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Resumen

Helicobacter pylori es una bacteria considerada el agente causal de la gastritis, la Ulcera
péptica y el cancer gastrico; actualmente, se estima que alrededor del 50% de la poblacion
se encuentra infectada con la bacteria, volviéndolo un tema de salud importante. Las
terapias actuales para su erradicacion han demostrado un descenso en el éxito debido
principalmente a la creciente resistencia a los antibioticos por parte de la bacteria, haciendo
necesaria la busqueda de nuevos tratamientos. Los productos naturales provenientes de
plantas y sus derivados son una excelente opcion para el desarrollo de terapias novedosas.

La curcumina, compuesto extraido de Curcuma longa, es un polifenol que ha sido
ampliamente utilizado en la medicina tradicional de algunos paises para el tratamiento de
diversas enfermedades y se han corroborado multiples actividades bioldgicas de interés,
destacando la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria. Sin embargo, su inestabilidad ha
restringido su implementacion como terapia, por lo que se ha recurrido a la modificacion
del compuesto para contrarrestar estos inconvenientes. Uno de los enfoques consiste en la
sintesis de compuestos metalicos, como son los derivados de la diacetilcurcumina (DAC):
DAC,-Cu, DACz-Mg, DAC,-Mn Yy DAC,-Zn.

Ya que la actividad anti-H. pylori de la curcumina y estos cinco derivados se ha
comprobado previamente, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de estos
compuestos sobre la actividad de la ureasa para dilucidar su mecanismo de. La ureasa es
una enzima central para el metabolismo y patogenicidad de la bacteria, es la encargada de
la hidrolisis de la urea, lo que le permite a la bacteria contrarrestar las condiciones acidas
del estbmago creando un microambiente neutro a su alrededor; ademas, se le atribuyen
efectos tales como dafio al epitelio gastrico, la activacion del sistema inmune, la promocién
de angiogeénesis, entre otros.

El efecto de los compuestos sobre la ureasa se evalu6 cuantificando el amonio liberado por
la enzima por el método colorimétrico de Berthelot. Los compuestos curcumina y DAC
inhibieron alrededor del 30% la actividad de la enzima a una concentracion de 125 pg/ml;
mientras que DAC,-Cu y DAC,-Zn inhibieron 79% y 86%, respectivamente, a una
concentracion de 62.5 pg/ml. Por otro lado, DAC,-Mg activo la enzima 24% con 7.8 pg/ml,
sin embargo, no es un efecto dosis dependiente como el que se observé con DAC,-Mn, que
resultd ser un potente activador de la ureasa, presentando una activacion del 76% con 62.5
ug/ml. Estos resultados indican que el efecto anti-H. pylori de DAC,-Cu y DAC,-Zn podria
involucrar la inhibicion de la ureasa de la bacteria, lo cual compromete su sobrevivencia.
No obstante, se debe continuar la investigacion con estos compuestos para dilucidar a
detalle el mecanismo de accion de cada uno de ellos.
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I. Introduccién
1.1 Helicobacter pylori

En 1983 J. Robin Warren, patélogo australiano, not6 la presencia constante de un bacilo
curvo en las biopsias de tejido gastrico que realizaba a pacientes con gastritis, pero las
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas que presentaba no correspondian a ninguna
especie descrita hasta ese entonces (Figura 1). Warren, en conjunto con Barry Marshall,
lograron aislar el bacilo a partir de las biopsias de pacientes y dada su morfologia semejante
a bacterias del género Campylobacter, deciden nombrarla Campylobacter pylori (Warren y
Marshall, 1983; Marshall y Warren, 1984; Marshall y Goodwin, 1987). Tiempo después se
demuestra la relacién que tiene la bacteria con el desarrollo de gastritis y la Ulcera péptica
(Marshall et al., 1985). Diferencias notables en la secuencia de ARN, ultraestructura,
morfologia, perfil de &cidos grasos, capacidad enzimatica y caracteristicas de crecimiento
del bacilo con bacterias del género Campylobacter hicieron necesaria la reclasificacion de
la bacteria a un nuevo género llamado, Helicobacter; recibiendo asi el nombre de

Helicobacter pylori (Goodwin et al., 1985; Goodwin et al., 1989).

Figura 1. Fotografia tomada del primer reporte de Warren sobre la presencia de
bacilos en epitelio gastrico. Se observa a las bacterias adheridas a las células del epitelio
gastrico, ocupando principalmente las uniones intercelulares (Tincién Wartin-Starry, barra
10 um). Tomado de Warren y Marshall (1983).
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1.2 Taxonomia de H. pylori

De acuerdo con el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (On et al. 2015) la
clasificacion taxondmica actual de H. pylori es la siguiente:
Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Epsilonproteobacteria
Orden: Campylobacterales
Familia: Helicobacteraceae
Género: Helicobacter

Especie: Helicobacter pylori

1.3 Microbiologia de H. pylori

La morfologia tipica de H. pylori es la de un bacilo helicoidal (2.5 a 5 um de largo por 0.5 a
1 um de ancho), sin embargo, en condiciones de cultivo puede observarse ademés en forma
de U o en forma de coco (Figura 2), presenta de 5 a 7 flagelos unipolares cubiertos que
terminan en bulbo. La estructura de la pared celular corresponde a una bacteria Gram
negativa ya que se observan las membranas externa e interna separadas por un periplasma
(O'Rourke y Bode, 2001).

Figura 2. Microscopia de barrido donde se observa la morfologia de H. pylori. A)
Forma bacilar y B) forma cocoide. Modificada de Bumann et al. (2004).
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El habitat natural de H. pylori es el estbmago humano Gnicamente, en particular la zona
antral, pese a esto es considerada una bacteria neutrdéfila, ya que es posible su crecimiento
desde pH 5.5 hasta 8, siendo su pH 6ptimo el neutro. Es capaz de habitar el estomago
humano debido a un sistema de aclimatacion al acido que ha desarrollado (Kusters et al.,
2006; Ansari y Yamaoka, 2017).

H. pylori se cultiva en condiciones microaerofilicas (10% de CO,, 2 a 5% de O,), el
crecimiento éptimo ocurre a 37°C con humedad alta (90 - 95%); y es necesario utilizar un
medio enriquecido con suero fetal bovino, sangre, o bien con B-ciclodextrina; las colonias
son incoloras y pequefias (~1 mm) y pueden observarse después de 3 a 5 dias de
incubacidén. Debido a su resistencia a los antibioticos puede emplearse un medio de cultivo
selectivo adicionado con vancomicina, trimetoprima, anfotericina y polimixina para aislar a
la bacteria. La bacteria es catalasa, oxidasa y ureasa positiva, por tanto es posible su
identificacion mediante estas pruebas bioguimicas (Goodwin y Armstrong, 1990; Andersen
etal., 1997; Dunn et al., 1997).

1.4 Epidemiologia

De acuerdo a un meta-analisis se estimé que, para el 2017, el 44.3% de la poblacion
mundial en promedio presentd infeccion por H. pylori, siendo del 50.8% para paises en
desarrollo y del 34.7% para paises desarrollados (Figura 3). Por otro lado, no se
encontraron diferencias significativas en la prevalencia entre hombres (46.3%) y mujeres
(42.7%) vy la prevalencia es mayor en adultos (>18 afios) que en nifios (Zamani et al.,
2018).

12
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Figura 3. Prevalencia mundial de la infeccion por H. pylori. Tomado y modificado de
Zamani et al. (2018).

Para México se ha reportado una seroprevalencia del 66%, asi mismo, la prevalencia de la
infeccion aumenta con la edad, partiendo del 20% en nifios de un afio hasta llegar al 80% en
adultos de 25 afios (Torres et al., 1998).

Cabe destacar que la prevalencia ha disminuido drasticamente en los paises desarrollados
debido al nivel de industrializacion que estos presentan, que se refleja en un estandar de
vida mas alto y un saneamiento mejorado; mientras que en paises en desarrollo o en vias de
industrializacion la prevalencia se ha mantenido constante, aunque a un nivel alto (Hooi et
al., 2017).

Como se mencion0 anteriormente, las diferencias en la prevalencia de la infeccion se han
asociado directamente al nivel socioecondémico de la zona de estudio; algunos factores de
riesgo de infeccion que se han identificado son: bajo ingreso economico, residencias
pequefias con familias numerosas, bajo nivel de urbanizacién, bajo nivel de educacion,
composicion de la dieta y medidas de higiene deficientes (Eusebi et al., 2014; Sjomina et
al., 2018).
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1.5 Vias de transmision

Se ha postulado que H. pylori se adquiere generalmente durante la infancia (Brown, 2000)
y puede perdurar de por vida si no es tratada, sin embargo, también los adultos pueden
infectarse. La via de transmision no es clara, parece ser que ocurre de persona a persona,
siendo la forma mas frecuente la transmision entre miembros de la familia debido a que
comparten predisposicion genética similar, tienen el mismo estatus socioecondmico y estan
expuestos a la misma fuente de infeccion. Estudios han demostrado la presencia de H.
pylori en muestras de vomito, jugo gastrico, saliva y heces, por lo que se han establecido
tres posibles vias de transmisién: oral-oral, gastrico-oral y fecal-oral (Stefano et al., 2018).
Esta Gltima via presenta cierta controversia puesto que no se ha demostrado la viabilidad de
bacterias procedentes de muestras fecales.

1.6 Patologias asociadas

La infeccion por H. pylori se encuentra asociada a diversas enfermedades como gastritis,
Ulcera péptica, cancer gastrico y linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT).
Sin embargo, el 80% de los casos no presenta sintomas, por el contrario, entre el 10 y el
20% de los casos pueden evolucionar en ulceracion péptica, del 1 al 3% puede desarrollar
cancer gastrico y menos del 1%, linfoma tipo MALT (Kusters et al., 2006).

En todos los casos la presencia de la bacteria causa inflamacion del tejido gastrico, gastritis
aguda, que puede resolverse al cabo de un tiempo o bien evolucionar a una gastritis crénica
activa como ocurre en la mayoria de los casos. La diferencia principal entre ambos tipos de
gastritis es el infiltrado inflamatorio; en la gastritis aguda predominan los neutrofilos,
ademas puede acompafiarse de hemorragias y erosiones de la mucosa, por otro lado, en la
gastritis cronica ocurre infiltracion de linfocitos, células plasmaticas o ambas, y ademas, se
producen cambios metaplasicos de la mucosa gastrica (Valdivia-Roldan, 2011). La
persistencia de la infeccion también se asocia a cambios en la secrecion del &cido por las
células parietales; de tal forma que pacientes con gastritis cronica con aumento en la
secrecion del acido pueden desarrollar gastritis de predominio antral que a su vez puede
complicarse en una ulceracion duodenal y raramente en linfoma tipo MALT; mientras que

otros pacientes con gastritis crénica y disminucién de la secrecion de acido pueden
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desarrollar gastritis multifocal que se relaciona con el desarrollo de Ulceras gastricas, cancer
géastrico y linfoma tipo MALT (Figura 4) (Kusters et al., 2006; Tan y Wong, 2011).

mmd Linfoma MALT

*|  fondo >1%
ap= P i¢
“"";, ‘ *‘., :;:d::ig:" mp Ulcera duodenal
paore | aumentada 10-20%
= + / - Gastritis de
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Duod;? ‘ l‘ P 4 Caerpo
Factores | Ly g
ambientales ) S *
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Gastritis _, Infeccnon Asmtomatlca
Factores de Infecciéon por . .
patogenicidad H. pylori Crénica
angastrltls
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hospedero Ulcera Gastrica
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Gastritis Atréfica
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Figura 4. Historia natural de la infeccion por H. pylori. El curso de la infeccion es
variable y depende de factores ambientales, de patogenicidad de la bacteria y de factores
propios del hospedero. Ademas, influye la zona de inflamacion del tejido gastrico (en rojo)
y la secrecion de &cido. Se muestran el porcentaje de casos que presentan las diferentes
patologias. Tomado y modificado de Gomez-Chang et al. (2017).

La Ulcera péptica es una lesion abierta (didmetro mayor a 5 mm) en la mucosa gastrica que
se presenta en sitios de inflamacidn severa. De acuerdo al sitio donde se presentan se
dividen en: gastricas o duodenales. La Ulcera gastrica generalmente se desarrolla a lo largo
de la curvatura menor del estbmago, mientras que la Ulcera duodenal se presenta en el
bulbo duodenal, area que estd mayormente expuesta al acido gastrico (Kusters et al., 2006;
Malfertheiner et al., 2009).

El céncer gastrico ocupa el 5° lugar en las neoplasias mas comunes que ocurren
globalmente, después de los canceres de mama, pulmoén, colon y prostata; y es la cuarta

causa de muerte por cancer (Sung et al., 2021). Ademas, el diagndstico generalmente es
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tardio ya que la enfermedad es asintomatica cuando es potencialmente curable, los sintomas
maés destacados son la pérdida de peso y dolor abdominal. De acuerdo a la clasificacion de
Lauren se distinguen dos tipos de cancer: el tipo intestinal, que se asocia con la gastritis
cronica y metaplasia intestinal; y el tipo difuso que tiene origen en mucosa gastrica normal
(Cebrian et al., 2016; Sitarz et al., 2018).

La formacion del linfoma MALT se desencadena debido a la infiltracion linfoide causada
por la infeccion con H. pylori. La proliferacion de células B se mantiene activa por
estimulacion inmunoldgica directa e indirecta. Por otro lado, es importante la presencia de
radicales libres de oxigeno, ya que promueven la adquisicion de anomalias genéticas y

transformacion maligna de las células B (Du e Isaccson, 2002).

Se ha estimado que H. pylori es el agente causal del 70 al 85% de las Ulceras gastricas y del
90 al 95% de las ulceras duodenales; ademas se estima que la presencia de la bacteria
aumenta el riesgo de padecer cancer gastrico y el linfoma tipo MALT por lo que es

considerado un agente carcinogénico tipo | (Testerman y Morris, 2014; IARC, 1994).

Es importante mencionar que el desarrollo de las diferentes patologias depende de la
interaccidn de diversos factores como: virulencia de la cepa, estilo de vida del hospedero,
predisposicion genética del hospedero y factores ambientales (Figura 4) (Mishra, 2013; De
Falco et al., 2015).

