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Resumen 

Helicobacter pylori es una bacteria considerada el agente causal de la gastritis, la úlcera 

péptica y el cáncer gástrico; actualmente, se estima que alrededor del 50% de la población 

se encuentra infectada con la bacteria, volviéndolo un tema de salud importante. Las 

terapias actuales para su erradicación han demostrado un descenso en el éxito debido 

principalmente a la creciente resistencia a los antibióticos por parte de la bacteria, haciendo 

necesaria la búsqueda de nuevos tratamientos. Los productos naturales provenientes de 

plantas y sus derivados son una excelente opción para el desarrollo de terapias novedosas. 

La curcumina, compuesto extraído de Curcuma longa, es un polifenol que ha sido 

ampliamente utilizado en la medicina tradicional de algunos países para el tratamiento de 

diversas enfermedades y se han corroborado múltiples actividades biológicas de interés, 

destacando la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria. Sin embargo, su inestabilidad ha 

restringido su implementación como terapia, por lo que se ha recurrido a la modificación 

del compuesto para contrarrestar estos inconvenientes. Uno de los enfoques consiste en la 

síntesis de compuestos metálicos, como son los derivados de la diacetilcurcumina (DAC): 

DAC2-Cu, DAC2-Mg, DAC2-Mn y DAC2-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 hidrólisis de la urea, lo que le permite a la bacteria contrarrestar las condiciones ácidas 

del estómago creando un microambiente neutro a su alrededor; además, se le atribuyen 

efectos tales como daño al epitelio gástrico, la activación del sistema inmune, la promoción 

de angiogénesis, entre otros.  

El efecto de los compuestos sobre la ureasa se evaluó 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 concentración de 125 μg/ml; 

mientras que DAC2-Cu y DAC2-Zn inhibieron 79% y 86%, respectivamente, a una 

concentración de 62.5 μg/ml. Por otro lado, DAC2-Mg activó la enzima 24% con 7.8 μg/ml, 

sin embargo, no es un efecto dosis dependiente como el que se observó con DAC2-Mn, que 

resultó ser un potente activador de la ureasa, presentando una activación del 76% con 62.5 

μg/ml. Estos resultados indican que el efecto anti-H. pylori de DAC2-Cu y DAC2-Zn podría 

involucrar la inhibición de la ureasa de la bacteria, lo cual compromete su sobrevivencia. 

No obstante, se debe continuar la investigación con estos compuestos para dilucidar a 

detalle el mecanismo de acción de cada uno de ellos. 
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I. Introducción 

 1.1 Helicobacter pylori  

En 1983 J. Robin Warren, patólogo australiano, notó la presencia constante de un bacilo 

curvo en las biopsias de tejido gástrico que realizaba a pacientes con gastritis, pero las 

características morfológicas y bioquímicas que presentaba no correspondían 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 morfología 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 relación que tiene la bacteria con el desarrollo de gastritis y la úlcera péptica 

(Marshall et al., 1985). Diferencias notables en la secuencia de ARN, ultraestructura, 

morfología, perfil de ácidos grasos, capacidad enzimática y características de crecimiento 

del bacilo con bacterias del género Campylobacter hicieron necesaria la reclasificación de 

la bacteria a un nuevo género llamado, Helicobacter; recibiendo así el nombre de 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fotografía tomada del primer reporte de Warren sobre la presencia de 

bacilos en epitelio gástrico. Se observa a las bacterias adheridas a las células del epitelio 

gástrico, ocupando principalmente las uniones intercelulares (Tinción Wartin-Starry, barra 

10 μm). Tomado de Warren y Marshall (1983). 
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 1.2 Taxonomía de H. pylori 

De acuerdo con el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (On et al. 2015) la 

clasificación taxonómica actual de H. pylori es la siguiente: 

Dominio: Bacteria 

Phylum: Proteobacteria 

Clase: Epsilonproteobacteria 

Orden: Campylobacterales 

Familia: Helicobacteraceae 

Género: Helicobacter 

Especie: Helicobacter pylori  

 1.3 Microbiología de H. pylori 

La morfología típica de H. pylori es la de un bacilo helicoidal (2.5 a 5 μm de largo por 0.5 a 

1 μm de ancho), sin embargo, en condiciones de cultivo puede observarse además 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. Microscopía de barrido donde se observa la morfología de H. pylori. A) 

Forma bacilar y B) forma cocoide. Modificada de Bumann et al. (2004). 
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El hábitat natural de H. pylori es el estómago humano únicamente, en particular la zona 

antral, pese a esto es considerada una bacteria neutrófila, ya que es posible su crecimiento 

desde pH 5.5 hasta 8, siendo su pH óptimo el neutro. Es capaz de habitar el estómago 

humano debido a un sistema de aclimatación al ácido que ha desarrollado (Kusters et al., 

2006; Ansari y Yamaoka, 2017). 

H. pylori se cultiva en condiciones microaerofilicas (10% de CO2, 2 a 5% de O2), el 

crecimiento óptimo ocurre a 37°C con humedad alta (90 - 95%); y es necesario utilizar un 

medio enriquecido con suero fetal bovino, sangre, o bien con β-ciclodextrina; las colonias 

son incoloras y pequeñas (~1 mm) y pueden observarse después de 3 a 5 días de 

incubación. Debido a su resistencia a los antibióticos 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 

identificación mediante estas pruebas bioquímicas (Goodwin y Armstrong, 1990; Andersen 

et al., 1997; Dunn et al., 1997). 

 1.4 Epidemiología 

De acuerdo a un meta-análisis se estimó que, para el 2017, el 44.3% de la población 

mundial en promedio presentó infección por H. pylori, siendo del 50.8% para países en 

desarrollo y del 34.7% para países desarrollados (Figura 3). Por otro lado, no se 

encontraron diferencias significativas en la prevalencia entre hombres (46.3%) y mujeres 

(42.7%) y la prevalencia es mayor en adultos (>18 años) que en niños (Zamani et al., 

2018).  
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Figura 3. Prevalencia mundial de la infección por H. pylori. Tomado y modificado de 

Zamani et al. (2018). 

