexplicable y

antibiético administrado por si solo, se ha logrado una tasgacientes con purpura trombocitopénica crénica idiopatica

significativa de erradicacion, por lo que es necesario emplear dos

antibiéticos a los que sea susceptible la bacteria y terapia®roblemas con las terapias

coadyuvantes como las que incrementan el pH del estémago (ya) Resistencia de H. pylori frente a los antibiéticos

que varios de los antibiéticos no son activos a pH bajo) o agenteka frecuente administracion de antibidticos &htipylori

antisecretores del acido estomacal, principalmente losinhibidoreprescritos para otras terapias antiparasitarias o antibacteriana:

de la bomba de protones (I1BP) (no antiH. pylori), aunado a la limitada gama de antibiéticos a
los que es susceptible la bacteria y a la falta de cumplimiento en

El tratamiento de primera eleccion es la “triple terapia” que estalas terapias, ha generado la aparicion de resistencia a los mismo

integrada por un IBP y las siguientes combinaciones dedisminuyendo sustancialmente la eficacia del tratamiento.

antibiéticos: 1) amoxicilina + claritromicina, 2) para areas donde

se tenga reportada la resistencia a claritromicina: amoxicilina H.a resistencia mas comun reportada para los antibiéticos

metronidazoly 3) en casos de alergia a penicilinas: metronidazoémpleados en el tratamiento cotraylorise debe a mutaciones

+ claritromicina. El tiempo de administracién puede variar pero puntuales en el sitio blanco del farm#ca resistencia emerge

generalmente abarca de 7 a 14 dias. Para esta terapia se reporgem presion de seleccion, eliminando rapidamente a las bacterias

fallas en la erradicacion dd. pylori en mas del 20%, susceptiblesy sélo sobreviven aquéllas con la mutacién que les

principalmente debida a la resistencia de la bacteria frente a laonfiere resistencia. También se han reportado resistencias

claritromicina y/o metronidazol; no obstante, en la practica farmacoldgicas donde las cepas son susceptibles a un antibioticc

clinica, este porcentaje va en aumé&ntioa segunda linea de in vitro, pero resistentes wivo'.

tratamiento o “terapia cuadruple”, dependera de la combinacién

de antibidticos utilizada inicialmente, pero generalmente estelastasas de resistencia reportadas paraamoxicilinay tetraciclina:

régimen esta compuesto por un IBP, los antibidticos tetraciclinason de alrededor del 5 y 4%, respectivam&ntgentras que

y metronidazol y se adicionan sales de bismuto, el tiempo depara el metronidazol se reporta unaresistencia promedio del 35%

administracion se puede prolongar hasta 214dias siendo Japon el pais con la menor resistencia (3%) y Kenia con
lamayor (100%). Por otro lado, para claritromicina laresistencia
En aquellos pacientes en los que la infeccionhhopylori puede ser tan baja como del 1% (Holanda) y tan elevada coma

persiste tras un segundo curso de tratamiento, deberan realizardel 48% (Turquia), con una media del 24%omo se aprecia, el
pruebas de susceptibilidad a la bacteria para elegir el antibiotic@roblema enla practica clinicaradica en la resistencia a estos do:
aemplearse en el tercerintento de erradic#cldrs candidatos  Ultimos antibiético¥. En México, Torres y col. reportaron una
alternativos para esta tercera linea son las quinolonasesistenciaametronidazol del 80% en 1997, Garza-Gonzalez de
(levofloxacina, moxifloxacina), tetraciclina, rifabutina y 37.1% en el 2002 y Chihu y col., del 58% en el 200Para
furazolidona. Otra combinacién que ha sido exitosa es amoxicilinaclaritromicina se reporté una resistencia del 24n cuanto a