1.7 Mecanismos de patogenicidad

H. pylori llega al estbmago humano ingresando por la boca y a diferencia de otras bacterias
puede subsistir en el ambiente &cido, esto lo logra gracias a una serie de mecanismos de
patogenicidad que ha desarrollado. Estos pueden clasificarse en factores de colonizacion,

de sobrevivencia y de virulencia (Figura 5).
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Figura 5. Representacion general de algunos mecanismos de patogenicidad de H.
pylori. En recuadros de color verde se encierran los factores de colonizacion, en recuadros
naranja los de sobrevivencia y en los rojos los de virulencia. EOR= especies de oxigeno
reactivo. SST4= sistema de secrecion tipo 4. PMEs = proteinas de membrana externa.
Adaptado de Cervantes-Garcia (2016), Torres-Jimenez y Torres-Bayona (2016) y Gomez-
Chang (2017).

1.7.1 Factores de colonizacidn

Los flagelos que presenta H. pylori le permiten desplazarse dentro del estbmago humano
desde el lumen donde el acido es abundante, atravesar la capa de moco y llegar hasta la
superficie del epitelio gastrico, donde el pH es de entre 4.5 a 6.5; esto también se favorece
gracias a su morfologia helicoidal que le ayuda a atravesar la barrera de moco. Esta
respuesta estd mediada por quimiorreceptores propios de la bacteria que se activan de
acuerdo con las condiciones del medio (Kao et al., 2016; Camilo et al., 2017).

Pese a la naturaleza neutrofila de H. pylori, esta es capaz de sobrevivir las condiciones

acidas del estomago y colonizar el epitelio gastrico gracias a un sistema de aclimatacion al
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acido por accion de la enzima ureasa. La ureasa se encarga de realizar la hidrdlisis de la
urea convirtiéndola en amoniaco y dioxido de carbono, de tal forma que se crea un
microambiente neutro alrededor de la bacteria. Las caracteristicas de la ureasa y el proceso

de aclimatacion se detallaran en la seccién 1.8.

La adherencia de las bacterias al epitelio gastrico estd mediada por enzimas denominadas
adhesinas o proteinas de membrana externa (PMES); estas interactian con receptores
presentes en las células epiteliales o que impide que la bacteria sea eliminada del huésped
ya sea por el flujo constante de liquidos, vaciado estomacal, movimientos peristalticos o
bien desprendimiento del epitelio por renovacion del mismo. Ademas, se les atribuye
funciones como importacion de nutrientes, transduccion de sefiales, expresion de factores
de patogenicidad e incluso resistencia a antibidticos (Matsuo et al., 2017). Cabe destacar
que la adherencia es un factor indispensable para la virulencia, ya que algunos mecanismos

requieren del contacto con las células del huésped para efectuar dafio.

Hasta el momento se sabe que 4% del genoma de H. pylori codifica para PMEs, cerca de 64
diferentes, sin embargo, son pocas las que se han caracterizado y estudiado a fondo
(Barragan-Vidal, et al., 2015); ejemplos de estas son la proteina de adhesion a los antigenos
de Lewis (BabA), la adhesina de union a acido sialico (SabA), la lipoproteina asociada a la
adherencia (AlpA/B), la proteina inflamatoria externa A (OipA) y una familia de porinas de
membrana externa (Hop) (Tabla 1).
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Tabla 1. Proteinas de membrana externa de H. pylori mas caracterizadas.

PME Sitio de unién Funcion Patologia asociada
BabA  Lewis® Adhesion a célula huésped  Ulcera péptica
Globo H Favorece la translocacion Cancer gastrico
hexaglicosilceramida de CagA através del SST4
Globo A Ruptura de ADN
heptaglicosilceramida Inhibe produccion de
mucina
SabA  Lewis™y Lewis? Adhesion a célula huésped  Atrofia mucosa
sialicilados Mimetismo ante respuesta  gastrica
inmune Cancer géstrico
Produccion de IL-8 y FNk-
B
OipA No conocido Adhesion Ulcera duodenal
Induce produccion de Cancer gastrico

citoquinas inflamatorias
Asociada con cepas CagA+,

BabA+ y VacA+
HopQ  Moléculas de adhesion Adhesion No establecida
celular relacionada con el Translocacion de CagA a
antigeno través del SST4
carcinoembrionario
(CEACAM 1, 3,5y6)
AlpA/B Colageno IV Adhesion a matriz No establecida
Lamininia extracelular

Adaptada de Kusters et al., 2006; Barragan-Vidal, et al., 2015 y Matsuo et al., 2017.

1.7.2 Factores de sobrevivencia

La infeccion por H. pylori induce la respuesta inflamatoria del huésped mediada por
neutréfilos y macrdofagos que resulta en la produccion de especies de oxigeno reactivas a las
cuales la bacteria es vulnerable, por tanto, necesita de un sistema antioxidante que le
permita sobrevivir a la presencia de estas moléculas y para reparar los posibles dafios
causados por las mismas. Este sistema comprende diversas enzimas como: la catalasa, que
cataliza la descomposicion del peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno; la superdxido

dismutasa, encargada de la transformacion del superoxido en peréxido de hidrégeno; la

19

—
| —



proteina activadora de neutrofilos, que protege al ADN del dafio oxidativo al actuar como
una bacterioferritina; y otras proteinas reguladoras del metabolismo del hierro, que ocupan
las especies reactivas para oxidar Fe** y a su vez almacenar el Fe** resultante (Kusters et
al., 2006).

Otro factor importante en la supervivencia de la bacteria en el estbmago humano es el
lipopolisacéarido (LPS) de la membrana externa que esta formado por un lipido A, una
estructura de polisacarido central y una region variable de polisacarido, llamada antigeno
O. El antigeno O puede presentar carbohidratos de Lewis, ya sea X (Le*), Y (Le) o ambos,
asi mismo, es similar al presente en las células gastricas del hospedero por tanto, permite

que la bacteria pase desapercibida ante la respuesta inmune (Kusters et al., 2006).

Como se menciond anteriormente, H. pylori adopta una forma cocoide cuando las
condiciones son desfavorables. De este modo se ha postulado la existencia de dos formas
cocoides, una viable y otra no viable. La principal evidencia de que estas formas alin son
viables es que la sintesis de ADN sigue activa, lo cual se ha comprobado con ensayos de
incorporacion de bromodesoxiuridina. Por otro lado, las formas degenerativas presentan
pérdida de proteinas y nucleotidos, disminucién de la densidad, cambios en la pared celular
y cambios ultraestructurales asociados con transformacion cocoide (Eaton et al., 1995). Sin
embargo, aln estd en discusion si las formas cocoides representan una forma de

supervivencia de la bacteria o no.

1.7.3 Factores de virulencia

La isla de patogenicidad cagPAl es el factor de virulencia mas relevante, es una seccion del
cromosoma de H. pylori que comprende al menos 30 genes diferentes; la expresion de estos
esta regulada por diversos mecanismos que responden ante las condiciones ambientales. Al
menos seis de los genes se encuentran relacionados con la codificacion del sistema de
secrecion tipo 4 (SST4), esta estructura similar a un pili se encarga de translocar hacia el
interior de la célula hospedera a la citotoxina asociada al gen A (Cag A), cuyo gen también
se encuentra en la isla. Se estima que ~10% de las cepas presentan cagPAI deficiente
imposibilitando su funcion. Por su parte, CagA, que se encuentra entre 50 y 70% de los

aislamientos clinicos, promueve la produccién de interleucinas tipo 8, el reclutamiento de
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leucocitos, reduce la secrecion de acido, induce cambios en el citoesqueleto, afecta la
proliferacion celular y finalmente, induce la apoptosis celular (Kusters et al., 2006; Kao et
al., 2016).

La citotoxina VacA es una proteina que induce la formacion de vacuolas en el citoplasma
de las células epiteliales. Asi mismo, induce cambios conformacionales en el epitelio
gastrico, afectando las uniones estrechas entre células, esto permite un mayor flujo de
nutrientes que son aprovechados por las bacterias. También se ha observado que puede
afectar directamente a la mitocondria alterando los ciclos de proliferacion celular y
acelerando la apoptosis (Zhang et al., 2016). Esta toxina esta presente en todas las cepas,
sin embargo, presenta diferencias en los alelos de la region sefial (s1/s2), region media
(m1/m2) y region intermedia (i1/i2) (Camilo et al., 2017); diferentes combinaciones de
estos alelos determinan la virulencia de la cepa. Se ha demostrado que aquellas cepas s1/m1
estan relacionadas a una mayor inflamacion del tejido e incremento de riesgo de cancer
gastrico, de igual forma se ha observado mayor asociacion de cepas il con cepas CagA

positivas (Kao et al., 2016).

Por otro lado, H. pylori afecta la integridad de la mucosa gastrica ya que produce y libera

proteinas proteoliticas como fosfatasas y mucinasas (Dunn et al., 1997).

1.8 Ureasa

La ureasa es parte de un sistema de aclimataciéon al acido de H. pylori que le permite
sobrevivir al medio hostil que representa el pH acido del estbmago humano. La ureasa es
una proteina muy abundante que representa del 10 al 15% del contenido proteico de la
bacteria y es una enzima citosolica. Esta enzima pertenece a una superfamilia de
amidohidrolasas que necesitan de un ion metalico en el sitio activo para ser funcional, en el
caso de la ureasa es el niquel (Krajewska, 2009), y que cataliza la hidrolisis de urea de la

siguiente manera:

Ureasa
H,N-CO-NH, + H,0 > HN-COOH + NH, > H,CO, + 2NH,
Urea Agua Carbamato Amoniace  Ac. Carbénice Ameoniaco
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Los productos iniciales de la hidrdlisis de la urea catalizada por la ureasa son carbamato y

amoniaco, el primero se hidroliza espontdneamente en acido carbdnico y amoniaco.

La sintesis de esta enzima se encuentra mediada por 7 genes; ureA/ureB que codifican para
las subunidades estructurales alfa y beta; ureE, ureF, ureG y ureH codifican subunidades
accesorias encargadas de acomodar 2 ntcleos de Ni** en el sitio activo para activar a la
enzima; finalmente se encuentra urel que conforma una proteina tipo canal dependiente de

pH que permite el paso de urea al citosol (Sachs et al., 2005).

Estructuralmente, estd formada por cuatro trimeros alfa/beta ([aff]3)s, que resulta en un

dodecaméro esférico (Schoep et al., 2010) (Figura 6).

Figura 6. Estructura cristalina de la ureasa de H. pylori. En A) se observa una unidad
funcional conformada por una subunidad a (amarillo) y una subunidad B (verde); y en B)
un oligémero funcional, cada dimero off se muestra en color diferente. Tomado de Kappaun
et al. (2018).

1.8.1 Mecanismo propuesto de aclimatacion al acido.

De acuerdo con Sachs et al. (2005) la membrana externa de H. pylori es permeable a urea y
a protones; debido a la acidificaciéon del medio Urel, localizado en la membrana interna, es

activado y permite el paso de la urea al citosol donde es hidrolizada por la ureasa liberando
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2NH3; y CO; que atraviesan la membrana interna hacia el periplasma; por un lado, el CO,
junto con una molécula de agua son convertidos en HCOg3 por accion de la anhidrasa
carbonica, mientras que el NH3 se une a los protones presentes, tanto en el espacio
periplasmico como en el exterior mas proximo a la bacteria, formando NH;" y de esta

manera la bacteria logra mantenerse en condiciones de neutralidad (Figura 7).

Urea

NH; + NH; H* + HCO5-

Periplasma Anhidrasa v
T HZOT carbonica Urea

Citoplasma

ureasa
2NH; + CO, €————Urea

Figura 7. Modelo de aclimatacion al acido. Tomado y modificado de Sachs et al. (2005).

Se ha demostrado que bacterias carentes de ureasa son incapaces de colonizar estomagos de
puercos, aun cuando la secrecion de acido gastrico se encuentra suprimida, esto indica que
la ureasa participa en otros procesos diferentes a los involucrados con la aclimatacion al
medio acido (Eaton y Krakowka, 1994).

La aclimatacion al &cido no es la Unica funcidén relacionada con la ureasa, por mencionar
algunas, se ha reportado que altas concentraciones de amoniaco, producto de la hidrolisis
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de la urea por la ureasa, resultan en dafio al epitelio gastrico; las alteraciones observadas
principalmente son pérdida de vellosidades en sitios de adhesion, disrupcion de uniones
intercelulares y vacuolizacion (Rivas-Traverso y Herndndez, 2000). También se ha
relacionado a la ureasa con la respuesta inmune, ya que se observado que el amonio activa
monocitos y linfocitos polimorfonucleares e induce la liberacion de citocinas, con lo cual se
potencia la respuesta inflamatoria y causa dafio al epitelio (Mobley, 1996). Ademas, el
epitelio gastrico infectado por H. pylori se caracteriza por la presencia de neutrofilos,
mismos que al activarse generan O,y H,0,, este ultimo reacciona con CI" formando HOCI,
que a su vez interacciona con el amonio producido con la ureasa creando NH,CI, este
compuesto es altamente reactivo y tdxico para las células del epitelio, ya que debido a su
capacidad lipofilica es capaz de penetrar membranas bioldgicas y oxidar los compuestos
intracelulares (Suzuki et al., 1992). Por Gltimo, se ha reportado que la ureasa actia como

agente pro-angiogénico (Olivera-Severo et al., 2017).

Asi mismo se ha demostrado que el nitrogeno del amonio liberado por la reaccion es
utilizado en la sintesis de proteinas, de tal forma que la ureasa se relaciona con la nutricion
de la bacteria (Mobley, 1996).

De esta forma, podemos decir que la ureasa es un mecanismo de patogenicidad importante
para la bacteria, ya que se involucra en procesos relacionados con la colonizacién, la

sobrevivencia y la virulencia de la misma.

1.9 Terapia actual

De acuerdo con los Consensos de Maastricht VV/Florence (Malfertheiner et al., 2017) y de
México (Bosques-Padilla et al., 2018) la erradicacion de H. pylori debe realizarse
solamente cuando se ha confirmado la infeccion y ademas si el paciente presenta Glcera
gastrica o duodenal, gastritis atrofica, linfoma tipo MALT, dispepsia no ulcerosa (zonas
donde la prevalencia es >10%), después de la reseccidn de cancer gastrico o si el paciente

tiene familiares de primer grado con historial de cancer gastrico.