 

Para México se ha reportado una seroprevalencia del 66%, así mismo, la prevalencia de la 

infección aumenta con la edad, partiendo del 20% en niños de un año hasta llegar al 80% en 

adultos de 25 años (Torres et al., 1998).   

Cabe destacar que la prevalencia ha disminuido drásticamente en los países desarrollados 

debido al nivel de industrialización que estos presentan, que se refleja en un estándar de 

vida más alto y un saneamiento mejorado; mientras que en países en desarrollo o en vías de 

industrialización la prevalencia se ha mantenido constante, aunque a un nivel alto (Hooi et 

al., 2017).  

Como se mencionó anteriormente, las diferencias en la prevalencia de la infección se han 

asociado directamente al nivel socioeconómico de la zona de estudio; algunos factores de 

riesgo de infección que se han identificado son: bajo ingreso económico, residencias 

pequeñas con familias numerosas, bajo nivel de urbanización, bajo nivel de educación, 

composición de la dieta y medidas de higiene deficientes (Eusebi et al., 2014; Sjomina et 

al., 2018). 
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 1.5 Vías de transmisión 

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 vía de transmisión no es clara, parece ser que ocurre de persona a persona, 

siendo la forma más frecuente la transmisión entre miembros de la familia debido a que 

comparten predisposición genética similar, tienen el mismo estatus socioeconómico y están 

expuestos a la misma fuente de infección. Estudios han demostrado la presencia de H. 

pylori en muestras de vómito, jugo gástrico, saliva y heces, por lo que se han establecido 

tres posibles vías de transmisión: oral-oral, gástrico-oral y fecal-oral (Stefano et al., 2018). 

Esta última vía presenta cierta controversia puesto que no se ha demostrado la viabilidad de 

bacterias procedentes de muestras fecales. 

 1.6 Patologías asociadas 

La infección por H. pylori se encuentra asociada a diversas enfermedades como gastritis, 

úlcera péptica, cáncer gástrico y linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT). 

Sin embargo, el 80% de los casos no presenta síntomas, por el contrario, entre el 10 y el 

20% de los casos pueden evolucionar en ulceración péptica, del 1 al 3% puede desarrollar 

cáncer gástrico y menos del 1%, linfoma tipo MALT (Kusters et al., 2006).  

En todos los casos la presencia de la bacteria causa inflamación del tejido gástrico, gastritis 

aguda, que puede resolverse al cabo de un tiempo o bien evolucionar a una gastritis crónica 

activa como ocurre en la mayoría de los casos. La diferencia principal entre ambos tipos de 

gastritis es el infiltrado inflamatorio; en la gastritis aguda predominan los neutrófilos, 

además puede acompañarse de hemorragias y erosiones de la mucosa, por otro lado, en la 

gastritis crónica ocurre infiltración de linfocitos, células plasmáticas o ambas, y además, se 

producen cambios metaplásicos de la mucosa gástrica (Valdivia-Roldán, 2011). La 

persistencia de la infección también se asocia a cambios en la secreción del ácido por las 

células parietales; de tal forma que pacientes con gastritis crónica con aumento en la 

secreción del ácido pueden desarrollar gastritis de predominio antral que a su vez puede 

complicarse en una ulceración duodenal y raramente en linfoma tipo MALT; mientras que 

otros pacientes con gastritis crónica y disminución de la secreción de ácido pueden 
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desarrollar gastritis multifocal que se relaciona con el desarrollo de úlceras gástricas, cáncer 

gástrico y linfoma tipo MALT (Figura 4) (Kusters et al., 2006; Tan y Wong, 2011).  

 

Figura 4. Historia natural de la infección por H. pylori. El curso de la infección es 

variable y depende de factores ambientales, de patogenicidad de la bacteria y de factores 

propios del hospedero. Además, influye la zona de inflamación del tejido gástrico (en rojo) 

y la secreción de ácido. Se muestran el porcentaje de casos que presentan las diferentes 

patologías. Tomado y modificado de Gómez-Chang et al. (2017).  

 

La úlcera péptica es una lesión abierta (diámetro mayor a 5 mm) en la mucosa gástrica que 

se presenta en sitios de inflamación severa. De acuerdo al sitio donde se presentan se 

dividen en: gástricas o duodenales. La úlcera gástrica generalmente se desarrolla a lo largo 

de la curvatura menor del estómago, mientras que la úlcera duodenal se presenta en el 

bulbo duodenal, área que está mayormente expuesta al ácido gástrico (Kusters et al., 2006; 

Malfertheiner et al., 2009). 

El cáncer gástrico ocupa el 5° lugar en las neoplasias más comunes que ocurren 

globalmente, después de los cánceres de mama, pulmón, colon y próstata; y es la cuarta 

causa de muerte por cáncer (Sung et al., 2021). Además, el diagnóstico generalmente es 
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tardío ya que la enfermedad es asintomática cuando es potencialmente curable, los síntomas 

más destacados son la pérdida de peso y dolor abdominal. De acuerdo a la clasificación de 

Lauren se distinguen dos tipos de cáncer: el tipo intestinal, que se asocia con la gastritis 

crónica y metaplasia intestinal; y el tipo difuso que tiene origen en mucosa gástrica normal 

(Cebrián et al., 2016; Sitarz et al., 2018). 

La formación del linfoma MALT se desencadena debido a la infiltración linfoide causada 

por la infección con H. pylori. La proliferación de células B se mantiene activa por 

estimulación inmunológica directa e indirecta. Por otro lado, es importante la presencia de 

radicales libres de oxígeno, ya que promueven la adquisición de anomalías genéticas y 

transformación 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 úlceras gástricas y del 

90 al 95% de las úlceras duodenales; además se estima que la presencia de la bacteria 

aumenta el riesgo de padecer cáncer gástrico y el linfoma tipo MALT por lo que es 

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

Es importante mencionar que el desarrollo de las diferentes patologías depende de la 

interacción de diversos factores como: virulencia de la cepa, estilo de vida del hospedero, 

predisposición genética del hospedero y factores ambientales (Figura 4) (Mishra, 2013; De 

Falco et al., 2015).  