y levofloxacina o rifabutina y elevadas dosis defBBin las fluoroquinolonas, existe una tendencia creciente en la
embargo, laprescripcion de larifabutina presenta el inconvenientadquisicion de resistencia en paises como Portugal y Japor
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5.3%*y 5.5%6°, respectivamente. Finalmente pararifampicinas, Otro aspecto que no podemos pasar por alto, es la implic
en Alemania se ha reportado un 1.4% de resisténcia econdmica que representa la terapialdnfiylori; por ejemplo,
en México, el costo del tratamiento de primera linea oscila
Actualmente, se recomienda que si la tasa de resistencia local®60 y 1260 pesos, lo cual puede ser un gasto dificil de solv
claritromicina sobrepasa el 20%, no debe emplearse estetagenteconduciendo a la evolucion de la infeccion en padecimie
Otra observacion importante respecto al metronidazol es que laas severos como la Ulcera péptica y el cancer.
resistencia a este antibidtitovitro no siempre predispone a la
falla del tratamient8. El uso de un esquema adecuado de PRODUCTOS NATURALES CON POTENCIAL ANTI-
erradicacion dél. pylori, deberia tener éxito en un porcentaje H. pylori
superior al 90%. De hecho, la Asociacion Americana de Desde tiempos inmemoriales, la humanidad ha utilizado
Gastroenterologia, recomienda utilizar en primera instanciaplantas para el tratamiento de enfermedades comunes
solamente esquemas que hayan demostrado una eficacia pprocurar susalud. Hoy endia, los sistemas de medicinatradi
encima del 85%. basados en el uso de especies vegetales gozan de u
respeto, especialmente en paises con economias emel
Los mecanismos de accion y de adquisicidn de la resistencia hatonde la disponibilidad de los servicios médicos y laaccesibi

sido descritos ampliamente y se resumen en la Tabla I. a los tratamientos alopéticos es limit&daa resistencia de lo
microorganismos a los antibiéticos comerciales es uno d
b) Otros factores retos mas grandes que enfrentan los sistemas de salud |

Lafaltadel cumplimiento adecuado de los tratamientos por partelel mundoH. pylorino es la excepcion, como ya se mencic
del paciente, es un factor vital en las bajas tasas de erradicacidan vista de la incompleta erradicacion lograda por la tel
de la bacteria. La causa de esto es la complejidad de la terapitradicional, aunada a los altos costos de estos medicame
gue involucraporlo menos 3 farmacos, administrados enrepetida®s efectos secundarios provocados a los pacientes; se
dosis, durante un largo periodo de tiempo. Debido a lo anteriornecesaria la blisqueda de nuevas opciones terapéuticas
se presentan efectos secundarios que, aunados a una falta ttatamiento de la infeccidh Los productos naturale
mejoria inmediata, desmotivan al paciente a continuar con leespecificamente los de origen vegetal, constituyen poten
terapia. Dentro de los efectos secundarios mas frecuentes daentes para el descubrimiento y desarrollo de nuevos ag
reportan la diarrea, en un 30% de los pacientes, y el mal sabor d&fectivos contra las infecciones que hoy en dia resultan dif
boca®. Por otro lado, los efectos adversos mas comunes sonde tratar. Varios grupos de investigacion alrededor del m
nausea y vomito (5%), salpullido (2%), dolor de cabeza (4%),han encontrado miles de compuestos que presentan €

malestar o dolor abdominal (5%) y estomatitis 8%) inhibitorios sobre todo tipo de microorganisfipmcluyendo
[ Antibioticos Tipo Mecanismo de accion Genes Efecto de lamutacion
delantibioético enelgen

Claritromicina Bacteriostatico| Inhibicion de la sintesis de proteings rrn 23S | Disminucion en la afinidad dell

en ARN 23S ribosoma al antibiotico
Amoxicilina Bactericida Inhibicion de la sintesis de pbpl Disminucion en la afinidad del

peptidoglicano por bloqueo de hopB antibiotico a las PBP

proteinas de union a penicilina (PBP) hopC

Tetraciclina Bacteriostatico| Inhibicién de la sintesis de proteinas rrn16S | Disminucion en la afinidad de

en ARN 30S ribosoma al antibiotico

Metronidazol Bactericida El antibiotico tiene que ser reducidp rdxA, frxA Inhibicion de enzimas
por reductasas bacterianas para |a reductoras del metronidazol

produccién de radicales libres qug
dafan estructuras y ADN

Rifampicinas Bacteriostatico Inhibicion de la ARN polimerasa rpoB Disminucién en la afinidad de g
dependiende de ADN (subunid@jl ARN polimerasa al antibiético|
Fluoroquinolonas| Bactericida Inhibicion de la ADN girasa gyrA Disminucion en la afinidad d¢g
(subunidad A) la ADN girasa al antibiotico

Modificado deVakil & Mégraud®.