La terapia recomendada es la triple terapia que consiste en la combinacion de dos
antibioticos a elegir (claritromicina, amoxicilina, metronidazol o tetraciclina) con un

inhibidor de la bomba de protones (IBP), sin embargo, se ha observado que solo es eficaz
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en ~80% de los casos; en este Gltimo caso, se han establecido distintas terapias como
segunda linea de tratamiento (Figura 8) en las cuales se cambian los antibidticos, se
adiciona un tercer antibiético y/o sales de bismuto, o bien, se alarga la duracion de la

prescripcion (Vakil y Megraud, 2007; Marcus et al., 2016).

Triple terapia
- 2 antibioticos
-IBP

I ! ! '
Terapia cuadruple R ;
Terapia dirigida por -2 antibioticos Jetapla I’gg'“‘““' Terapia derescate
_susceptibilidad * s -IBP + .-\.I:lOMCIhIIa
Levofloxacimno

- IBP
- Claritromicina

Figura 8. Terapias alternativas que se utilizan en caso de fallo en la erradicacion de H.
pylori con la triple terapia. Modificado de Vakil y Megraud (2007).

La ineficacia de la terapia actual se debe principalmente a la creciente resistencia a los
antibidticos por parte de H. pylori, esto es producto de sus efectos secundarios y adversos
que hacen que el paciente no la cumpla correctamente. Otros factores que influyen en la
falta de éxito de la terapia son su alto costo, el poco alcance de los antibi6ticos a los
diferentes nichos que habita la bacteria, al desacoplamiento del mecanismo de accion con el
ciclo de vida de la bacteria, entre otras razones (Vakil y Megraud, 2007; Marcus et al.,
2016; Chey et al., 2017).

Teniendo en cuenta lo anterior, surge la necesidad de establecer terapias que contrarresten
estas problematicas, siendo una excelente opcion el uso de compuestos naturales extraidos

de plantas con valor medicina y/o nutricional.

25

—
| —



1.10 Plantas medicinales con potencial anti-H. pylori

El uso de plantas para combatir enfermedades se remonta a la antigliedad como se puede
observar en la herbolaria mexicana, la medicina tradicional china, la medicina arydvedica,
la medicina unani, por mencionar algunas. Las plantas constituyen una fuente importante de
compuestos con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, entre otras,
que resultan de interés farmacol6gico pues son una opcion innovadora para el tratamiento
de infecciones realizadas por bacterias que presentan resistencia a la terapia convencional

como lo es H. pylori.

La busqueda de propiedades contra H. pylori en las plantas es relativamente reciente, el
primer reporte que se tiene es de Cassel-Beraud et al. (1991), y es a partir de entonces que
este tipo de estudios ha aumentado considerablemente. Actualmente, existen ya maltiples
estudios realizados con plantas a nivel mundial que reportan la actividad anti-H. pylori ya
sea de extractos o bien de compuestos puros obtenidos a partir de las plantas; tan solo en la
revision realizada por Baker (2020) reporta mas de 150 especies vegetales con actividad
anti-H. pylori; Castillo-Juarez et al. (2009) reportan 53 especies de plantas mexicanas (11
incluidas en Baker, 2020), y O’Mahony et al. (2005), reportan 17 especies (5 contempladas

en Baker, 2020) con esta misma actividad.

1.10.1 Antecedentes directos

Curcuma longa L. es una hierba perenne perteneciente a la familia Zingiberaceae. Se le
conoce comunmente con el nombre de circuma, azafran o azafran de las Indias. Es una
planta nativa del Sur de Asia, siendo cultivada principalmente en India y algunas areas de
Africa (Lim, 2016).

La curcuma, especia preparada a partir de la pulverizacion del rizoma de C. longa, se ha
utilizado en India como condimento, preservante de alimentos e incluso para tefiir textiles,
ademas se ha utilizado ampliamente en medicina de paises asiaticos desde hace mas de
5000 afios para el tratamiento de afecciones relacionadas con piel y con los sistemas
pulmonar y gastrointestinal. Diversos estudios permitieron demostrar que la actividad de la

crcuma esta determinada por la presencia del polifenol curcumina (Aggarwal et al., 2007).
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En las ultimas 3-4 décadas la curcumina ha sido tema de estudio y se ha encontrado que
tiene diversas propiedades como antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria,
antienvejecimiento y antitumoral, entre otras; ademas se ha establecido que es un
compuesto del cual se puede ingerir hasta 8-12 g/dia sin efectos tdxicos, en conjunto, esto
la hace un compuesto con potencial para el tratamiento de diversas enfermedades (Sanphui
y Bolla, 2018).

Con respecto a H. pylori y las enfermedades que produce se han reportado algunos estudios

con la curcumina.

El primer dato al respecto es de 1997, donde Minzenmaier et al. reportaron el efecto de la
curcumina sobre la infeccion de células epiteliales gastricas con H. pylori, encontrando que
con 20 pumol/l del compuesto se inhibe la activacion del factor de transcripcion NF-kappaB

y por consiguiente la liberacién de 1L-8.

Mahady et al. (2002), reportaron por primera vez, el efecto anti-H. pylori tanto de un
extracto metandlico elaborado con el rizoma, como de la curcumina. Para evaluar dicho
efecto, emplearon el método de dilucion en agar utilizando 19 cepas diferentes de H. pylori
(de las cuales 14 fueron aislados clinicos). En cajas Petri con medio Mueller-Hinton
adicionadas con diferentes concentraciones del extracto crudo o con la curcumina
inocularon 1x10° bacterias; después de tres dias observaron que ambos inhibieron el
crecimiento de la bacteria. En el caso del extracto determinaron un rango de CMI de 12.5 -

100 pg/ml, mientras que para la curcumina fue de 6.25 — 12.5 pg/ml.

En 2005, O’Mahony et al. evaluaron el efecto de una infusion del rizoma de C. longa sobre
el crecimiento y la adherencia de H. pylori. Para determinar el efecto bactericida utilizaron
el método de recuento de colonias viables, para ello incubaron 1x10° bacterias en 900 ul de
la infusion (100 mg/ml) por diferentes tiempos, a continuacién, realizaron diluciones 1:10 y
colocaron 100 pl de cada dilucidn en cajas de agar sangre las cuales fueron incubadas por
tres dias; sus resultados mostraron que la infusion de C. longa elimind al 100% de las
bacterias en solo 15 min. También evaluaron el efecto de la infusion (50 mg/ml) sobre la
adherencia de H. pylori (2x10" bacterias) a células del epitelio géstrico de secciones de

estdmago, que expresaban Gnicamente antigenos Le® o Le°, determinaron que en una hora
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la infusion de la planta inhibio la adherencia de las bacterias en 61.9% y 62.3% para
secciones con Le® y Le”, respectivamente; debido a que los porcentajes de inhibicion de
ambos tipos de antigenos no son significativamente diferentes, ellos proponen que el
extracto puede inhibir a la adhesina BabA, cuyo ligando es Le°, pero también debe tener

efecto sobre otras adhesinas.

En 2006, Han et al. miden la actividad antimicrobiana de la curcumina mediante el método
de dilucion en agar con las cepas de H. pylori ATCC43504 y SS1, inoculando 10°CFU/ml e

incubando las cajas por 3 dias obteniendo una MIC = 16 pg/ml.

En un estudio de la India (De et al., 2009) se evalu0 el efecto de la curcumina pura sobre el
crecimiento de 65 aislados clinicos de la bacteria por el método de dilucion en agar; la
concentracion minima inhibitoria (CMI) promedio fue de 15 pg/ml con valores maximos de
50 pg/ml y minimos de 5 pg/ml. Los mismos autores realizaron también un ensayo con un
modelo murino para determinar si la curcumina erradicaba a H. pylori. Los resultaron
mostraron que con la administracion de 25 mg/kg de curcumina diariamente por 7 dias,
después de 14 dias de la infeccidn se logra la erradicacion; esto fue demostrado por la
desaparicion del gen de H. pylori Vac A amplificado por la técnica de PCR a partir del
tejido gastrico de los ratones experimentales. Por Gltimo, reportaron el efecto restaurativo
de la mucosa gastrica a nivel histologico del tratamiento con curcumina, ya que en cortes de
tejido gastrico de ratones tratados con curcumina no se observé interrupcion de la mucosa
ni de la submucosa, tampoco habia atrofia de glandulas gastricas, ni infiltrado de células

inflamatorias en la submucosa como el que se encontro en el epitelio de ratones no tratados.

Por otro lado, Santos et al. (2015) reportaron que la curcumina tiene efecto sobre la
expresion de los genes que codifican para mediadores de la respuesta antiinflamatoria ante
la presencia de H. pylori. Los autores realizaron el andlisis por PCR en tiempo real de la
expresion de 84 genes involucrados en la respuesta inflamatoria e inmune de muestras de
tejido gastrico de ratones infectados comparados con aquellos que recibieron curcumina
(500 mg/kg) durante 6 y 18 semanas posteriores a la infeccion. Los resultados mostraron
gue a la 6a semana, en el tejido proveniente de los ratones infectados y no tratados, 69 de
los 84 genes se expresaron 3 veces mas con respecto al control; mientras que en el tejido de

los ratones tratados con curcumina se observd que los genes de citocinas, quimiocinas y
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receptores tipo Toll se expresaron 100, 70 y 230 veces menos, respectivamente, que en el
epitelio de los no tratados, con una tendencia a volver a los niveles normales a la semana

18. Estos datos indican claramente el potencial antiinflamatorio de la curcumina.

En un estudio realizado en 2017, Judaki et al. evaluaron el efecto oxidativo y anti-
inflamatorio de la curcumina en combinacion con la triple terapia en pacientes con gastritis
cronica e infeccion con H. pylori. Para ello designaron dos grupos, uno control el cual
recibio la triple terapia (omeprazol/20 mg, amoxicilina/1 g, y metronidazol/800 mg) dos
veces al dia por una semana y un grupo tratamiento que también recibiria el mismo
esquema mas 1 tableta de curcumina (700 mg) tres veces al dia durante 4 semanas.
Tomaron muestras de sangre y biopsias de la zona antral del estbmago antes y al concluir el
tratamiento para medir marcadores de referentes a estrés oxidativo y observar cambios
histopatolégicos en la mucosa gastrica. Para confirmar la erradicacién de la bacteria
utilizaron la prueba de urea en aliento (C**-UBT) cuatro semanas post tratamiento. Los
resultados mostraron que con el régimen con curcumina se reducian significativamente los
niveles de malondialdheido y glutatién peroxidasa, la capacidad antioxidante total, el dafio
oxidativo al DNA en comparacién con lo observado al inicio del tratamiento y en
comparacion con los valores finales del grupo tratado Gnicamente con triple terapia. Esto lo
confirman histolégicamente, observando que la actividad inflamatoria (infiltracion de
neutrdfilos) y la inflamacion crénica (infiltracion linfocitos y células plasmaticas) se
redujeron segun lo establecido en el sistema de Sidney; aunado a esto, en las evaluaciones
endoscopicas observaron un mejoramiento de la mucosa gastrica (de acuerdo al estandar de
Lanza modificado). Por Gltimo, obtuvieron un 86.4% de erradicacion de H. pylori al
adicionar curcumina al régimen, que fue estadisticamente diferente a lo obtenido con la
triple terapia (74.5%). Con lo anterior los autores concluyen que la curcumina tiene un
efecto antioxidante sobre los marcadores de estrés oxidativo, un efecto antibacteriano sobre
H. pylori y tasa de erradicacion mayor que con la triple terapia sola, un efecto
anticancerigeno al reducir el dafio oxidativo del ADN, y reparador de los dafios causados a
la mucosa gastrica; y destacan que el uso del compuesto es apropiado y seguro para el

tratamiento de pacientes.
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La infeccion por H. pylori se relaciona con un aumento en la expresion de COX-2, proteina
involucrada en la inflamacion de la mucosa, es por esto que Santos et al. (2018) estudiaron
el efecto de la curcumina en la inhibicion de esta enzima empleando un modelo murino que
inocularon con 0.1 ml de H. pylori SS1 (10® CFU/ml) durante tres dias. El régimen de
tratamiento se administro tres veces por semana y la duracion del tratamiento fue de 6, 18 y
27 semanas post infeccion. Los grupos experimentales fueron: grupo infectado (IG) que se
administré con 0.5 ml de PBS, el grupo infectado + curcumina (IG+C) administrado con
0.5 ml de solucién lipidica de curcumina (500 mg/kg) y el grupo control (CG) que no
estaba infectado. Los resultados por histoquimica, confirmaron la sobreexpresion de COX-
2 tras la infeccion por la bacteria (IG) y una disminucion en sus niveles en el grupo IG+C.
Finalmente, mediante PCR demostraron que la expresion de COX-2 fue hasta 50,000 veces
mayor en el grupo IG en comparacion al grupo CG; mientras que el grupo IG+C presentaba
8,000 veces menos que el grupo infectado (IG). Con base en estos resultados los autores
destacan el efecto antinflamatorio de la curcumina, mencionando que la administracion de

este compuesto presenta ventajas ante los AINEs y sus efectos secundarios.

Recientemente, Barari et al. (2021) evaluaron el efecto coadyuvante de la curcumina junto
a la triple terapia (claritromicina, amoxicilina y omeoprazol). Eligieron pacientes infectados
con H. pylori (biopsias positivas a RUT y suero positivo a IgG-H. pylori) y los separaron
en dos grupos, ambos recibieron la triple terapia por dos semanas, y el grupo tratamiento
recibié ademas una capsula de curcumina (500 mg) al dia, mientras que el grupo control
recibié un placebo. Terminado el esquema recibieron IBP por 90 dias. Dos semanas
después de haber concluido el tratamiento realizaron UBT-13C, encontrando que la tasa de
erradicacion no era significativamente diferente entre ambos grupos, con lo cual concluyen
que la adicion de curcumina a la triple terapia no es efectiva para el tratamiento de la

infeccion con H. pylori.