 1.7 Mecanismos de patogenicidad  

H. pylori llega al estómago humano ingresando por la boca y a diferencia de otras bacterias 

puede subsistir en el ambiente ácido, esto lo logra gracias a una serie de mecanismos de 

patogenicidad que ha desarrollado. Estos pueden clasificarse en factores de colonización, 

de sobrevivencia y de virulencia (Figura 5).  
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Figura 5. Representación general de algunos mecanismos de patogenicidad de H. 

pylori. En recuadros de color verde se encierran los factores de colonización, en recuadros 

naranja los de sobrevivencia y en los rojos los de virulencia. EOR= especies de oxígeno 

reactivo. SST4= sistema de secreción tipo 4. PMEs = proteínas de membrana externa. 

Adaptado de Cervantes-García (2016), Torres-Jiménez y Torres-Bayona (2016) y Gómez-

Chang (2017). 

 

 1.7.1 Factores de colonización 

Los flagelos que presenta H. pylori le permiten desplazarse dentro del estómago humano 

desde el lumen donde el ácido es abundante, atravesar la capa de moco y llegar hasta la 

superficie del epitelio gástrico, donde el pH es de entre 4.5 a 6.5; esto también se favorece 

gracias a su morfología helicoidal que le ayuda a atravesar la barrera de moco. Esta 

respuesta está 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 neutrófila de H. pylori, esta es capaz de sobrevivir las condiciones 

ácidas del estómago y colonizar el epitelio gástrico gracias a un sistema de aclimatación al 
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ácido por acción de la enzima ureasa. La ureasa se encarga de realizar la hidrólisis de la 

urea convirtiéndola en amoniaco y dióxido de carbono, de tal forma que se crea un 

microambiente neutro alrededor de la bacteria. Las características de la ureasa y el proceso 

de aclimatación se detallarán en la sección 1.8. 

La adherencia de las bacterias al epitelio gástrico está mediada por enzimas denominadas 

adhesinas o proteínas de membrana externa (PMEs); estas interactúan con receptores 

presentes en las células epiteliales lo que impide que la bacteria sea eliminada del huésped 

ya sea por el flujo constante de líquidos, vaciado estomacal, movimientos peristálticos o 

bien desprendimiento del epitelio por renovación del mismo. Además, se les atribuye 

funciones como importación de nutrientes, transducción de señales, expresión de factores 

de patogenicidad e incluso resistencia a antibióticos (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 daño. 

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 

(Barragán-Vidal, et al., 2015); ejemplos de estas son la proteína de adhesión a los antígenos 

de Lewis (BabA), la adhesina de unión a ácido siálico (SabA), la lipoproteína asociada a la 

adherencia (AlpA/B), la proteína inflamatoria externa A (OipA) y una familia de porinas de 

membrana externa (Hop) (Tabla 1).  
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Tabla 1. Proteínas de membrana externa de H. pylori más caracterizadas.  

PME Sitio de unión Función Patología asociada 

BabA Lewis 
b
 

Globo H 

hexaglicosilceramida 

Globo A 

heptaglicosilceramida 

Adhesión a célula huésped 

Favorece la translocación 

de CagA a través del SST4 

Ruptura de ADN 

Inhibe producción de 

mucina 

Úlcera péptica 

Cáncer gástrico 

SabA Lewis
 x
 y Lewis 

a
 

sialicilados 

Adhesión a célula huésped 

Mimetismo ante respuesta 

inmune 

Producción de IL-8 y FNκ-

B 

Atrofia mucosa 

gástrica 

Cáncer gástrico 

OipA No conocido Adhesión 

Induce producción de 

citoquinas inflamatorias  

Asociada con cepas CagA+, 

BabA+ y VacA+ 

Úlcera duodenal 

Cáncer gástrico 

HopQ Moléculas de adhesión 

celular relacionada con el 

antígeno 

carcinoembrionario 

(CEACAM 1, 3, 5 y 6) 

Adhesión 

Translocación de CagA a 

través del SST4 

 

No establecida 

AlpA/B Colágeno IV 

Lamininia 

Adhesión a matriz 

extracelular 

No establecida 

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

 

 1.7.2 Factores de sobrevivencia 

La infección por H. pylori induce la respuesta inflamatoria del huésped mediada por 

neutrófilos y macrófagos que resulta en la producción de especies de oxígeno 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 daños 

causados por las mismas. Este sistema comprende diversas enzimas como: la catalasa, que 

cataliza la descomposición del peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno; la superóxido 

dismutasa, encargada de la transformación del superóxido en peróxido de hidrógeno; la 
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proteína activadora de neutrófilos, que protege al ADN del daño oxidativo al actuar como 

una bacterioferritina; y otras proteínas reguladoras del metabolismo del hierro, que ocupan 

las especies reactivas para oxidar Fe
3+

 y a su vez almacenar el Fe
2+

 resultante (Kusters  et 

al., 2006). 

Otro factor importante en la supervivencia de la bacteria en el estómago humano es el 

lipopolisacárido (LPS) de la membrana externa que está formado por un lípido A, una 

estructura de polisacárido central y una región variable de polisacárido, llamada antígeno 

O. El antígeno O puede presentar carbohidratos de Lewis, ya sea X (Le
x
), Y (Le

y
) o ambos, 

así mismo, es similar al presente en las células gástricas del hospedero por tanto, permite 

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

Como se mencionó 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 aún son 

viables es que la síntesis de ADN sigue activa, lo cual se ha comprobado con ensayos de 

incorporación de bromodesoxiuridina. Por otro lado, las formas degenerativas presentan 

pérdida de proteínas y nucleótidos, disminución de la densidad, cambios en la pared celular 

y cambios ultraestructurales asociados con transformación cocoide (Eaton et al., 1995). Sin 

embargo, aún está en discusión si las formas cocoides representan una forma de 

supervivencia de la bacteria o no. 