\ J

Tabla I. Mecanismos de accién y genes involucrados en la resistencia de los antibi6ticos utilizados en la terapia de erradicacién
de H. pylori.
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por supuestol. pylori. Dichos trabajos incluyen la evaluacion crecimiento de la bacteria vitro y no dan detalle acerca de si

de extractos integros de una cantidad considerable de especiesn bactericidas o bacteriostaticos. La actividad de los extractos

medicinales, aislamiento deropuestos puros a partirde extractos  se reporta clasificandolos como activos, moderadamente activos,

bioactivos, la elucidacion del probable mecanismo de accioncon baja actividad o sin actividad y normalmente sélo hay

estudios integrales que incluyen la evaluacién de propiedadesnos cuantos que son muy activos, mientras que la mayor

antiinflamatorias y gastroprotectoras por su relaciontdon  parte de los estudiados resultan moderadamente eficientes

pylori como agente causal de esos padecimientos y, por Ultimoen su accion.

la modificacion quimica de compuestos prototipo para obtener

moléculas con mejores actividades ahtpylori. Este primer tamizaje de extractos es muy importante, ya que
sienta las bases para la realizacion de estudios fitoquimicos cor

En esta seccion se revisaran y discutirdn algunos ejemplos d& intencion de identificar a los compuestos bioactivos.

estas lineas de investigacion en la busqueda de nuevas opciones

terapéuticas para el control y la erradicaciéhidpylori. Compuestos aislados de plantas con actividad anti-
H. pylori
Estudios preliminares de seleccién de especies A partir de los estudios fitoquimicos biodirigidos se han

El primer paso para descubrir extractos y/o compuestosdentificado muchos compuestos con una destacable actividad
bioactivos, consiste en realizar pruebas a un gran ndmero danti-H. pylori in vitro. Kawase y Motohasffi realizaron una
especies para determinar su potencial antibactéti@ieersos revision exhaustiva, hastamarzo de 2003, de compuestos aislado
grupos de investigacion alrededor del mundo han iniciado estelerivados de plantas; posteriormente, una actualizacion hasta
tipo de proyectos cientificos basandose fundamentalmente eel 2007 fue realizada en nuestro pais por Castillo-Juarez y
el criterio de seleccion etnomédico, en particular centrdndose eRomerd®.
sus sistemas de medicina tradiciéhél Este tipo de estudios
evallUan extractos crudos; generalmente se trata de preparaciongs ha reportado una gran variedad de compuestos con activida
acuosas (infusién o decoccién) y etandlicas, aunque algunaanti-H. pylori in vitro, destacandose flavonoides, taninos,
veces se utilizan disolventes mas apolares. cumarinas, terpenos, quinolonas, alcaloides. Sin embargo, solo
a muy pocos de ellos se les ha demostrado que mantienen si
Usualmente, los métodos que se utilizan para determinar lactividadin vivo. Dentro de los compuestos que cumplen con
Concentracién Minima del extracto necesaria para inhibir eleste requisito se encuentran: las catequinas, en particular Iz
crecimiento (CMI) deH. pylori son variados, aunque tratan de epigalocatequina galdtael terpeno plaunot8] las quinolonas
seguir los lineamientos sugeridos por el Instituto de Estandared-metil-2-[(Z)-8-tridecenil]-4-(H)-quinolonay el 1-metil-2-[(2)-
Clinicosy de Laboratorio (CLSI). Se emplean cepas de colecciory-tridecenil]-4-(H)-quinolond?, el flavonoidekamferol y el
(ATCC) y/o cepas obtenidas de muestras clinicas de pacienteslcaloide triptantrindy el sulforofané (Figura 2).
diagnosticados con la infeccion y se utilizan como control de
referencialos antibiéticos utilizados en la terapia de erradicacionEstudios integrales
En los dltimos 6 afios destacan las evaluaciones de especiémtes del descubrimiento ¢ pylori como el principal agente
originarias de Irdn, Taiwan, China, Italia, Pakistan, Cani&tfin  etioldgico de la gastritis y la Ulcera péptica, se creia que estas
En nuestro pais, el cual goza de una amplia variedad de especipatologias se debian, entre otras cosas, al exceso de acide
vegetales medicinales y de las cuales un importante porcentajprovocado por el estrés, ingesta de alcohol, irritantes y algunos
se utilizan para el tratamiento de enfermedades gastrointestinalemedicamentos, por lo que los estudios con plantas se enfocabal
no se habian realizado evaluaciones para la identificacion déinicamente a determinar su potencial anti-ulceroso o
especies medicinales que pudieran constituir fuentes de nuevaantiinflamatorio utilizando modelos animales donde el dafio era
agentes para el combate de la infecciohl dgylori. El primer producido por métodos quimicos o fisicos.
estudio, utilizando plantas de la medicina tradicional maya
yucateca, fue realizado por Ankiy ¢dPosteriormente, nuestro  Actualmente conocemos la estrecha relacién entre estas
grupo de trabajo se ha avocado a la evaluacion de méas de Shfermedades y la infeccion ddnpylori; por lo que el enfoque
plantas medicinales mexicanas utiles en el tratamiento deactual pretende complementar lainformacién de las propiedades
padecimientos gastrointestinales. Los resultados obtenidosntiinflamatorias y/o gastroprotectoras de agentes derivados de
han permitido identificar varias especies con un alto potencialplantas con la actividad antibiética, tratando de llegar a una
para inhibir el crecimiento d¢. pyloriy que actualmente estan perspectiva integral de la problematica.
siendo estudiadas para establecer a los principios
antibacteriandé“® Este tipo de enfoque es relativamente reciente, destacandose lo
estudios realizados en Bra5if, en los que evaluaron las
En esta primera estrategia, por lo general los resultados solactividades gastroprotectoras, cicatrizantes del tejido gastrico
indican la concentracion con la que los extractos inhiben ely anti-H. pyloride 7 especies medicinales muy apreciadas en ese
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Figura 2. Compuestos selectos aislados de plantas medicinales con actividad anti-H. pylori in vitro e in vivo.