Pese al potencial farmacologico y anti-H. pylori que la curcumina presenta, se ha
encontrado que es un compuesto inestable (se descompone rapidamente en >90% en media
hora en un amortiguador de fosfato a pH 7.2), es muy poco soluble en agua (coeficiente de

solubilidad en agua de 7.8 mg/l), es pobremente absorbido y rapidamente metabolizado y
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eliminado por el organismo (vida media de 30 a 45 min), lo que impide su uso como
farmaco (Wang et al., 1997; Sanphui y Bolla, 2018).

Considerando estos problemas se ha optado por realizar modificaciones en la estructura
quimica de la curcumina que podrian ayudar a contrarrestar todos sus inconvenientes
(Sanphui y Bolla, 2018). Uno de los tipos de modificaciones que se ha realizado,
considerando la naturaleza quelante de la curcumina, corresponde a la sintesis de complejos
metalicos; varios estudios ya han reportado propiedades terapéuticas de algunos de estos
complejos metélicos y en algunos casos mejores que con respecto a la curcumina sola
(Tabla 2). Por ejemplo, Thompson y colaboradores (2004) sintetizan y caracterizan un
complejo de curcumina vanadilo (VO(Cur),) y estudian la actividad anticancerigena,
antiartritica y anti-proliferativa del mismo. De acuerdo a las I1Css que obtienen, concluyen
que el compuesto metalico presenta una actividad anti-cancerigena dos veces mejor que la
curcumina sola (19 uM y 35 uM, respectivamente); en el caso de la actividad antiartritica,
encuentran que es mas del doble de eficaz que la curcumina (4.4 pM y 14 uM,
respectivamente), por ultimo, fue mas de cuatro veces mejor que la curcumina en la

actividad anti-proliferativa (2.9 uM y 13 uM, respectivamente).
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Tabla 2. Resumen de estudios realizados con complejos metalicos de curcumina y los
efectos terapéuticos que presentan.

Referencia Compuesto Efecto Modelo
Sharma et [Au(Cur),]CI Anti-artritis Volumen de tejido inflamado.
al., 1987 Porcentaje de proteccion en

raton (30 mg/kg/dia)

Thompson et VO(Cur), Anticancerigeno  Viabilidad celular. Ensayo
al., 2004 Antiartritico MTT. (ICsp)
Anti- Células de linfoma L1210 (19
proliferativo uM)

Sinoviocitos HIGS2 (4.4 uM)
Células de musculo liso A7r5
(2.9 uM)

Song et al., M(Cur);1,10-fenantrolina-5,6-  Anti-bacterial Inhibicion del crecimiento.
2009 diona Diametro de halo de
(M= Eu, Sm, Dy) inhibicion(mm)

Hay bacillus (Eu =19, Sm =
20y Dy =23)y

Escherichia coli (Eu =17, Sm
=17y Dy =19)

Curcumina = 6 mm para las 2
bacterias

Caruso et al., (p-Cimeno)Ru(curcuminato)Cl Anticancerigeno Viabilidad celular. Ensayo
2012 MTT (ICs).

Lineas celulares cancerigenas:
HCT116 (13.98 uM), MCF7
(19.58 uM) y A2780 (23.38

nM)
Hussain et [La(R-tpy)(Cur)(NOs),] Fotocitotdxico Viabilidad celular. Ensayo
al., 2013 MTT (ICsp).

Células HelLa (4.6 pM)

Pucci etal., [(bpy-9)Zn(Cur)]BF, Anti- Viabilidad celular. Ensayo
2013 proliferativo MTT (ICso).

[(1,10-

fenantrolina)Zn(Cur)(CI)] Células de neuroblastoma SH-

SYSY (7.9 uM y 8.75 uM)
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Tabla 3. Continuacién

Meza- DAC-Cu, DACH,-Cuy Antioxidante Cuantificacion de sustancias
Morales et DiMeOC-Cu reactivas del &cido
al. 2019a tiobarbitarico (TBARS) (ICs)

DAC-Cu (1.55 uM), DACH,-
Cu (7.93 uM) y DiMeOC-Cu
(9.35 uM)

Anticancerigeno  Solo 25 pM DiMeOc-Cu
inhibié a las siguientes lineas
celulares cancerigenas (%
inhibicién)

PC-3 (100%)
K 562 (75.8%)
HCT-15 (74.5%)

Meza- DAC,-Cu, DAC,-Mg, DAC,-  Antioxidante Cuantificacion TBARS (ICs)
Morales et Mny DAC,-Zn Cuy Zn=1.58 uM; Mg=2.03
al. 2019b uM; Mn=1.24 yM

Anticancerigeno  Viabilidad celular. Ensayo de
SRB (ICs)
Lineas celulares cancerigenas:
HCT-15 (Mg= 11.59 uM, Zn=
721 uM y Mn=15.54 uM)
MCF-7 15 (Mg=5.72 uM, Zn=
4.92 yM y Mn=13.46 uM)
SKLU-115 (Mg= 8.87 uM,
Zn=4.79 uM y Mn=9.23 uM)

En negritas se destaca el ion metélico empleado.

Solo se mencionan los compuestos metélicos con resultados positivos a las actividades mencionadas
en cada estudio.

Thompson et al. (2004), Hussain et al. (2013) y Meza-Morales et al. (2019 a y b) son los Gnicos en
comparar la actividad de compuestos metalicos con la actividad de la curcumina sin modificar.
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En el 2019, Meza-Morales et al. (2019a) sintetizan cinco nuevos complejos homolépticos

de curcumina, para ello utiliza cinco diferentes curcuminoides como ligandos que acopla

con un ion de Cu (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de formacion de derivados de curcumina. A) Ligandos utilizados y
B) ruta para la sintesis de ligandos y complejos metalicos. Tomado y modificado de Meza-

Morales et al. (2019a).

Los autores comparan el efecto antioxidante de estos complejos con los ligandos sin

acoplar y con la curcumina, cuantificando las sustancias reactivas del acido tiobarbiturico

(TBARS) en homogenizados de cerebro de raton. Los resultados obtenidos mostraron que

la diacetil curcumina (DAC) es el Unico ligando que presenta una actividad comparable con

la curcumina sola; también que la actividad antioxidante se ve afectada al bloquear o




modificar los grupos vinil (fenoles). De los compuestos probados se observé un aumento en
la actividad antioxidante de DACH,-Cu y DiMeOC-Cu respecto a su ligando (DACH, y
DiMeOC). De igual forma determin6 que de DAC-Cu, DACH4-Cu y DiMeOC-Cu
presentaron una ICsp menor que sus respectivos ligandos, indicando un mayor poder
antioxidante. Por otro lado, también determinaron el efecto citotoxico de los compuestos en
5 lineas celulares de cancer; encontrando que los complejos metélicos en general presentan
una menor citotoxicidad con respecto a sus ligandos esto resulta contrario a lo reportado
para compuestos con Cu, lo cual indicaria que la actividad antitumoral y anticancerigena

esta relacionada con la disponibilidad de los grupos fenol.

Poco tiempo después, el mismo grupo de trabajo sintetiza complejos homolépticos de
curcumina utilizando iones bivalentes de Mg, Zn, Cu y Mn (Meza-Morales et al. (2019b);
para ello diacetilan una molécula de curcumina que denominan DAC, esta molécula se
puede encontrar tanto en su forma ceto como enol. Posteriormente, acoplan dos moléculas
de DAC con el ion metalico afiadiendo una solucién metandlica de acetato de cada metal
produciendo los compuestos DAC2-Cu, DAC2-Mg, DAC2-Mn y DAC2-Zn. La formacion
de los compuestos se facilita por la actividad quelante del enlace B-dicetona que presenta
DAC. Por estudios de resonancia magnética nuclear de protones observan que los
complejos metélicos se forma con ligandos en su forma enol y estudios de cristalografia
hacen evidente que la formacién de los compuestos sigue una relacion es 1:2

(metal:ligando) para todos los iones utilizados (Figura 10).

M(OAc)

OCHy

HyCCOO HyCCOO -
OOCCH,

Curcumina Isomero ceto Isémero enol

Figura 10. Ruta de sintesis de DAC y derivados metalicos. Tomado y modificado de
Meza-Morales et al. (2019b).
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De igual forma evalGan el efecto antioxidante mediante la cuantificacion de TBARS y
destacan que los cuatro complejos metalicos (DAC,-Cu, DAC,-Mg, DAC,-Mn y DAC,-
Zn) presentaron mayor efecto que DAC y que los valores de 1Csp son comparables con el
obtenido con el control positivo a-tocoferol. En cuanto a la toxicidad, probaron el efecto
citotoxico de los complejos en tres lineas celulares cancerigenas y se observd que también
se potencia el efecto al aplicar los complejos metalicos, pero destacan que el compuesto
con Cu no presento efecto; asi mismo, realizaron un estudio de toxicidad aguda en ratones,
los resultados mostraron que la administracion de 3 g/kg de ratdén no causé mortalidad o
cambios significativos en el peso de los roedores, unicamente los compuestos DAC,-Cu y

DAC,-Mn produjeron que el pelaje se erizara.

Recientemente en nuestro laboratorio se determiné que la diacetilcurcumina (DAC) y estos
compuestos metalicos derivados de DAC inhiben el crecimiento de H. pylori (datos ain no
publicados), por lo que el trabajo realizado en esta tesis da continuidad a estos estudios con
el interés de determinar su actividad sobre algunos factores de patogenicidad de la bacteria
con la intencion de dilucidar su mecanismo de accién y poder asi evaluar si es factible su

uso como terapia.

I1. Hipdtesis

El mecanismo de accion por el que se genera la actividad anti-H. pylori de los compuestos
curcumina, diacetilcurcumina y 4 complejos metalicos de diacetilcurcumina es mediante la

inhibicion de la ureasa de la bacteria.

I11. Objetivos
3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de los compuestos curcumina, diacetilcurcumina y 4 complejos metalicos

de diacetilcurcumina sobre la actividad in vitro de la ureasa de Helicobacter pylori.
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3.2 Objetivos particulares

Mantener viable un cultivo de H. pylori y realizar su identificacion.

Obtener una preparacion enriquecida de la enzima ureasa por centrifugacion diferencial a
partir de un cultivo de H. pylori para realizar los experimentos de inhibicion de los

compuestos seleccionados.

Cuantificar el porcentaje de inhibicion de la actividad de la ureasa de H. pylori en presencia
de curcumina, diacetilcurcumina y 4 complejos metalicos de diacetilcurcumina mediante
ensayos colorimétricos.

IVV. Metodologia
4.1 Compuestos

La curcumina y sus derivados utilizados en este trabajo fueron donados por el Dr. Raul
Enriquez Habib adscrito al Instituto de Quimica de la UNAM. La descripcion de la
preparacion de los complejos se puede consultar en la publicacion de Meza-Morales et al.
(2019b).

Los compuestos ensayados fueron los siguientes: Curcumina, Diacetilcurcumina (DAC) y 4
derivados metalicos de DAC homolépticos, que se denominan de acuerdo al ion que
presentan como DAC,-Cu, DAC,-Mg, DAC,-Mn y DAC,-Zn; las estructuras se presentan

en la Figura 11.
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Figura 11. Estructura de los compuestos derivados de DAC que se utilizaron. Se
observa como cada compuesto estd formado por dos moléculas de curcumina diacetilada
(DAC) unidas entre si por un ion metalico. A) DAC,-Cu; a la periferia se observa una
molécula de dimetilformamida (DMF) que no participa en la coordinacién del metal con
DAC, B) DAC,-Zn, C) DAC,-Mg y D) DAC,-Mn. En amarillo se representan los atomos
de azufre pertenecientes a las moléculas de DMSO utilizado como solvente. Tomadas y
modificadas de Meza et al. (2019b).

4.2 Cultivo e identificacion de H. pylori

Se utilizd6 la cepa ATCC 43504 de H. pylori cultivada en agar Casman-sangre
suplementado con 10 mg/l de vancomicina, 2 mg/l de anfotericina, 2.5 mg/l de polimixina
B y 5 mg/l de trimetoprima, por 24 h a 37°C en condiciones microaerofilicas (10% de CO,
y 5% de O,). Las bacterias se recolectan y almacenan en caldo Brucella suplementado con
suero fetal bovino (10%), glicerol (10%) y vancomicina (10 mg/l) a -70°C hasta su
utilizacion. Adicionalmente, a cada lote de bacterias se le realizaron pruebas de
identificacion bioquimica (ureasa, catalasa y oxidasa), tincion de Gram y se verifico su

morfologia al microscopio optico.
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Prueba rapida de ureasa. Se utiliza una solucion de urea 6 M a pH 7.0, 0.05% de rojo de
fenol, que presenta una coloracion amarillo-durazno. Se coloca una gota de la solucion
sobre un portaobjetos y se afiade una pequefia asada de cultivo sélido o una gota del cultivo
fresco. La prueba resulta positiva cuando se observa un cambio de coloracion a rojo-rosa,
dicho viraje de coloracidn se debe a la alcalinizacion del medio por el amoniaco liberado de

la hidrolisis de la urea por la ureasa (Mobley et al., 1995).

Prueba de catalasa. Se colocan unas gotas de perdxido de hidrégeno al 40% (comercial)
sobre un portaobjetos y se le adiciona una muestra del cultivo fresco. La prueba resulta
positiva si se observa la formacion de burbujas debido a la liberacién de oxigeno por la

descomposicion del peroxido de hidrogeno por la catalasa (Wheelis, 2008).

Prueba de oxidasa. H. pylori presenta una citocromo C oxidasa como parte de su cadena
respiratoria, la cual oxida al citocromo C en condiciones normales. En la prueba de oxidasa
se utiliza una placa DrySlide Oxidase (DIFCO) que contiene N, N, N’, N’-tetrametil-p-
fenilendiamina diclorhidrato (TMPPD) reducido e incoloro. En presencia de la bacteria, se
observa una coloracién azul en la placa, indicando su positividad, esto se debe a que la
oxidasa oxida al citocromo C, que a su vez oxida al TMPPD presente en la placa

provocando el cambio de color.