 1.7.3 Factores de virulencia 

La isla de patogenicidad cagPAI es el factor de virulencia más relevante, es una sección del 

cromosoma de H. pylori que comprende al menos 30 genes diferentes; la expresión de estos 

está regulada por diversos mecanismos que responden ante las condiciones ambientales. Al 

menos seis de los genes se encuentran relacionados con la codificación del sistema de 

secreción 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 función. Por su parte, CagA, que se encuentra entre 50 y 70% de los 

aislamientos clínicos, promueve la producción de interleucinas tipo 8, el reclutamiento de 
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leucocitos, reduce la secreción de ácido, induce cambios en el citoesqueleto, afecta la 

proliferación celular y finalmente, induce la apoptosis celular (Kusters  et al., 2006; Kao et 

al., 2016). 

La citotoxina VacA es una proteína que induce la formación de vacuolas en el citoplasma 

de las células epiteliales. Así mismo, induce cambios conformacionales en el epitelio 

gástrico, 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 proliferación celular y 

acelerando la apoptosis (Zhang et al., 2016). Esta toxina está presente en todas las cepas, 

sin embargo, presenta diferencias en los alelos de la región señal (s1/s2), región media 

(m1/m2) y región 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 

están relacionadas a una mayor inflamación del tejido e incremento de riesgo de cáncer 

gástrico, de igual forma se ha observado mayor asociación de cepas i1 con cepas CagA 

positivas (Kao et al., 2016).  

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

proteínas proteolíticas como fosfatasas y mucinasas (Dunn et al., 1997).  

1.8 Ureasa 

La ureasa es parte de un sistema de aclimatación al ácido de H. pylori que le permite 

sobrevivir al medio hostil que representa el pH ácido del estómago humano. La ureasa es 

una proteína muy abundante que representa del 10 al 15% del contenido proteico de la 

bacteria y es una enzima citosólica. Esta enzima pertenece a una superfamilia de 

amidohidrolasas que necesitan de un ion metálico en el sitio activo para ser funcional, en el 

caso de la ureasa es el níquel (Krajewska, 2009), y que cataliza la hidrólisis de urea de la 

siguiente manera: 
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Los productos iniciales de la hidrólisis de la urea catalizada por la ureasa son carbamato y 

amoniaco, el primero se hidroliza espontáneamente en ácido carbónico y amoniaco.  

La síntesis 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 núcleos de Ni
2+

 en el sitio activo para activar a la 

enzima; finalmente se encuentra ureI que conforma una proteína tipo canal dependiente de 

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

Estructuralmente, está formada por cuatro trímeros alfa/beta ([αβ]3)4, 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 α (amarillo) y una subunidad β (verde);  y en B) 

un oligómero funcional, cada dímero αβ se muestra en color diferente. Tomado de Kappaun 

et al. (2018). 

 

1.8.1 Mecanismo propuesto de aclimatación al ácido.  

De acuerdo con Sachs et al. (2005) la membrana externa de H. pylori es permeable a urea y 

a protones; debido a la acidificación del medio UreI, 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 CO2 que atraviesan la membrana interna hacia el periplasma; por un lado, el CO2 

junto con una molécula de agua son convertidos en HCO3
-
 por acción de la anhidrasa 

carbónica, mientras que el NH3 se une a los protones presentes, tanto en el espacio 

periplásmico como en el exterior más próximo a la bacteria, formando NH4
+
 y de esta 

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

 

Figura 7. Modelo de aclimatación al ácido. Tomado y modificado de Sachs et al. (2005). 

 

Se ha demostrado que bacterias carentes de ureasa son incapaces de colonizar estómagos de 

puercos, aun cuando la secreción de ácido gástrico se encuentra suprimida, esto indica que 

la ureasa participa en otros procesos diferentes a los involucrados con la aclimatación al 

medio ácido (Eaton y Krakowka, 1994). 

La aclimatación al ácido no es la única función relacionada con la ureasa, por mencionar 

algunas, se ha reportado que altas concentraciones de amoniaco, producto de la hidrólisis 
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de la urea por la ureasa, resultan en daño al epitelio gástrico; las alteraciones observadas 

principalmente son pérdida de vellosidades en sitios de adhesión, disrupción de uniones 

intercelulares y vacuolización (Rivas-Traverso y Hernández, 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 liberación de citocinas, con lo cual se 

potencia la respuesta inflamatoria y causa daño al epitelio (Mobley, 1996). Además, el 

epitelio gástrico infectado por H. pylori se caracteriza por la presencia de neutrófilos, 

mismos que al activarse generan O2
-
 y H2O2, este último reacciona con Cl

-
 formando HOCl, 

que a su vez interacciona con el amonio producido con la ureasa creando NH2Cl, este 

compuesto es altamente reactivo y tóxico para las células del epitelio, ya que debido a su 

capacidad lipofílica es capaz de penetrar membranas biológicas y oxidar los compuestos 

intracelulares (Suzuki et al., 1992). Por último, se ha reportado que la ureasa actúa como 

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

Así mismo se ha demostrado que el nitrógeno del amonio liberado por la reacción es 

utilizado en la síntesis de proteínas, de tal forma que la ureasa se relaciona con la nutrición 

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 colonización, la 

sobrevivencia y la virulencia de la misma. 

 1.9 Terapia actual 

De acuerdo con los Consensos de Maastricht V/Florence (Malfertheiner et al., 2017) y de 

México (Bosques-Padilla et al., 2018) la erradicación de H. pylori debe realizarse 

solamente cuando se ha confirmado la infección y además si el paciente presenta úlcera 

gástrica o duodenal, gastritis atrófica, linfoma tipo MALT, dispepsia no ulcerosa (zonas 

donde la prevalencia es >10%), después de la resección de cáncer gástrico o si el paciente 

tiene familiares de primer grado con historial de cáncer gástrico.  