pais. Las conclusiones de estos estdndicaron que la  etanol. En cuanto a las pruebas anti-inflamatorias, los mo
eficacia terapéutica de esas especies se debe a la contribuciémas comunes son aquéllos que producen la formacion |
de varios efectos farmacoldgicos. Por otra parte, un estudie@dema (por ejemplo, la administracion de ésteres de for
sobre un compuesto aislado realizado en Corea del Sur, reporzarragenina). Estos modelosvivoy sus posibles variacione
la actividad antiinflamatoria de la mucosa gastrica y ldnti- nos permiten determinar un efecto general de los ag
pylori de latrifolirizina, aislada de la espeSigphora flavescens  derivados de la plantay una aproximacion a su posible meca
empleada en el tratamiento de Ulceras de las mucosas y la piede accioff. Por otra parte, modelas vitro, como la actividac
diarrea e inflamacion, entre otros padecimieritémalmente, antioxidante, inhibicion de mediadores proinflamatorio
cabe mencionar que en los estudios mas completos se incluyactividad antiquimiotactica, nos dan informacién mas precis
la evaluacion de toxicidad aguda y mutagenicidad, en funciGnmecanismo de accion.
de establecer antecedentes sobre la inocuidad de las plantas
para consumo humatig?545¢ Un punto que ha causado controversia es que el tipo de mc
biolégicos empleados para determinar las activide
Los estudios de gastroproteccion y antiinflamatorios se puedemntiinflamatorias y/o gastroprotectoras, por lo general
abordar con ensay@svivoo in vitro. Dentro de los primeros,  involucra la infeccion por la bacteria como la causa del ¢
el modelo de gastroproteccion mas frecuente es el de Ulcergéastrico o de la inflamacion, sino a otros factores como ag
aguda inducida por un agente injuriante, principalmente porinjuriantes o edematogénicos. Si bien, este tipo de model
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refleja las condiciones exactas de las patologias inducidas paromo las quinolonas sobre la sintesis del ADN bacteriano al
H. pylori, permiten inferir a través de qué mecanismo actlian lasactuar sobre la ADN girasa, la ADN topoisomerasa IV y sobre
plantas o los compuestos, para posteriormente realizar estudiqgaocesos basicos para la sintesis de energia como la caden
mas especificos o bien en un modelo animal de infeccidf.por respiratori&®®
pylori.
También se han estudiado los efectos de compuestos como la
Modelos animales de infeccion por H. pyloE! desarrollode  catequinas, sobre procesos generales como el dafio alamembrar
modelos animales paralainfeccionidopylorihaevolucionado  y sobre la motilidat$®.
mucho en los Ultimos afios. Existen varios modelos en roedores,
sin embargo, el implementado con gerbdéefiones Laadhesion bacteriana, mediada por interacciones carbohidrato:
unguiculatuyes el mas idoneo, ya que reproduce las patologiacarbohidrato, es uno de los eventos cruciales para que la
asociadas a la bacteria, como son la gastritis cronica activa, lafeccion se lleve a cabo. Debido a esto, se ha especulado qu
metaplasia intestinal, las Ulceras gastricas y duodenales, asfholéculas o extractos ricos en compuestos poliméricos (taninos,
COMO procesos cancero¥ds antocianidinas y polifenoles de peso molecular alto), podrian
constituir metabolitos idéneos para el desarrollo de nuevas
No obstante, el montaje del mismo no es facil, de ahi que se sigaerapia&.
reportando los efectos de los agentes derivados de plantas bajo
los modelos descritos en parrafos anteriores. Sin embargo, vienEjemplos de estos estudios son los reportes del efecto inhibitorio
a ser un requisito indispensable si se quiere llegar aimplementadel plaunotd, de fracciones de polisacaridos obtenidas del