Tincién de Gram. Se realiza una tincién Gram estandar a un frotis del cultivo previamente
fijado en un portaobjetos. Si se observan bacterias rojizas se trata de un microorganismo
Gram negativo. Esto se debe a las diferencias en el espesor de la capa de peptidoglicano; en
las Gram negativas esta capa es fina lo que permite que el complejo cristal violeta-lugol
sean lavados con el etanol para que posteriormente ocurra la tincion con safranina (Smith y
Hussey, 2005). Adicionalmente, se verifica al microscopio Optico la morfologia tipica de la

bacteria.

4.3 Extraccion y purificacion parcial de la ureasa de H. pylori

Se cultivaron bacterias en 60 ml de medio Miller-Hinton Broth adicionado con f-
ciclodextrina (2 g/l) vancomicina (10 mg/l), trimetoprima (5 mg/l), anfotericina (2 mg/l) y
polimixina (2.5 mg/l) en las condiciones microaerofilicas descritas en la seccion 2.2, con

una agitacion de 150 rpm, hasta llegar a una Agponm= 0.6 a 0.8, correspondiente a la mitad
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de la fase logaritmica de crecimiento. Para colectar las bacterias, el medio se centrifugo a
4,500 rpm durante 10 min a 4°C. El precipitado se lavé dos veces con buffer salino de
fosfatos (PBS 1X) a pH 7.3 por centrifugacion. Las bacterias se resuspendieron en 4 ml de
PBS a 4°C y se afiadieron 100 pl de un coctel de inhibidores de proteasas (Roche®) para
ser sonicadas a 4°C a una potencia de 40 W (Sonicador Branson 250) en tres intervalos de
30 s con descanso de 30 s entre cada uno de ellos. El lisado producido se centrifugd a
13,500 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante resultante se utiliz6 como fuente de
ureasa parcialmente pura. Se alicuot6 en tubos de microcentrifuga y se almaceno a 4°C, en

estas condiciones la enzima mantiene su actividad por 2 semanas.

4.3.1 Cuantificacién de proteina

Para determinar la concentracién de proteina en el sobrenadante utilizado como fuente de la
ureasa se utilizo el método de Bradford (Bradford, 1976) con algunas modificaciones. Este
método se basa en la union del colorante azul de Coomassie G-250 en su forma anidnica a
los residuos de arginina, triptéfano, tirosina, histidina y fenilalanina de las proteinas, esta
unién resulta en un cambio de la absorbancia maxima del colorante, pasando de 470 nm a
592 nm (Bradford, 1976; Olson y Markwell, 2007). La reaccion se llevd a cabo en tubos de
ensayo, se colocaron 5y 10 ul del sobrenadante, 100 pul de reactivo de Bradford y se ajust0
el volumen a 1 ml con agua destilada. Se incubd la reaccién por 5 min a temperatura
ambiente y se lee la reaccion a 595 nm. Como estandar se utilizd una curva de albimina de

suero bovino (BSA).

4.3.2 Determinacion de actividad enzimatica

La actividad de la ureasa se determind cuantificando la cantidad de NHj3 liberado por la
hidrélisis de la urea utilizando el método de Berthelot (Weatherburn, 1967) con algunas
modificaciones, respecto a una curva patron de (NH,4).SO,4. En este método el amoniaco
reacciona con el hipoclorito en medio basico formando monocloramina, la cual en
presencia de fenol produce indofenol de un color azul que es posible detectarlo
espectrofotométricamente (Diaz-Portillo et al., 1997). El ensayo se realiza en una placa
ELISA de 96 pozos, se colocan 100 pul de la fraccion enriquecida de ureasa (equivalentes a
3 ng de proteina parcialmente pura en PBS) y se afora a un volumen de 130 pl con PBS a

pH 7.3. La reaccidn se inicia al afiadir el sustrato, 20 pl de urea 37.5 M (concentracion final
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de 5 M), se incuba por 10 min a 37°C. Se detiene la reaccion afiadiendo los reactivos que
darén el color: 50 pl de solucion A (fenol 0.714 M) y 100 pl de soluciéon B (NaOH 0.714
M/ NaOCI 0.357 M, se incuba 5 min a temperatura ambiente y se lee la absorbancia a 600
nm en un lector de ELISA Modelo BioRad ® 2550 Como control positivo de la inhibicion
se utilizo el acido acetohidroxdmico (AHA), compuesto quelante que se une a los iones de

Ni?* de la ureasa impidiendo la activacion de la enzima (Kakkar et al., 2006).

4.3.3 Efecto de la curcumina y de los compuestos derivados de la curcumina
sobre la ureasa

Preparacion de compuestos. Justo antes de llevar a cabo los experimentos, tanto el AHA,
como los compuestos a probar se disuelven en DMSO. De los compuestos a ensayar se
prepararon diferentes soluciones en DMSO para obtener concentraciones finales de 1.95,
3.90, 7.81, 15.62, 31.25 y 62.5 pg/ul. Para AHA se utilizaron las siguientes concentraciones
finales 12.5, 25, 50, 100 y 200 pug/ul.

Ensayo de Inhibicion. Para determinar el efecto de los compuestos problema sobre la
enzima se usé como base el ensayo descrito en la seccién anterior. En un volumen final de
130 pl se incubaron la ureasa (100 pl) y el compuesto (10 pl del compuesto a probar o 20 pl
del control positivo AHA), ajustando el volumen con PBS. La ureasa se preincubd en
presencia de los compuestos durante 5 min, posteriormente se inici6 la reaccidén enzimatica
afiadiendo 20 pl de urea e incubando por 10 min, para posteriormente afiadir los sustratos
de la reaccion colorimétrica. El efecto de los compuestos sobre la actividad de la ureasa se

calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Af x 100

Actividad de ureasa (%) = VE

donde Af es la actividad enzimatica especifica de la ureasa en presencia del compuesto y Ai

sin el compuesto, la cual se toma como el 100%.

Si se obtenia una actividad de ureasa por debajo del 100%, se interpreto como un efecto
inhibitorio por parte del compuesto probado, de tal forma que se empled la siguiente

ecuacion para determinar el porcentaje de inhibicion:
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Inhibion de ureasa (%) = 100 — Act.de ureasa (%) del compuesto inhibitorio

Por otro lado, si la se calculaba una actividad por encima del 100%, el efecto era activador

y para calcular el porcentaje de activacion se empled la siguiente ecuacion:

Activacion de ureasa (%) = Act.de ureasa (%)del compuesto activador — 100

Calculo de Concentracion inhibitoria media (1Csp). Para los compuestos que presentaron
actividad inhibitoria de la ureasa se determing la 1Csp, para este fin, se grafico el log de la
concentracion del compuesto vs el porcentaje de inhibicion, la linealizacion obtenida

permite facilmente el calculo de la concentracion media inhibitoria.

De acuerdo a la ecuacioén de la recta obtenida, la 1Csg seria:

50+5b
m

loglCsog = X =

1C5o = 10%
donde m es el valor de la pendiente y b es el punto de interseccion con el eje y.

4.4 Analisis estadistico

Cada experimento se realiz6 al menos 3 veces por cuadriplicado en cada ocasion. En los
casos en que se realizaron mas de 3 repeticiones se indicd en el pie de figura. Los
porcentajes de inhibicién de la ureasa se presentan como la media (+ desviaciones

estandar).

Para el efecto de los compuestos se realizé un analisis de varianza (ANOVA, complemento
Real Statistics de Excel) de un factor con un nivel de significancia del 0.05%. Si los datos
(densidad Optica) no presentaban una distribucién normal, se realizaba su equivalente no
paramétrico, prueba de Kruskall-Wallis (Real Statistics) con el mismo nivel de
significancia. En caso de presentar diferencia significativa se realizé una comparacion de
medias, para datos con distribucién normal se empled la prueba de Nemenyi (Real
Statistics) y para datos sin distribucién normal se emple6 la prueba de Tukey HSD/Kramer

(Real Statistics), utilizando un alfa de 0.05% en cualquiera de los casos.
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Por otro lado, para comprobar que los compuestos AHA, DAC,-Cu y DAC,-Zn presentan
porcentajes de inhibicion estadisticamente diferentes, se calculd la densidad Optica obtenida
al aplicar 62.5 pg/ml de AHA con ayuda de la ecuacion de la recta (Excel 2010);
posteriormente se corrobor6d la homocedasticidad y normalidad de los datos de los tres
grupos (AHA, DAC,-Zn y DAC,-Cu) aplicando una prueba de Levene (Excel 2010) y
prueba Kolmogorov-Smirnov (GraphPad Prism 8.0.1), respectivamente. Al ser datos
homocedasticos y con distribucion normal se realiz6 un ANOVA de un factor (Real
Statistics).

V. Resultados y Discusion
5.1 Cultivo e identificacion de H. pylori.

Para iniciar un cultivo de H. pylori es necesaria su reactivacion después de haber sido
almacenadas a -70°C por un largo periodo, por lo que se sembraron en cajas de agar
Casman-sangre y después de 24 h de incubacién en condiciones microaerofilicas, se
observaron numerosas colonias redondas y translcidas de borde liso tipicas de H. pylori,
tal como se reporta en la literatura (Andersen y Wadstrom, 2001). Posteriormente, son
recolectadas las bacterias y resembradas nuevamente en el mismo tipo de cajas para su
expansion y de esta forma fue posible la creacion de un gran lote suficiente para la
realizacion de los experimentos aqui reportados. Estas bacterias se almacenaron en medio

de cosecha a -70°C hasta su utilizacion.

Por otro lado, es muy importante en cualquier laboratorio de investigacion verificar
rutinariamente que se esta trabajando con la bacteria deseada, por este motivo se identificd
a la bacteria, aplicando diferentes pruebas bioquimicas, tincién de Gram y se observo la

morfologia de la bacteria (Figura 12).

De acuerdo a la literatura la prueba bioquimica mas importante y utilizada para la
identificacion de H. pylori es la prueba rapida de ureasa debido a la gran actividad que esta
enzima presenta y a que es muy abundante en la bacteria. En el presente trabajo, se observo

el cambio inmediato de coloracién de amarillo a rosa al colocar la muestra del cultivo
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liquido debido a la alcalinizacion del medio por la liberacion del amoniaco (Figura 12A);

demostrando que la bacteria es ureasa positiva.

Sin embargo, la triada que identifica clasicamente a H. pylori es la positividad a las pruebas
bioquimicas, ureasa, catalasa y oxidasa (Mégraud y Lehours 2007). De esta forma, se
realizd la prueba de catalasa durante la cual se formaron burbujas de oxigeno al colocar la
muestra en presencia de H,O, indicando la positividad ante la prueba (Figura 12B).
Ademas de ser una prueba bioquimica necesaria para la identificacion de H. pylori, esta
prueba permite distinguir cultivos viables de los que no lo son, ya que la actividad de la
enzima solo se conserva en cultivos con 18 a 24 h de crecimiento, aquellos con mayor
tiempo de incubacién podrian presentar un actividad disminuida o dar un falso negativo
(MacFaddin, 2000).

La ultima prueba bioquimica fue la de oxidasa, en la cual se observo el cambio inmediato
de coloracion del TMPPD al ser oxidado por la citocromo oxidasa (Figura 12C). Al igual
que en la prueba de catalasa, el tiempo de incubacién del cultivo interfiere con los
resultados obtenidos, de tal forma que cultivos mas antiguos presentaran resultados no
fidedignos (Shields y Cathcart, 2010).

La tincion de Gram permitié corroborar que se trataba de una bacteria Gram-negativa, ya
que los bacilos se tifieron de un color rojizo después de ser lavados con etanol. Esta prueba
también nos permitié comprobar las diferentes formas de la bacteria que se presentan en un
cultivo en su fase exponencial de crecimiento. Como se observa en la Figura 12D, se

presentan formas bacilares, formas de V, U y en espiral.
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Figura 12. llustracién de pruebas bioquimicas y tincién de Gram. A) Prueba réapida de
ureasa positiva (rojo). B) Prueba de catalasa positiva (efervescencia). C) Prueba de oxidasa
positiva (morado). D) Prueba negativa para Tincién de Gram; se observan las formas
caracteristicas de la bacteria: bacilos, formas de V y U y la forma espiral. Microscopia
oOptica de luz a 100X.

5.2 Obtencion de la ureasa y determinacioén de su actividad

Debido a que la ureasa es una enzima que se encuentra en el citosol de la bacteria en gran
abundancia, 6-10% de las proteinas totales de la bacteria (Krajewska, 2009), es facil la
preparacion de un extracto enriquecido de la misma con s6lo unos cuantos pasos
metodolégicos que incluyen la ruptura de la célula y la separacion del citosol por

centrifugacion (Figura 13).
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A B

Figura 13. Microtubo donde se obtiene la fraccion enriquecida de la ureasa. En A se
observa encerrado en un circulo el botdn de restos celulares formado después de la segunda
centrifugacion; en B se observa la porcién citosdlica libre de restos celulares donde esta
presente la ureasa.

Una vez obtenido el extracto enriquecido con la ureasa, se determind la cantidad de
proteina por el método de Bradford utilizando albimina de suero bovino (BSA) como
estandar (Anexo 1, Curva Patron de BSA).

La determinacion de la actividad de la ureasa se realizé empleando el método de Berthelot
que cuantifica el amonio liberado por la enzima, estandarizado con una curva patron de
amonio (Anexo 2). Para elegir las condiciones dptimas para la reaccion y para determinar la
inhibicion de la actividad, se varid la cantidad de proteina y el tiempo de incubacién en
presencia del sustrato (urea) y se cuantific su actividad especifica.

Como se puede observar en la Tabla 3, la mayor actividad enzimatica especifica (29.3.
pumol amonio/min/mg proteina) se obtuvo con 3 pg de proteina y con 10 minutos de
incubacion. Por lo tanto, estas condiciones fueron las que se utilizaron para la realizacion

de los ensayos.
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Tabla 3. Determinacion de la cantidad de proteina y el tiempo de incubacion a utilizar
para la determinacion de actividad enzimética.