La terapia recomendada es la triple terapia que consiste en la combinación de dos 

antibióticos 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 último caso, se han establecido distintas terapias como 

segunda línea de tratamiento (Figura 8) en las cuales se cambian los antibióticos, se 

adiciona un tercer antibiótico y/o sales de bismuto, o bien, se alarga la duración de la 

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

 

Figura 8. Terapias alternativas que se utilizan en caso de fallo en la erradicación 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 

antibióticos 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 antibióticos a los 

diferentes nichos que habita la bacteria, al desacoplamiento del mecanismo de acción 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 problemáticas, siendo una excelente opción el uso de compuestos naturales extraídos 

de plantas con valor medicina y/o nutricional. 
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1.10 Plantas medicinales con potencial anti-H. pylori 

El uso de plantas para combatir enfermedades se remonta a la antigüedad como se puede 

observar en la herbolaría mexicana, la medicina tradicional china, la medicina aryúvedica, 

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 farmacológico pues son una opción innovadora para el tratamiento 

de infecciones realizadas por bacterias que presentan resistencia a la terapia convencional 

como lo es H. pylori.  

La búsqueda 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 múltiples 

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 

revisión realizada por Baker (2020) reporta más de 150 especies vegetales con actividad 

anti-H. pylori; Castillo-Juárez 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 comúnmente con el nombre de cúrcuma, azafrán o azafrán de las Indias. Es una 

planta nativa del Sur de Asia, siendo cultivada principalmente en India y algunas áreas de 

África (Lim, 2016).  

La cúrcuma, especia preparada a partir de la pulverización del rizoma de C. longa, se ha 

utilizado en India como condimento, preservante de alimentos e incluso para teñir textiles, 

además se ha utilizado ampliamente en medicina de países asiáticos desde hace más de 

5000 años para el tratamiento de afecciones relacionadas con piel y con los sistemas 

pulmonar y gastrointestinal. Diversos estudios permitieron demostrar que la actividad de la 

cúrcuma está determinada por la presencia del polifenol curcumina (Aggarwal et al., 2007).  



 
27 

En las últimas 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; además se ha establecido que es un 

compuesto del cual se puede ingerir hasta 8-12 g/día sin efectos tóxicos, 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 Münzenmaier et al. reportaron el efecto de la 

curcumina sobre la infección de células epiteliales gástricas con H. pylori, encontrando que 

con 20 μmol/l del compuesto se inhibe la activación del factor de transcripción NF-kappaB 

y por consiguiente la liberación de IL-8. 

Mahady et al. (2002), reportaron por primera vez, el efecto anti-H. pylori tanto de un 

extracto metanólico elaborado con el rizoma, como de la curcumina. Para evaluar dicho 

efecto, emplearon el método de dilución en agar utilizando 19 cepas diferentes de H. pylori 

(de las cuales 14 fueron aislados clínicos). En cajas Petri con medio Müeller-Hinton 

adicionadas con diferentes concentraciones del extracto crudo o con la curcumina 

inocularon 1x10
6
 bacterias; después de tres días observaron que ambos inhibieron el 

crecimiento de la bacteria. En el caso del extracto determinaron un rango de CMI de 12.5 -

100 µg/ml, mientras que para la curcumina fue de 6.25 – 12.5 µg/ml. 

En 2005, O’Mahony et al. evaluaron el efecto de una infusión 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
6
 bacterias en 900 μl de 

la infusión (100 mg/ml) por diferentes tiempos, a continuación, realizaron diluciones 1:10 y 

colocaron 100 μl de cada dilución en cajas de agar sangre las cuales fueron incubadas por 

tres días; sus resultados mostraron que la infusión de C. longa eliminó al 100% de las 

bacterias en solo 15 min. También evaluaron el efecto de la infusión (50 mg/ml) sobre la 

adherencia de H. pylori (2x10
7
 bacterias) a células del epitelio gástrico de secciones de 

estómago, que expresaban únicamente antígenos Le
a
 o Le

b
, determinaron que en una hora 
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la infusión de la planta inhibió la adherencia de las bacterias en 61.9% y 62.3% para 

secciones con Le
a
 y Le

b
, respectivamente; debido a que los porcentajes de inhibición de 

ambos tipos de antígenos no son significativamente diferentes, ellos proponen que el 

extracto puede inhibir a la adhesina BabA, cuyo ligando es Le
b
, pero también debe tener 

efecto sobre otras adhesinas.  

En 2006, Han et al. miden la actividad antimicrobiana de la curcumina mediante el método 

de dilución en agar con las cepas de H. pylori ATCC43504 y SS1, inoculando 10
8
CFU/ml e 

incubando las cajas por 3 días obteniendo una MIC = 16 µg/ml. 

En un estudio de la India (De et al., 2009) se evaluó el efecto de la curcumina pura sobre el 

crecimiento de 65 aislados clínicos de la bacteria por el método de dilución en agar; la 

concentración mínima inhibitoria (CMI) promedio fue de 15 μg/ml con valores máximos de 

50 μg/ml y mínimos de 5 μg/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 administración de 25 mg/kg de curcumina diariamente por 7 días, 

después de 14 días de la infección se logra la erradicación; esto fue demostrado por la 

desaparición del gen de H. pylori Vac A amplificado por la técnica de PCR a partir del 

tejido gástrico de los ratones experimentales. Por último, reportaron el efecto restaurativo 

de la mucosa gástrica a nivel histológico del tratamiento con curcumina, ya que en cortes de 

tejido gástrico de ratones tratados con curcumina no se observó interrupción de la mucosa 

ni de la submucosa, tampoco había atrofia de glándulas gástricas, ni infiltrado de células 

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

Por otro lado, Santos et al. (2015) reportaron que la curcumina tiene efecto sobre la 

expresión de los genes que codifican para mediadores de la respuesta antiinflamatoria ante 

la presencia de H. pylori. Los autores realizaron el análisis por PCR en tiempo real de la 

expresión de 84 genes involucrados en la respuesta inflamatoria e inmune de muestras de 

tejido gástrico de ratones infectados comparados con aquellos que recibieron curcumina 

(500 mg/kg) durante 6 y 18 semanas posteriores a la infección. Los resultados mostraron 

que a la 6a semana, en el tejido proveniente de los ratones infectados y no tratados, 69 de 

los 84 genes se expresaron 3 veces más con respecto al control; mientras que en el tejido de 

los ratones tratados con curcumina se observó 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 combinación con la triple terapia en pacientes con gastritis 

crónica e infección con H. pylori. Para ello designaron dos grupos, uno control el cual 

recibió la triple terapia (omeprazol/20 mg, amoxicilina/1 g, y metronidazol/800 mg) dos 

veces al día por una semana y un grupo tratamiento que también recibiría el mismo 

esquema más 1 tableta de curcumina (700 mg) tres veces al día durante 4 semanas. 