algiin agente derivado de plantas como terapia y/o si se quierginseng o de lArtemisia capillari€®, y mas recientemente del
indagar mas en el mecanismo de accion de dichos productosxtracto (rico en acidos urdnicos y libre de catequinas) del té
naturales. verde Camellia sinensi¥®y la fraccion rica en polisacaridos de
la sabila Aloe verg™, sobre la adhesién #k pyloria las lineas
Hay que hacer notar, que al igual que las terapias convencionale=lulares gastricas (AGS y MKN85).
empleadas actualmente, ningun producto natural por si solo ha
logrado erradicar a la bacteria en este tipo de modelos, siend®omando en cuenta el creciente desarrollo de resistencia a los
necesarias terapias combinadas para lograr efectos significativoantibidticos comerciales, el uso de compuestos que usen comc
blanco los factores de colonizacion, en particular los anti-
Mecanismo de accién adhesivos, son una perspectiva muy importante parala profilaxis
Si bien es importante aislar compuestos con actividadHanti- de la infeccion, ya que al prevenir la invasion por la bacteria, se
pylori a partir de productos naturales, que puedan ser usadoeducen los costos por tratamientos y se evita la generacion de
como nuevos farmacos para controlar la infeccién, el entenderesistencias bacterianas.
el mecanismo por el que actian dichos compuestos es crucial
para disefiar terapias mas efectivas y evitar la generacion dgintesis de productos con actividad anti-H. pylori
resistencias. a partir de compuestos prototipo
Otra estrategia para la obtencion de nuevos compuestos cor
No obstante, aliin no hay trabajos que analicen el mecanismo finactividad contra la bacteria es la modificacion quimica de
por el cual algin compuesto o producto derivado de plantasnoléculas lideres.
ejercen su accion, tal como los que se han hecho para los
antibiéticos comerciales. Los esfuerzos paralograr la elucidaciérna vez que se ha detectado que algiin compuesto o familia de
se han centrado en estudiar su efecto sobre enzimas clave debtmpuestos presentan excelente actividadrarpiylori y que
metabolismo o sobre factores de virulencia de la bacteria. su estructura tiene correlacion con dicho efecto, surge el interés
de la quimica medicinal en modificar a esa molécula, con la
Por ejemplo, Xiao y col. han descrito que los derivados finalidad de mejorar sus propiedades antibacterianas, disminuir
polifendlicos del tipo de las isoflavonas inhiben la actividad su toxicidad y/o mejorar sus propiedades farmacocinéticas.
ureasa de la bactefaOtros trabajos han demostrado el efecto
inhibitorio de polifenoles procedentes de las bracteas delUn estudio que ejemplifica esta estrategia es el trabajo de
lGpulo, ricos en catequinas de alto peso molecular, sobre l&Chimentiy col., que describe la sintesis y evaluaaidiiro de
toxina Vac A; se ha propuesto que el mecanismo de accién egarios compuestos de tipo 2-oxo-2H-cromeno-3-carboxamida,
a través de la formacion de agregados con la toxina quéomando como esqueleto base o lider el de las cumarinas; ur
previenen la interaccidon con su receptor y, por lo tanto, lagrupo de productos naturales de origen vegetal. Los resultados
internalizacion a la célula hosped€ra encontrados mostraron que la presencia de grupos funcionales
acilo, éster o cloruro de acilo en la posicion tres del grupo
En otros casos, se ha estudiado el efecto de algunos compuestosnzamiday un halégeno en la posicion seis del anillo cumarina,
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aumentaron la actividad ariti- pylori en tres ordenes de
magnitud™.