Actividad enzimatica

. Tiempo de especifica (umol

Proteina (ug) incubacign (min) arﬁonio/mi(rlll/mg
proteina)

1 17.5 25.3

2 17.5 21.3

1 20.0 19.0

2 20.0 15.8

3 10.0 29.3

El tiempo de incubacién concuerda con el empleado por Uribe-Estanislao (2017) quien
también descarta la necesidad de incubar la reaccion por 20 min y reporta una actividad
especifica ligeramente mayor de 34.9+4.6. umol amonio/min/mg proteina. Por otro lado,
Yu et al. (2015) reportan una actividad especifica de 17 pumol amonio/min/mg proteina al
incubar la reaccion por 20 min a 25°C. Como puede observarse la actividad especifica que
determinamos esta en el orden de magnitud de las reportadas y las diferencias pueden
deberse a factores técnicos como el grado de purificacion de la muestra o las condiciones

especificas del ensayo en las cuales se determind la actividad (Krajewska, 2009).

Otra consideracién que se tomd en cuenta fue los valores de absorbancia obtenidos, los
cuales se trataron de mantener en el rango de 0.6 a 0.8. El objetivo de mantener este
intervalo de absorbancia era tener valores suficientemente altos para poder ver inhibiciones

y no estuvieran en el limite de deteccion del método colorimétrico.

Cabe destacar que la metodologia utilizada permite obtener una muestra enriquecida de
ureasa, esto se ha demostrado anteriormente en el laboratorio mediante analisis proteicos
(electroforesis e inmunodeteccion), los cuales permitieron comprobar la presencia de ambas

subunidades que constituyen a la enzima (Uribe-Estanislao, 2017).
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5.3 Efecto de los compuestos sobre la ureasa

5.3.1. Efecto del acido acetohidroxamico sobre la ureasa (Control
positivo).
Para validar la técnica usada para la determinacion de la inhibicion de la actividad de la
ureasa se utilizé acido acetohidroxamico (AHA), un inhibidor competitivo de la enzima,
conocido por bloquear el sitio activo de la enzima (Kakkar, 2006). Como se muestra en la
Figura 14, la actividad de la enzima se inhibe al 100% con 200 pg/ml de AHA; con los
datos obtenidos se calculé la concentracion a la cual se inhibiria el 50% (ICso) de la

actividad de la ureasa, que para el AHA seria de 35.67 pg/ml= 488.4 uM.
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Figura 14. Efecto inhibitorio de AHA sobre la actividad de la ureasa de H. pylori. En el
recuadro se muestra la determinacion de 1Cso. n = 3.

El valor de 1Cso obtenido se encuentra en el mismo orden de magnitud que varios de los
valores reportados en la literatura, 11.7 pg/ml = 155.8 uM (Espinosa-Rivero et. al., 2017),
10.5 pg/ml = 140.0 uM (Yu et al., 2015) y 20.3 pg/ml = 270.4 uM (Uribe-Estanislao,
2017); las variaciones encontradas pueden ser debidas a diferencias en las condiciones

experimentales. Con base en lo anterior, se valida la metodologia utilizada.
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5.3.2 Efecto de la curcumina, diacetilcurcumina y los compuestos

metalicos derivados sobre la ureasa

Todos los compuestos probados mostraron actividad sobre la ureasa de H. pylori, ya sea

porque inhibieron o porque activaron a la enzima.

DAC;,-Zn y DAC,-Cu presentaron una inhibicién maxima considerable 86.3% (Figura 15)
y 74.9% (Figura 16), respectivamente, con 62.5 pg/ml, equivalente a 59.8 uM para DAC»-
Zn y a 60.1 uM para DAC,-Cu. Comparando las curvas de inhibicién de estos dos
compuestos con las del control positivo AHA (Figura 17), ambos resultaron ser mas
efectivos para inhibir a la enzima, en particular DAC,-Zn, ya que, a todas las
concentraciones ensayadas de estos compuestos, los valores de inhibicion estan por encima

de los valores de la curva de inhibicién con AHA.

El anélisis estadistico demostr6 que los porcentajes de inhibicion obtenidos a la
concentracion de 62.5 pg/ml de cada compuesto son distintos entre si (p<0.05). Con lo
anterior, podemos concluir que la actividad inhibitoria sobre la ureasa de H. pylori de los
compuestos DAC,-Zn y DAC,-Cu, a la concentracion maxima ensayada, fue superior a la

presentada por AHA.

De acuerdo con la tendencia de las gréaficas de estos dos complejos, se podria esperar que al
aumentar la concentracion de DAC,-Zn 0 DAC,-Cu se alcanzaran porcentajes de inhibicion
mayores o incluso llegaran al 100%, sin embargo, cuando se subieron las concentraciones
de DAC,-Cu se encontraron problemas de solubilidad; al momento de realizar el
experimento se observo un precipitado que interferia con la lectura de la absorbancia y por

ende los resultados no eran confiables.

Las ICsos calculadas para ambos compuestos fueron menores al valor obtenido con el
control positivo, AHA (1Cs0=35.67 pg/ml= 488.4 uM), por un lado, DAC,-Zn presenta una
ICs0 de 13.02 pg/ml = 12.4 uM (Recuadro Figura 15), mientras que DAC,-Cu presenta una
de 21.19 pg/ml = 20.4 uM (Recuadro Figura 16). Esto nos indica la potencia de estos
compuestos para inhibir a la ureasa de H. pylori.
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Figura 15. Efecto de DAC,-Zn sobre la actividad de la ureasa de H. pylori. En el
recuadro se muestra la determinacién de ICsp. n=8.
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Figura 16. Curva para determinar el valor de 1Csy de DAC,-Cu. En el recuadro se
muestra la determinacion de 1Csp. n = 5.
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Figura 17. Comparacién del efecto inhibitorio de los compuestos probados y del AHA
sobre la actividad de la ureasa de H. pylori. Datos presentados como media * desviacién
estandar. *p<0.05 con respecto al 0. n = 3 (AHA), 8 (DAC,-Zn), 5 (DAC,-Cu) y 7
(Curcumina y DAC).

En el caso de los compuestos Curcumina y DAC su solubilidad permitié probar hasta la
concentracion de 125 pg/ml, equivalente a 339.3 uM para Curcumina y a 276.2 uM para
DAC; como puede observarse en la Figura 17, ambos compuestos presentan una menor
actividad inhibitoria sobre la ureasa (31.8% y 28.6% de inhibicidn, respectivamente)
comparada con los complejos anteriores. Los porcentajes de inhibicién son
estadisticamente significativos con respecto al 0 (p<0.05) partir de la concentracion de 62.5
pg/ml hasta 125 pg/ml en el caso de Curcumina, y para DAC tnicamente a la

concentracion de 125 pg/ml.

La curcumina estd conformada quimicamente por dos o-metoxifenoles unidos
simétricamente por una B-dicetona o, insaturada, responsable del taumerismo ceto-enol;
de tal forma que la inhibicidn que se observa por parte de este compuesto puede deberse a
la habilidad quelante que presenta este enlace, mismo que suele atraer y unirse a metales de
transicion (Prywer y Torzewska, 2011). En la literatura se ha reportado la interaccion de la

curcumina con el niquel debido a su habilidad quelante (Prasad et al., 2021); recordando
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que la ureasa presenta este metal de transicion en el sitio activo podria inferirse que la
curcumina estaria formando un enlace estable con el sitio activo de la proteina, de tal forma
que podria estar inactivandola al impedir el acceso a los iones metalicos o bien impidiendo
la union de la urea al sitio. En el caso de DAC, podemos proponer una explicacion similar
ya que, de acuerdo a su estructura, este enlace queda libre incluso después del proceso de

diacetilacion (2019b). No obstante, nuestros resultados demuestran que ni la curcumina, ni

el DAC inhiben completamente la actividad de la ureasa (~30% inhibicion maxima), lo

cual nos hace pensar que, si existe esta interaccion con el sitio activo de la enzima, ésta no
es tan fuerte como para inhibir completamente la entrada del sustrato, o que el efecto, no es

precisamente en el sitio activo de la enzima.

Durante la realizacion de esta tesis Darmani et al. (2020) evaluaron el efecto de la
curcumina sobre la actividad de la ureasa reportando la inhibicién del 100% de la actividad
con 50 pg/ml del compuesto. Cabe mencionar que la metodologia que emplean es diferente
a la reportada en este trabajo; por destacar algunos aspectos, en ese articulo miden la
actividad de la ureasa en cultivos de bacterias intactas, mientras que los resultados aqui
reportados son sobre la enzima parcialmente purificada, por otro lado, emplean el método
de rojo de fenol e incuban con el sustrato durante 30 min y posteriormente leen la
absorbancia a 550 nm, en cambio, aqui se emplea el método de Berthelot. Asi mismo,
mencionan que disuelven la curcumina en DMSO, pero no indican cuanto volumen utilizan
en el ensayo; previamente en nuestro laboratorio se determiné que el volumen de DMSO
afiadido inhibe la actividad de la ureasa, siendo 10 pl el volumen maximo que puede usarte
sin interferir con la reaccion, es decir que, mientras no se afiada mas DMSO el efecto
observado se atribuye directamente al compuesto problema. Estas diferencias
experimentales nos impiden comparar los resultados reportados por Darmani et al. (2020)

con los que aqui se presentan.

Las diferencias encontradas en la inhibicion de los derivados metélicos de DAC podrian
atribuirse a los diferentes iones metalicos utilizados, se ha reportado que diversos metales
pesados inhiben a la ureasa al interactuar con los grupos sulfhidrilo de la proteina (Shaw y

Raval, 1961). Sin embargo, no es posible asegurar la interaccion directa del ion con estos
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grupos ya que en las estructuras que reporta Meza-Morales (2019b) pareciera que el ion

queda atrapado entre los dos ligandos.

A diferencia de los resultados inhibitorios de la actividad de la ureasa encontrados con la
curcumina, la DAC vy los complejos DAC,-Cu y DAC,-Zn, en el caso del complejo DAC-
Mg, se encontrd un efecto activador de la ureasa, del 24.2% con 7.8 pg/ml = 7.2 uM (valor
estadisticamente significativo; p<0.05), sin embargo, este efecto disminuye al
incrementarse la concentracion del complejo (Figura 18). Por otra parte, DAC,-Mn,
presenta una respuesta dosis dependiente y activa un maximo de 76.3% con 62.5 pg/ml =
56.1 uM (Figura 18).

Actualmente, son pocos los compuestos conocidos por tener un efecto activador de la
ureasa, por ejemplo, los flavonoides acacetina que activa a la enzima 34% con 62.5 pg/ml =
219.9 uM vy la diosmetina que activa 17% con 31.25 pg/ml = 102.9 uM (Uribe-Estanislao,
2017), por otro lado, Ziarani reporta dos compuestos del tipo anillos espirbiciclicos
derivados del &cido barbiturico que activan a la ureasa de Canavalia ensiformis 42% y 13%
a una concentracion de 1700 uM y 1000 pM, respectivamente. De tal manera que el efecto
que encontramos aqui con DAC,-Mn (76.3% con 62.5 ug/ml) es uno de los mas altos
reportados. Revisando la estructura de éstos pocos compuestos reportados con accion
activadora, tampoco encontramos alguna similitud entre ellos que nos permita hacer alguna
inferencia de su mecanismo activador, es necesario hacer un analisis quimico mas profundo

para poder proponer la forma en que podrian llevar a cabo dicha accion.
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Figura 18. Efecto activador de los compuestos sobre la ureasa de H. pylori. Datos
presentados como media + desviacion estandar. *p<0.05 con respecto al 0. n = 7 (DAC,-
Mn) y 5 (DAC,-Mg).

Si bien para el tratamiento de H. pylori un efecto activador de la ureasa no resulta util, si
podria ser atil en otras aplicaciones tecnolégicas como su empleo en el tratamiento de
aguas que resultan con alto contenido de nitrégeno total debido a la produccion de
fertilizantes como lo sugieren Pérez et al. (2007). El nitrégeno total comprende la suma de
nitrégeno inorganico derivado del amoniaco y el nitrdgeno orgéanico derivado de la urea, sin
embargo, éste ultimo no puede eliminarse por los métodos fisicoquimicos convencionales,
de tal forma que la aplicacion de microorganismos capaces de hidrolizar urea o la adicion

de enzimas que los degraden, son clave para la remediacion.

De acuerdo a la literatura, la ureasa es una enzima muy importante para el metabolismo y
patogenicidad de H. pylori lo que la convierte en un blanco terapéutico muy prometedor
para controlar la infeccion por la bacteria, sin embargo, a la fecha, pese a la caracterizacion
de varios inhibidores de la enzima no ha sido posible su uso como terapia. Por ejemplo, en
el caso del AHA, uno de los mas potentes inhibidores de la ureasa, no ha sido posible su

utilizacion debido a los efectos toxicos que presenta su consumo. Dada la capacidad
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quelante del AHA se cree que este compuesto podria intervenir con el metabolismo de
iones metélicos; en el caso del hierro podria afectar el proceso de hematopoyesis o bien
causar un efecto teratdgenico (Griffith y Musher, 1975). Asi mismo, cuando se ha
administrado como terapia para enfermedades renales se han reportado efectos secundarios
debido al consumo prolongado del compuesto (2 afos), los mas recurrentes son nauseas,
dolor de cabeza, temblor y anemia hemolitica (Griffith et al., 1978 y 1988). Es por esto que
es necesario continuar con la basqueda de moléculas 0 compuestos con actividad inhibitoria

de la ureasa que puedan emplearse como tratamiento de la infeccién con H. pylori.

En este trabajo se encontraron dos compuestos derivados de la curcumina que tienen el
potencial de inhibir a la enzima ureasa de H. pylori; no obstante, es necesario continuar su

estudio antes de poder proponerlos como posible terapia de erradicacion.
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V1. Conclusiones

Fue posible el establecimiento y mantenimiento de un cultivo viable de H. pylori en
condiciones microaerofilicas (10% de CO, y 5% de O,) y empleando tanto medio solido
como medio liquido suplementado, lo cual permitid la realizacion de los ensayos aqui

reportados.

Se obtuvo, a partir de los cultivos viables de H. pylori, una preparacion enriquecida de la
ureasa que tuvo una actividad especifica suficientemente buena para la determinacion del
efecto inhibidor de los compuestos problema: curcumina, diacetilcurcumina (DAC) y los
cuatro derivados metalicos de DAC. Esta determinacién fue validada por la inhibicion del
control positivo AHA, que inhibi6é a la enzima a las concentraciones reportadas en la

literatura.