Tomaron muestras de sangre y biopsias de la zona antral del estómago antes y al concluir el 

tratamiento para medir marcadores de referentes a estrés oxidativo y observar cambios 

histopatológicos en la mucosa gástrica. Para confirmar la erradicación de la bacteria 

utilizaron la prueba de urea en aliento (C
13

-UBT) cuatro semanas post tratamiento. Los 

resultados mostraron que con el régimen con curcumina se reducían significativamente los 

niveles de malondialdheido y glutatión peroxidasa, la capacidad antioxidante total, el daño 

oxidativo al DNA en comparación con lo observado al inicio del tratamiento y en 

comparación con los valores finales del grupo tratado únicamente con triple terapia. Esto lo 

confirman histológicamente, observando que la actividad inflamatoria (infiltración de 

neutrófilos) y la inflamación crónica (infiltración linfocitos y células plasmáticas) se 

redujeron según lo establecido en el sistema de Sídney; aunado a esto, en las evaluaciones 

endoscópicas observaron un mejoramiento de la mucosa gástrica (de acuerdo al estándar de 

Lanza modificado). Por último, obtuvieron un 86.4% de erradicación de H. pylori al 

adicionar curcumina al régimen, que fue estadísticamente 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 erradicación mayor que con la triple terapia sola, un efecto 

anticancerígeno al reducir el daño oxidativo del ADN, y reparador de los daños causados a 

la mucosa gástrica; y destacan que el uso del compuesto es apropiado y seguro para el 

tratamiento de pacientes. 
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La infección por H. pylori se relaciona con un aumento en la expresión de COX-2, proteína 

involucrada en la inflamación de la mucosa, es por esto que Santos et al. (2018) estudiaron 

el efecto de la curcumina en la inhibición de esta enzima empleando un modelo murino que 

inocularon con 0.1 ml de H. pylori SS1 (10
8
 CFU/ml) durante tres días. El régimen de 

tratamiento se administró tres veces por semana y la duración del tratamiento fue de 6, 18 y 

27 semanas post infección. Los grupos experimentales fueron: grupo infectado (IG) que se 

administró con 0.5 ml de PBS, el grupo infectado + curcumina (IG+C) administrado con 

0.5 ml de solución lipídica de curcumina (500 mg/kg) y el grupo control (CG) que no 

estaba infectado. Los resultados por histoquímica, confirmaron la sobreexpresión de COX-

2 tras la infección por la bacteria (IG) y una disminución en sus niveles en el grupo IG+C. 

Finalmente, mediante PCR demostraron que la expresión de COX-2 fue hasta 50,000 veces 

mayor en el grupo IG en comparación 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 administración 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 

recibió además una capsula de curcumina (500 mg) al día, mientras que el grupo control 

recibió un placebo. Terminado el esquema recibieron IBP por 90 días. Dos semanas 

después de haber concluido el tratamiento realizaron UBT-13C, encontrando que la tasa de 

erradicación no era significativamente diferente entre ambos grupos, con lo cual concluyen 

que la adición de curcumina a la triple terapia no es efectiva para el tratamiento de la 

infección con H. pylori. 

Pese al potencial farmacológico y anti-H. pylori que la curcumina presenta, se ha 

encontrado que es un compuesto inestable (se descompone rápidamente 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 rápidamente metabolizado y 
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eliminado por el organismo (vida media de 30 a 45 min), lo que impide su uso como 

fármaco (Wang et al., 1997; Sanphui y Bolla, 2018).  

Considerando estos problemas se ha optado por realizar modificaciones en la estructura 

química de la curcumina que podrían 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 síntesis de complejos 

metálicos; varios estudios ya han reportado propiedades terapéuticas de algunos de estos 

complejos metálicos 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)2) y estudian la actividad anticancerígena, 

antiartrítica y anti-proliferativa del mismo. De acuerdo a las IC50s que obtienen, concluyen 

que el compuesto metálico presenta una actividad anti-cancerígena dos veces mejor que la 

curcumina sola (19 μM y 35 μM, respectivamente); en el caso de la actividad antiartrítica, 

encuentran que es más del doble de eficaz que la curcumina (4.4 μM y 14 μM, 

respectivamente), por último, fue más de cuatro veces mejor que la curcumina en la 

actividad anti-proliferativa (2.9 μM y 13 μM, respectivamente). 
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Tabla 2. Resumen de estudios realizados con complejos metálicos de curcumina y los 

efectos terapéuticos que presentan. 

Referencia Compuesto Efecto Modelo  

Sharma et 

al., 1987 

[Au(Cur)2]Cl Anti-artritis  Volumen de tejido inflamado. 

Porcentaje de protección en 

ratón (30 mg/kg/día) 

Thompson et 

al., 2004 

VO(Cur)2 Anticancerígeno 

Antiartrítico 

Anti-

proliferativo 

Viabilidad celular. Ensayo 

MTT. (IC50) 

Células de linfoma L1210 (19 

μM) 

Sinoviocitos HIG82 (4.4 μM) 

Células de musculo liso A7r5 

(2.9 μM) 

Song et al., 

2009 

M(Cur)31,10-fenantrolina-5,6-

diona 

 (M= Eu, Sm, Dy) 

Anti-bacterial  Inhibición del crecimiento. 