Por otro lado, la modificacion estructural de un agente
antibacteriano de laterapéuticaclasica, por laadicién de moléculas
con ciertas propiedades farmacologicas, genera una nueva
especie quimica que posee actividades diferentes o
complementarias, como es el caso del estudio realizado por Zhu
y col., donde se describe la adicion de flavonoides a la molécula

5. Ogura, Ketal Virulence factors dflelicobacter pylorresponsible
for gastric diseases in mongolian gethiExp. Med192, 1601-
1609 (2000).

6. Amieva, M.R. & EI-Omar, E.M. Host-bacterial interactions

Helicobacter pyloriinfection. Gastroenteral 134, 306-323

(2008).

kow, S. Perspectives series: host/pathogen interactions. In

and intracellular sorting of bacteria: searching for bacterial g

expressed during host/pathogen interactidn€lin. Invest.

100, 239-243 (1997).

del metronidazol, con el objeto de generar derivados capaces d& Atherton, J.C. The PathogenesisHaflicobacter pylor-induced

disminuir los problemas de resistencia y agregar propiedades
antiinflamatorias, caracteristicas atribuibles a este tipo de
compuestos. El derivado con el que se obtuvieron los mejore
resultados fue metronidazol-genisteina, el cual presentd un
CMI 50 veces mejor ala del metronidazol y redujo los niveles d

interleucina-8 en células AGS

CONCLUSIONES

Los productos naturales derivados de plantas son una fuente
importante para la obtencion de compuestos Utiles en el

tratamiento de la infeccién pbt. pylori y/o las enfermedades

asociadas a ésta. Dentro de las ventajas que ofrecen las plantas
medicinales destaca su multifuncionalidad, lo que podria permitir
por un lado, que un solo preparado pueda ser utilizado par
distintos padecimientos o que coadyuven, junto con otros

Gastro-Duodenal Diseasésnu. Rev. Pathol. Mech. Dik
63-96 (2006).

2 Pérez-Pérez, G.l., Rothenbacher, D. & Brenner, H. Epidemic

of Helicobacter pylorinfection.Helicobacter9, 1-6 (2004).

e?o. Taylor, D. & Parsonnet, J. Epidemiology and natural histoky.c

pylori infections of the gastrointestinal tract. En: Blaser, M
Smith, P.F., Ravdin, J., Greenberg, H. & Guerrant, R.L. !
564 (Raven Press, New York, 1995).
11. Torres, Jet al A community-based seroepidemiologic study
Helicobacter pyloriinfection in México J. Infect. Dis.178
1089-1094 (1998).
12. Mitchell, H.M. Epidemiology of Infection. Iktelicobacter pylori
Physiology and Genetics (eds. Mobley, H.L.T., Mendz, (
& Hazell, S.L.) 7-18 (ASM Press, Washington, 2001).

gs. Kusters, J.G., van Vliet, A.H. & Kuipers, E.J. Pathogenesi

Helicobacter pylorilnfection.Clin. Microbiol. Rev.19, 449-
490 (2006).

farmacos ya conocidos, en el tratamiento de las enfermedadess. |ARC (International Agency for Research on Cancer). Live fit

producidas poH. pylori. De igual forma, estas moléculas
bioactivas pueden constituir la base estructural para el desarrollo
de nuevos antibidticos mas eficaces, menos costosos y con

andHelicobacter pylorilARC. Working group on the evaluatic
of Carcinogenic Risks to Human, Lyon, 7-14 June 1994. |/
Monogr. Eval. Carcinog. Riskslum.61, 1-241 (1994).

efectos secundarios menores que aquéllos provocados por |0 Mégraud, F. Strategies to treat patients with antibiotic resi

farmacos comerciales.
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