Se reporto por primera vez el efecto de curcumina, DAC, DAC,-Cu, DAC,-Mg, DAC,-Mn
y DAC,-Zn sobre la actividad de la ureasa de H. pylori. Al respecto, se destacan los efectos
inhibitorios de DAC,-Cu y DAC,-Zn, que resultarian utiles en la terapia anti-H. pylori y
por otra parte, el efecto activador de DAC,-Mn, el cual podria aprovecharse en
biotecnologia.

También, reportamos efectos de poca inhibicion de la curcumina y de DAC, y un efecto
activador bajo de DAC,-Mg a una sola concentracidon que nos sugieren que la ureasa no es

un blanco determinante para estos compuestos.
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VII. Perspectivas

Los resultados obtenidos en el presente trabajo dan pie para continuar el estudio de estos
compuestos derivados de la curcumina desde diferentes enfoques para asi validar su uso

como posibles terapias alternativas o para implementar su uso como coadyuvante.

Por otra parte, se podria realizar acoplamiento molecular (docking) para determinar el sitio
de unidn de los compuestos con la ureasa de H. pylori, si afecta el sitio activo de la enzima,
modifica la estructura de la enzima o bien si se une a residuos cercanos al sitio activo, y asi

poder dilucidar el efecto inhibitorio o activador sobre esta.

Otra vertiente de estudio seria evaluar el efecto de la curcumina y sus derivados sobre otros
mecanismos de patogenicidad de la bacteria como lo son la adherencia, la motilidad, la

actividad vacuolizante, etc.; incluso si tienen efectos gastroprotectores.

Por ultimo, debe explorarse la toxicidad in vitro e in vivo (toxicidad subaguda y cronica) de

la curcumina y sus derivados para validar o no su aplicacién como terapia.

57

—
| —



Referencias bibliograficas

Aggarwal, B. B., Sundaram, C., Malani, N., e Ichikawa, H. (2007). Curcumin: the Indian
solid gold. Advances in Experimental Medicine and Biology, 595:1-75.

Andersen, A. P., Elliott, D. A., Lawson, M., Barland, P., Hatcher, V. B., y Puszkin, E. G.
(1997). Growth and morphological transformations of Helicobacter pylori in broth
media. Journal of Clinical Microbiology, 35(11), 2918-2922.

Andersen, L. P., y Wadstrom, T. (2001). Basic bacteriology and culture. Helicobacter
pylori: physiology and genetics, 25-38.

Ansari, S., y Yamaoka, Y. (2017). Survival of Helicobacter pylori in gastric acidic
territory. Helicobacter, 22(4), e12386.

Baker, D. A. (2020). Plants against Helicobacter pylori to combat resistance: An
ethnopharmacological review. Biotechnology Reports (Amsterdam, Netherlands), 26,
e00470.

Barari, M., Sharifi, P., Yousefinejad, V., Babahajian, A., Ghaderi, B., Ataee, P., ... y
Sheikhesmaeili, F. (2021). Effect of curcumin on eradication of Helicobacter pylori
infection. Scientific Journal of Kurdistan University of Medical Sciences, 25(6), 57-67.

Barragan-Vidal, C. E., Gutiérrez-Escobar, A. J., y Castiblanco-Robayo, L. P. (2015).
Membrana externa de Helicobacter pylori y su papel en la adhesién al epitelio géastrico.
Universitas Médica, 56(1), 44-62.

Bosques-Padilla, F. J., Remes-Troche, J. M., Gonzalez-Huezo, M. S., Pérez-Pérez, G.,
Torres-Lépez, J., Abdo-Francis, J. M., ... y Velasco, J. V. R. (2018). IV consenso
mexicano sobre Helicobacter pylori. Revista de Gastroenterologia de México, 83(3),
325-341.

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72(1-2), 248-254.

58

—
| —



Brown, L. M. (2000). Helicobacter pylori: epidemiology and routes of transmission.
Epidemiologic Reviews, 22(2), 283-297.

Bumann, D., Habibi, H., Kan, B., Schmid, M., Goosmann, C., Brinkmann, V., ... y
Jungblut, P. R. (2004). Lack of stage-specific proteins in coccoid Helicobacter pylori
cells. Infection and Immunity, 72(11), 6738-6742.

Camilo, V., Sugiyama, T., y Touati, E. (2017). Pathogenesis of Helicobacter pylori
infection. Helicobacter, 22, €12405.

Caruso, F., Rossi, M., Benson, A., Opazo, C., Freedman, D., Monti, E., ... y Pettinari, C.
(2012). Ruthenium-arene complexes of curcumin: X-ray and density functional theory
structure, synthesis, and spectroscopic characterization, in vitro antitumor activity, and
DNA docking studies of (p-cymene) Ru (curcuminato) chloro. Journal of Medicinal
Chemistry, 55(3), 1072-1081.

Cassel-Beraud, A. M., Le Jan, J., Mouden, J. C., Andriantsoa, M., y Andriantsiferana, R.
(1991). Preliminary study of the prevalence of Helicobacter pylori in Tananarive,
Madagascar and the antibacterial activity in vitro of 13 Malagasy medicinal plants on

this germ. Archives de L'institut Pasteur de Madagascar, 59(1), 9-23.

Castillo-Juérez, 1., Gonzalez, V., Jaime-Aguilar, H., Martinez, G., Linares, E., Bye, R., y
Romero, 1. (2009). Anti-Helicobacter pylori activity of plants used in Mexican
traditional medicine for gastrointestinal disorders. Journal of ethnopharmacology,
122(2), 402-405.

Cebrian, A., De la Concha, G., y Fernandez-Urién, I. (2016). Céancer gastrico. Medicine-
Programa de Formacion Médica Continuada Acreditado, 12(3), 118-127.

Cervantes-Garcia, E. (2016). Helicobacter pylori: mecanismos de patogenicidad. Revista
Mexicana de Patologia Clinica y Medicina de Laboratorio, 63(2), 100-1009.

Chey, W. D., Leontiadis, G. I., Howden, C. W., y Moss, S. F. (2017). ACG clinical
guideline: treatment of Helicobacter pylori infection. American Journal of
Gastroenterology, 112(2), 212-239.

59

—
| —



De Falco, M., Lucariello, A., laquinto, S., Esposito, V., Guerra, G., y De Luca, A. (2015).
Molecular mechanisms of Helicobacter pylori pathogenesis. Journal of Cellular
Physiology, 230(8), 1702-1707.

De, R., Kundu, P., Swarnakar, S., Ramamurthy, T., Chowdhury, A., Nair, G. B., y
Mukhopadhyay, A. K. (2009). Antimicrobial activity of curcumin against Helicobacter
pylori isolates from India and during infections in mice. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 53(4), 1592-1597.

Diaz-Portillo, J., Fernandez del Barrio, M. T., y Paredes-Salido, F. (1997). Aspectos

Basicos de Bioguimica Clinica. Ediciones Diaz de Santos. 83

Du, M. Q., y lIsaccson, P. G. (2002). Gastric MALT lymphoma: from aetiology to
treatment. The Lancet Oncology, 3(2), 97-104

Dunn B. E., Cohen H., Blaser M. J. (1997). Helicobacter pylori. Clinical Microbiology
Reviews, 10(4):720-741.

Eaton, K. A., Catrenich, C. E., Makin, K. M., y Krakowka, S. (1995). Virulence of coccoid
and bacillary forms of Helicobacter pylori in gnotobiotic piglets. Journal of Infectious
Diseases, 171(2), 459-462.

Eaton, K. A., y Krakowka, S. (1994). Effect of gastric pH on urease-dependent colonization
of gnotobiotic piglets by Helicobacter pylori. Infection and Immunity, 62(9), 3604-
3607.

Espinosa-Rivero, J., Rendon-Huerta, E., y Romero, I. (2015). Inhibition of Helicobacter
pylori growth and its colonization factors by Parthenium hysterophorus extracts.

Journal of Ethnopharmacology, 174, 253-260.

Eusebi, L.H., Zagari, R.M. y Bazzoli, F. (2014), Epidemiology of Helicobacter pylori
Infection. Helicobacter, 19: 1-5. d0i:10.1111/hel.12165

60

—
| —


https://doi.org/10.1111/hel.12165

Gomez-Chang, E., Escobedo-Hinojosa, W., y Romero-Alvarez, I. (2017). Tratamiento de la
Ulcera péptica asociada a Helicobacter pylori. Una perspectiva desde los productos

naturales.

Goodwin, C. S., Armstrong, J. A., Chilvers, T., Peters, M., Collins, M. D., Sly, L.,
McConnell, W. y Harper, W. E. S. (1989). Transfer of Campylobacter pylori and
Campylobacter mustelae to Helicobacter gen. nov. as Helicobacter pylori comb. nov.
and Helicobacter mustelae comb. nov., respectively. International Journal of

Systematic and Evolutionary Microbiology, 39(4), 397-405.

Goodwin, C. S., R. K. McCulloch, J. A. Armstrong, y S. H. Wee. (1985). Unusual cellular
fatty acids and distinctive ultrastructure in a new spiral bacterium (Campylobacter
pyloridis) from the human gastric mucosa. Journal of Medical Microbiology, 19:257—
267.

Goodwin, C. S., y Armstrong, J. A. (1990). Microbiological aspects of Helicobacter pylori
(Campylobacter pylori). European Journal of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases, 9(1), 1-13.

Griffith, D. P., Gibson, J. R., Clinton, C. W., y Musher, D. M. (1978). Acetohydroxamic
acid: clinical studies of a urease inhibitor in patients with staghorn renal calculi. The
Journal of Urology, 119(1), 9-15.

Griffith, D. P., Khonsari, F., Skurnick, J. H., James, K. E., y Veterans Administrations
Cooperative Study Group. (1988). A randomized trial of acetohydroxamic acid for the
treatment and prevention of infection-induced urinary stones in spinal cord injury
patients. The Journal of Urology, 140(2), 318-324.

Griffith, D. P., y Musher, D. M. (1975). Acetohydroxamic acid: Potential use in urinary
infection caused by urea-splitting bacteria. Urology, 5(3), 299-302.

Han, C., Wang, L., Yu, K., Chen, L., Hu, L., Chen, K., ... y Shen, X. (2006). Biochemical
characterization and inhibitor discovery of shikimate dehydrogenase from Helicobacter
pylori. The FEBS journal, 273(20), 4682-4692.

61

—
| —



Hooi, J. K., Lai, W. Y., Ng, W. K., Suen, M. M., Underwood, F. E., Tanyingoh, D, ... y
Chan, F. K. (2017). Global prevalence of Helicobacter pylori infection: systematic
review and meta-analysis. Gastroenterology, 153(2), 420-429.

Hussain, A., Somyajit, K., Banik, B., Banerjee, S., Nagaraju, G., y Chakravarty, A. R.
(2013). Enhancing the photocytotoxic potential of curcumin on terpyridyl lanthanide
(111) complex formation. Dalton Transactions, 42(1), 182-195.

IARC. (1994). Schistosomes, liver flukes and Helicobacter pylori. Monographs on the

evaluation of carcinogenic risks to humans. Lion, France: IARC Sci Publ. pp 1-241.

Judaki, A., Rahmani, A., Feizi, J., Asadollahi, K., y Hafezi Ahmadi, M. R. (2017).
Curcumin in combination with triple therapy regimes ameliorates oxidative stress and
histopathologic changes in chronic gastritis-associated Helicobacter pylori infection.

Arquivos de gastroenterologia, 54, 177-182.

Kakkar, R., Grover, R., y Gahlot, P. (2006). Metal ion selectivity of hydroxamates: a
density functional study. Journal of Molecular Structure: THEOCHEM, 767(1-3), 175-
184.

Kao, C. Y., Sheu, B. S., y Wu, J. J. (2016). Helicobacter pylori infection: An overview of

bacterial virulence factors and pathogenesis. Biomedical Journal, 39(1), 14-23.

Kappaun, K., Piovesan, A. R., Carlini, C. R., y Ligabue-Braun, R. (2018). Ureases:
Historical aspects, catalytic, and non-catalytic properties—A review. Journal of

advanced research, 13, 3-17.

Krajewska, B. (2009). Ureases I. Functional, catalytic and kinetic properties: A review.

Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 59(1-3), 9-21.

Kusters, J. G., van Vliet, A. H., y Kuipers, E. J. (2006). Pathogenesis of Helicobacter pylori
infection. Clinical Microbiology Reviews, 19(3), 449-490.

Lim, T. K. (2016). Curcuma longa. In Edible Medicinal and Non-Medicinal Plants (pp.
241-362). Springer, Cham.

62

—
| —



MacFaddin JF. (2000) Catalase-Peroxidase Tests. Biochemical Tests for Identification of
Medical Bacteria. 3rd ed. Philadelphia: Lippincott Williams and Wilkins; 78-97.

Mahady, G. B., Pendland, S. L., Yun, G., y Lu, Z. Z. (2002). Turmeric (Curcuma longa)
and curcumin inhibit the growth of Helicobacter pylori, a group 1 carcinogen.
Anticancer Research, 22(6C), 4179-4181.

Malfertheiner, P., Chan, F. K., y McColl, K. E. (2009). Peptic ulcer disease. The Lancet,
374(9699), 1449-1461.

Malfertheiner, P., Megraud, F., O'Morain, C. A., Gisbert, J. P., Kuipers, E. J., Axon, A. T,
... Y Hunt, R. (2017). Management of Helicobacter pylori infection—the Maastricht
V/Florence consensus report. Gut, 66(1), 6-30.

Marcus, E. A., Sachs, G., y Scott, D. R. (2016). Eradication of Helicobacter pylori
infection. Current Gastroenterology Reports, 18(7), 33.

Marshall, B. J., Armstrong, J. A., McGechie, D. B., y Clancy, R. J. (1985). Attempt to fulfil
Koch's postulates for pyloric Campylobacter. Medical Journal of Australia, 142(8),
436-439.

Marshall, B. J., y Goodwin, C. S. (1987). Revised nomenclature of Campylobacter
pyloridis. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 37(1),
68-68.