Diámetro de halo de 

inhibición(mm) 

Hay bacillus (Eu = 19, Sm = 

20 y Dy = 23) y  

Escherichia coli (Eu = 17, Sm 

= 17 y Dy = 19) 

Curcumina = 6 mm para las 2 

bacterias 

Caruso et al., 

2012 

(p-Cimeno)Ru(curcuminato)Cl Anticancerígeno Viabilidad celular. Ensayo 

MTT (IC50). 

Líneas celulares cancerígenas:  

HCT116 (13.98 μM), MCF7 

(19.58 μM) y A2780 (23.38 

μM) 

Hussain et 

al., 2013 

[La(R-tpy)(Cur)(NO3)2] 

 

Fotocitotóxico 

 

Viabilidad celular. Ensayo 

MTT (IC50). 

Células HeLa (4.6 μM)  

Pucci  et al., 

2013 

[(bpy-9)Zn(Cur)]BF4 

[(1,10- 

fenantrolina)Zn(Cur)(Cl)] 

Anti-

proliferativo 

Viabilidad celular. Ensayo 

MTT (IC50). 

Células de neuroblastoma  SH-

SY5Y (7.9 μM y 8.75 μM) 
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Tabla 3. Continuación 

Meza-

Morales et 

al. 2019a 

DAC-Cu, DACH4-Cu y 

DiMeOC-Cu 

Antioxidante 

 

 

 

Anticancerígeno 

 

Cuantificación de sustancias 

reactivas del ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) (IC50) 

DAC-Cu (1.55 μM), DACH4-

Cu (7.93 μM) y DiMeOC-Cu 

(9.35 μM) 

Solo 25 µM DiMeOc-Cu 

inhibió a las siguientes líneas 

celulares cancerígenas (% 

inhibición) 

PC-3 (100%) 

K 562 (75.8%) 

HCT-15 (74.5%) 

Meza-

Morales et 

al. 2019b 

DAC2-Cu, DAC2-Mg, DAC2-

Mn y DAC2-Zn 

Antioxidante  

 

Anticancerígeno  

 

Cuantificación TBARS (IC50) 

Cu y Zn =1.58 μM; Mg=2.03 

μM; Mn= 1.24 μM 

Viabilidad celular. Ensayo de 

SRB (IC50) 

Líneas celulares cancerígenas: 

HCT-15 (Mg= 11.59 μM, Zn= 

7.21 μM y Mn=15.54 μM) 

MCF-7 15 (Mg= 5.72 μM, Zn= 

4.92 μM y Mn=13.46 μM) 

SKLU-115 (Mg= 8.87 μM, 

Zn= 4.79 μM y Mn=9.23 μM) 

En negritas se destaca el ion metálico empleado.  

Solo se mencionan los compuestos metálicos 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 únicos en 

comparar la actividad de compuestos metálicos 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).  

 

Figura 9. Esquema de formación de derivados de curcumina. A) Ligandos utilizados y 

B) ruta para la síntesis de ligandos y complejos metálicos. 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 ácido tiobarbitúrico 

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

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

la curcumina sola; también que la actividad antioxidante se ve afectada al bloquear o 
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modificar los grupos vinil (fenoles). De los compuestos probados se observó un aumento en 

la actividad antioxidante de DACH4-Cu y DiMeOC-Cu respecto a su ligando (DACH4 y 

DiMeOC). De igual forma determinó que de DAC-Cu, DACH4-Cu y DiMeOC-Cu 

presentaron una IC50 menor que sus respectivos ligandos, indicando un mayor poder 

antioxidante. Por otro lado, también determinaron el efecto citotóxico de los compuestos en 

5 líneas celulares de cáncer; encontrando que los complejos metálicos en general presentan 

una menor citotoxicidad con respecto a sus ligandos esto resulta contrario a lo reportado 

para compuestos con Cu, lo cual indicaría que la actividad antitumoral y anticancerígena 

está 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 metálico añadiendo una solución metanólica de acetato de cada metal 

produciendo los compuestos DAC2-Cu, DAC2-Mg, DAC2-Mn y DAC2-Zn. La formación 

de los compuestos se facilita por la actividad quelante del enlace β-dicetona que presenta 

DAC. Por estudios de resonancia magnética nuclear de protones observan que los 

complejos metálicos se forma con ligandos en su forma enol y estudios de cristalografía 

hacen evidente que la formación de los compuestos sigue una relación es 1:2 

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

 

Figura 10. Ruta de síntesis de DAC y derivados metálicos. Tomado y modificado de 

Meza-Morales et al. (2019b). 
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De igual forma evalúan el efecto antioxidante mediante la cuantificación de TBARS y 

destacan que los cuatro complejos metálicos (DAC2-Cu, DAC2-Mg, DAC2-Mn y DAC2-

Zn) presentaron mayor efecto que DAC y que los valores de IC50  son comparables con el 

obtenido con el control positivo α-tocoferol. En cuanto a la toxicidad, probaron el efecto 

citotóxico de los complejos en tres líneas celulares cancerígenas y se observó que también 

se potencia el efecto al aplicar los complejos metálicos, pero destacan que el compuesto 

con Cu no presentó efecto; así mismo, realizaron un estudio de toxicidad aguda en ratones, 

los resultados mostraron que la  administración de 3 g/kg de ratón no causó mortalidad o 

cambios significativos en el peso de los roedores, únicamente los compuestos DAC2-Cu y 

DAC2-Mn produjeron que el pelaje se erizara. 

Recientemente en nuestro laboratorio se determinó que la diacetilcurcumina (DAC) y estos 

compuestos metálicos derivados de DAC inhiben el crecimiento de H. pylori (datos aún 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 intención de dilucidar su mecanismo de acción y poder así evaluar si es factible su 

uso como terapia.  

II. Hipótesis 

El mecanismo de acción por el que se genera la actividad anti-H. pylori de los compuestos 

curcumina, diacetilcurcumina y 4 complejos metálicos de diacetilcurcumina es mediante la 

inhibición de la ureasa de la bacteria. 

III. Objetivos 

 3.1 Objetivo general 

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

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 identificación. 