Marshall, B., y Warren, J. R. (1984). Unidentified curved bacilli in the stomach of patients
with gastritis and peptic ulceration. The Lancet, 323(8390), 1311-1315.

Matsuo, Y., Kido, Y., y Yamaoka, Y. (2017). Helicobacter pylori outer membrane protein-
related pathogenesis. Toxins, 9(3), 101.

Mégraud, F., y Lehours, P. (2007). Helicobacter pylori detection and antimicrobial
susceptibility testing. Clinical microbiology reviews, 20(2), 280-322.

63

—
| —



Meza-Morales, W., Estévez-Carmona, M. M., Alvarez-Ricardo, Y., Obregon-Mendoza, M.
A., Cassani, J., Ramirez-Apan, M. T., ... y Enriquez, R. G. (2019b). Full Structural
Characterization of Homoleptic Complexes of Diacetylcurcumin with Mg, Zn, Cu, and
Mn: Cisplatin-level Cytotoxicity in Vitro with Minimal Acute Toxicity in Vivo.
Molecules, 24(8), 1598.

Meza-Morales, W., Machado-Rodriguez, J. C., Alvarez-Ricardo, Y., Obregon-Mendoza,
M. A., Nieto-Camacho, A., Toscano, R., ... y Enriquez, R. G. (2019a). A New Family
of Homoleptic Copper Complexes of Curcuminoids: Synthesis, Characterization and

Biological Properties. Molecules, 24(5), 910.

Mishra, S. (2013). Is Helicobacter pylori good or bad?. European Journal of Clinical
Microbiology y Infectious Diseases, 32(3), 301-304.

Mobley, H. L. (1996). The role of Helicobacter pylori urease in the pathogenesis of
gastritis and peptic ulceration. Alimentary pharmacology & therapeutics, 10 (Supl),
57-64.

Mobley, H. L., Island, M. D., y Hausinger, R. P. (1995). Molecular biology of microbial
ureases. Microbiolodical Reviews., 59(3), 451-480

Minzenmaier, A., Lange, C., Glocker, E., Covacci, A., Moran, A., Bereswill, S., ... y Pahl,
H. L. (1997). A secreted/shed product of Helicobacter pylori activates transcription
factor nuclear factor-kappa B. The Journal of Immunology, 159(12), 6140-6147.

O’Mabhony, R., Al-Khtheeri, H., Weerasekera, D., Fernando, N., Vaira, D., Holton, J., y
Basset, C. (2005). Bactericidal and anti-adhesive properties of culinary and medicinal

plants against Helicobacter pylori. World Journal of Gastroenterology, 11(47), 7499

Olivera-Severo, D., Uberti, A. F., Marques, M. S., Pinto, M. T., Gomez-Lazaro, M.,
Figueiredo, C., ... y Carlini, C. R. (2017). A new role for Helicobacter pylori urease:

contributions to angiogenesis. Frontiers in microbiology, 8, 1883.

Olson, B. J., y Markwell, J. (2007). Assays for determination of protein concentration.
Current Protocols in Protein Science, 48(1), 3-4.

64

—
| —



On, S. L., Lee, A., O'Rourke, J. L., Dewhirst, F. E., Paster, B. J., Fox, J. G., y Vandamme,
P. (2015). Helicobacter. Bergey's Manual of Systematics of Archaea and Bacteria, 1-1.

O'Rourke, J., y Bode, G. (2001). Morphology and Ultrastructure. En: Mobley HLT, Mendz
GL, Hazell SL, editors. Helicobacter pylori: Physiology and Genetics. Washington
(DC): ASM Press; 2001. Capitulo 6. Disponible en:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2452/

Pérez, S. A., Nifio, Z. M., Herndndez, V., y Hernandez, C. (2007). Uso de Enzimas de Tipo
Ureasa en el Tratamiento de Aguas Residuales con Alto Contenido en Nitrogeno

Organico. Informacién Tecnologica, 18(5), 41-48.

Prasad, S., DuBourdieu, D., Srivastava, A., Kumar, P., y Lall, R. (2021). Metal-Curcumin
Complexes in Therapeutics: An Approach to Enhance Pharmacological Effects of

Curcumin. International Journal of Molecular Sciences, 22(13), 7094.,

Prywer, J., y Torzewska, A. (2012). Effect of curcumin against Proteus mirabilis during
crystallization of struvite from artificial urine. Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, 2012.

Pucci, D., Crispini, A., Mendiguchia, B. S., Pirillo, S., Ghedini, M., Morelli, S., y De
Bartolo, L. (2013). Improving the bioactivity of Zn (l1)-curcumin based complexes.
Dalton Transactions, 42(26), 9679-9687.

Rivas-Traverso, F., y Hernandez, F. (2000). Helicobacter pylori: Factores de virulencia,

patologia y diagnostico. Revista Biomedica, 11(3), 187-205.

Sachs, G., Weeks, D. L., Wen, Y., Marcus, E. A., Scott, D. R., y Melchers, K. (2005). Acid
acclimation by Helicobacter pylori. Physiology, 20(6), 429-438.

Sanphui, P., y Bolla, G. (2018). Curcumin, a Biological Wonder Molecule: A Crystal
Engineering Point of View. Crystal Growth & Design, 18(9), 5690-5711.

65

—
| —



Santos, A. M., Lopes, T., Oleastro, M., Gato, I. V., Floch, P., Benejat, L., ... y Guerreiro, A.
S. (2015). Curcumin inhibits gastric inflammation induced by Helicobacter pylori
infection in a mouse model. Nutrients, 7(1), 306-320.

Santos, A. M., Lopes, T., Oleastro, M., Pereira, T., Alves, C. C., Seixas, E., ... y Guerreiro,
A. S. (2018). Cyclooxygenase inhibition with curcumin in Helicobacter pylori
infection. Nutrire, 43(1), 1-7.

Schoep, T. D., Fulurija, A., Good, F., Lu, W., Himbeck, R. P., Schwan, C., ... y Marshall,
B. J. (2010). Surface properties of Helicobacter pylori urease complex are essential
for persistence. PLoS One, 5(11).

Sharma, K. K., Chandra, S., y Basu, D. K. (1987). Synthesis and antiarthritic study of a
new orally active diferuloyl methane (curcumin) gold complex. Inorganica Chimica
Acta, 135(1), 47-48.

Shaw, W. H., y Raval, D. N. (1961). The inhibition of urease by metal ions at pH 8.9.
Journal of the American Chemical Society, 83(15), 3184-3187.

Shields, P., y Cathcart, L. (2010). Oxidase test protocol. American Society for
Microbiology, 1-9.

Sitarz, R., Skierucha, M., Mielko, J., Offerhaus, G. J. A., Maciejewski, R., y Polkowski, W.
P. (2018). Gastric cancer: epidemiology, prevention, classification, and treatment.
Cancer Management and Research, 10, 239.

Sjomina, O., Pavlova, J., Niv, Y., y Leja, M. (2018). Epidemiology of Helicobacter pylori
infection. Helicobacter, 23, e12514.

Smith, A. C., y Hussey, M. A. (2005). Gram stain protocols. In American Society for
Microbiology-ASM Conference for Undergraduate Educators (Vol. 2005).

Song, Y. M., Xu, J. P, Ding, L., Hou, Q., Liu, J. W., y Zhu, Z. L. (2009). Syntheses,

characterization and biological activities of rare earth metal complexes with curcumin

66

—
| —



and 1, 10-phenanthroline-5, 6-dione. Journal of Inorganic Biochemistry, 103(3), 396-
400.

Stefano, K., Marco, M., Federica, G., Laura, B., Barbara, B., y Gioacchino, L. (2018).
Helicobacter pylori, transmission routes and recurrence of infection: state of the art.

Acta Biomedica: Atenei Parmensis, 89 (Suppl 8), 72.

Sung, H., Ferlay, J., Siegel, R. L., Laversanne, M., Soerjomataram, I., Jemal, A., y Bray, F.
(2021). Global cancer statistics 2020: GLOBOCAN estimates of incidence and
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA: a Cancer Journal for
Clinicians, 71(3), 209-249.

Suzuki, M. Miura, S., Suematsu, M., Fukumura, D., Kurose, 1., Suzuki, H., ... y Tsuchiya,
M. (1992). Helicobacter pylori-associated ammonia production enhances neutrophil-
dependent gastric mucosal cell injury. American Journal of Physiology-
Gastrointestinal and Liver Physiology, 263(5), G719-G725.

Tan, V. P., y Wong, B. C. (2011). Helicobacter pylori and gastritis: Untangling a complex
relationship 27 years on. Journal of Gastroenterology and Hepatology, 26, 42-45.

Testerman, T. L., y Morris, J. (2014). Beyond the stomach: an updated view of
Helicobacter pylori pathogenesis, diagnosis, and treatment. World Journal of
Gastroenterology: WJG, 20(36), 12781.

Thompson, K. H., Bohmerle, K., Polishchuk, E., Martins, C., Toleikis, P., Tse, J., ... y
Orvig, C. (2004). Complementary inhibition of synoviocyte, smooth muscle cell or
mouse lymphoma cell proliferation by a vanadyl curcumin complex compared to

curcumin alone. Journal of Inorganic Biochemistry, 98(12), 2063-2070.

Torres, J., Leal-Herrera, Y., Perez-Perez, G., Gomez, A., Camorlinga-Ponce, M., Cedillo-
Rivera, R., Tapia-Conyer, R. y Mufoz, O. (1998). A community-based
seroepidemiologic study of Helicobacter pylori infection in Mexico. The Journal of
Infectious Diseases, 178(4), 1089-1094.

67

—
| —



Torres-Jiménez, F., y Torres-Bayona, C. (2016). Molecular pathophysiology in infection by
Helicobacter pylori. Revista Salud Uninorte, 32(3), 500-512.

Uotani, T., y Graham, D. Y. (2015). Diagnosis of Helicobacter pylori using the rapid

urease test. Annals of translational medicine, 3(1).

Uribe-Estanislao, G. V. (2017). Efecto de extractos de tres especies de quelites sobre la
actividad de la enzima ureasa de Helicobacter pylori. Tesis de licenciatura.
Recuperado de:
https://tesiunam.dgb.unam.mx/F/NFONLQRF8M2TJUMGHE7FKF9Q4ITJP74J8X59
UXBELCX7AFN4A1-39107?func=full-set-
set&set number=464873&set_entry=000032&format=999

Vakil, N., y Megraud, F. (2007). Eradication therapy for Helicobacter pylori.
Gastroenterology, 133(3), 985-1001.

Valdivia-Roldan, M. (2011). Gastritis y gastropatias. Revista de Gastroenterologia del
Perd, 31(1), 38-48.

Wang, Y. J, Pan, M. H., Cheng, A. L., Lin, L. I, Ho, Y. S., Hsieh, C. Y., y Lin, J. K.
(1997). Stability of curcumin in buffer solutions and characterization of its degradation

products. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 15(12), 1867-1876.

Warren, J. R., y Marshall, B. (1983). Unidentified curved bacilli on gastric epithelium in
active chronic gastritis. The Lancet, 321(8336), 1273-1275.

Weatherburn, M. W. (1967). Phenol-hypochlorite reaction for determination of
ammonia. Analytical Chemistry, 39(8), 971-974.

Wheelis, M. 2008. Principles of modern microbiology. Jones y Bartlett Publishers, Inc.,
Sudbury, MA, 207.

Yu, X. D., Zheng, R. B., Xie, J. H,, Su, J. Y., Huang, X. Q., Wang, Y. H., ... y Huang, P.
(2015). Biological evaluation and molecular docking of baicalin and scutellarin as

Helicobacter pylori urease inhibitors. Journal of Ethnopharmacology, 162, 69-78.

68

—
| —


https://tesiunam.dgb.unam.mx/F/NF9NLQRF8M2TJUMGHE7FKF9Q4ITJP74J8X59UXBELCX7AFN4A1-39107?func=full-set-set&set_number=464873&set_entry=000032&format=999
https://tesiunam.dgb.unam.mx/F/NF9NLQRF8M2TJUMGHE7FKF9Q4ITJP74J8X59UXBELCX7AFN4A1-39107?func=full-set-set&set_number=464873&set_entry=000032&format=999
https://tesiunam.dgb.unam.mx/F/NF9NLQRF8M2TJUMGHE7FKF9Q4ITJP74J8X59UXBELCX7AFN4A1-39107?func=full-set-set&set_number=464873&set_entry=000032&format=999

Zamani, M., Ebrahimtabar, F., Zamani, V., Miller, W. H., Alizadeh-Navaei, R., Shokri-
Shirvani, J., y Derakhshan, M. H. (2018). Systematic review with meta-analysis: the
worldwide prevalence of Helicobacter pylori infection. Alimentary Pharmacology y
Therapeutics, 47(7), 868-876.

Zhang, R. G., Duan, G. C,, Fan, Q. T., y Chen, S. Y. (2016). Role of Helicobacter pylori
infection in pathogenesis of gastric carcinoma. World Journal of Gastrointestinal
Pathophysiology, 7(1), 97.

Ziarani, G. M., Asadi, S., Faramarzi, S., y Amanlou, M. (2015). Green synthesis and urease
inhibitory activity of spiro-pyrimidinethiones/spiro-pyrimidinones-barbituric acid

derivatives. Iranian Journal of Pharmaceutical Research: IJPR, 14(4), 1105.

69

—
| —



Anexo 1

Curva patron de albamina de suero bovino (BSA)

Para realizar la determinacion de proteina por el método de Bradford, se utilizo BSA como
estandar. A continuacién, se muestra una grafica representativa, en la que se puede observar

la linealidad de los resultados y que se alcanza un nivel de correlacion adecuado.
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Figura Al. Curva patrén de BSA utilizada como estandar para el método de
Bradford.
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Anexo 2

Curva de Calibracién de amonio.

Para la cuantificacion de amonio por el método de Berthelot se realizaron curvas patrén con
(NH;).SO, y calculando la concentracion de amonio en la reaccion, que es lo que se
grafica. A continuacion, se muestra un grafico representativo en el cual se observa que se

alcanza el nivel de correlacion adecuado.
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Figura A2. Curva patron de amonio utilizada como estdndar para el método de

Berthelot.
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