Obtener una preparación enriquecida de la enzima ureasa por centrifugación diferencial a 

partir de un cultivo de H. pylori para realizar los experimentos de inhibición de los 

compuestos seleccionados. 

Cuantificar el porcentaje de inhibición de la actividad de la ureasa de H. pylori en presencia 

de curcumina, diacetilcurcumina y 4 complejos metálicos de diacetilcurcumina mediante 

ensayos colorimétricos. 

IV. Metodología 

 4.1 Compuestos  

La curcumina y sus derivados utilizados en este trabajo fueron donados por el Dr. Raúl 

Enríquez Habib adscrito al Instituto de Química de la UNAM. La descripción de la 

preparación de los complejos se puede consultar en la publicación de Meza-Morales et al. 

(2019b). 

Los compuestos ensayados fueron los siguientes: Curcumina, Diacetilcurcumina (DAC) y 4 

derivados metálicos de DAC homolépticos, que se denominan de acuerdo al ion que 

presentan como DAC2-Cu, DAC2-Mg, DAC2-Mn y DAC2-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 cómo cada compuesto está formado por dos moléculas de curcumina diacetilada 

(DAC) unidas entre sí por un ion metálico. A) DAC2-Cu; a la periferia se observa una 

molécula de dimetilformamida (DMF) que no participa en la coordinación del metal con 

DAC, B) DAC2-Zn, C) DAC2-Mg y D) DAC2-Mn. En amarillo se representan los átomos 

de azufre pertenecientes a las moléculas de DMSO utilizado como solvente. Tomadas y 

modificadas de Meza et al. (2019b). 

 4.2 Cultivo e identificación de H. pylori   

Se utilizó 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 microaerofílicas (10% de CO2 

y 5% de O2). 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 

utilización. Adicionalmente, a cada lote de bacterias se le realizaron pruebas de 

identificación bioquímica (ureasa, catalasa y oxidasa), tinción de Gram y se verificó su 

morfología al microscopio óptico.  
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Prueba rápida de ureasa. Se utiliza una solución de urea 6 M a pH 7.0, 0.05% de rojo de 

fenol, que presenta una coloración amarillo-durazno. Se coloca una gota de la solución 

sobre un portaobjetos y se añade una pequeña asada de cultivo sólido o una gota del cultivo 

fresco. La prueba resulta positiva cuando se observa un cambio de coloración a rojo-rosa, 

dicho viraje de coloración se debe a la alcalinización del medio por el amoniaco liberado de 

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

Prueba de catalasa. Se colocan unas gotas de peróxido de hidrógeno al 40% (comercial) 

sobre un portaobjetos y se le adiciona una muestra del cultivo fresco. La prueba resulta 

positiva si se observa la formación de burbujas debido a la liberación de oxígeno por la 

descomposición del peróxido de hidrógeno 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 coloración 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. 

Tinción de Gram. Se realiza una tinción Gram estándar 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 tinción con safranina (Smith y 

Hussey, 2005). Adicionalmente, se verifica al microscopio óptico la morfología típica de la 

bacteria. 

 4.3 Extracción y purificación parcial de la ureasa de H. pylori 

Se cultivaron bacterias en 60 ml de medio Müller-Hinton Broth adicionado con β-

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 microaerofílicas descritas en la sección 2.2, con 

una agitación de 150 rpm, hasta llegar a una A600nm= 0.6 a 0.8, correspondiente a la mitad 
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de la fase logarítmica de crecimiento. Para colectar las bacterias, el medio se centrifugó a 

4,500 rpm durante 10 min a 4°C. El precipitado se lavó dos veces con buffer salino de 

fosfatos (PBS 1X) a pH 7.3 por centrifugación. Las bacterias se resuspendieron en 4 ml de 

PBS a 4°C y se añadieron 100 μl 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 centrifugó a 

13,500 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante resultante se utilizó como fuente de 

ureasa parcialmente pura. Se alicuotó en tubos de microcentrifuga y se almacenó a 4°C, en 

estas condiciones la enzima mantiene su actividad por 2 semanas. 

 4.3.1 Cuantificación de proteína 

Para determinar la concentración de proteína en el sobrenadante utilizado como fuente de la 

ureasa se utilizó el método de Bradford (Bradford, 1976) con algunas modificaciones. Este 

método se basa en la unión del colorante azul de Coomassie G-250 en su forma aniónica a 

los residuos de arginina, triptófano, tirosina, histidina y fenilalanina de las proteínas, esta 

unión resulta en un cambio de la absorbancia máxima del colorante, pasando de 470 nm a 

592 nm (Bradford, 1976; Olson y Markwell, 2007). La reacción se llevó a cabo en tubos de 

ensayo, se colocaron 5 y 10 μl del sobrenadante, 100 μl de reactivo de Bradford y se ajustó 

el volumen a 1 ml con agua destilada. Se incubó la reacción por 5 min a temperatura 

ambiente y se lee la reacción a 595 nm. Como estándar se utilizó una curva de albúmina de 

suero bovino (BSA). 

 4.3.2 Determinación de actividad enzimática  

La actividad de la ureasa se determinó cuantificando la cantidad de NH3 liberado por la 

hidrólisis de la urea utilizando el método de Berthelot (Weatherburn, 1967) con algunas 

modificaciones, respecto a una curva patrón de (NH4)2SO4. En este método el amoniaco 

reacciona con el hipoclorito en medio básico formando monocloramina, la cual en 

presencia de fenol produce indofenol de un color azul que es posible detectarlo 

espectrofotométricamente (Díaz-Portillo et al., 1997). El ensayo se realiza en una placa 

ELISA de 96 pozos, se colocan 100 μl de la fracción enriquecida de ureasa (equivalentes a 

3 μg de proteína parcialmente pura en PBS) y se afora a un volumen de 130 μl con PBS a 

pH 7.3. La reacción se inicia al añadir el sustrato, 20 μl de urea 37.5 M (concentración final 
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de 5 M), se incuba por 10 min a 37°C. Se detiene la reacción añadiendo los reactivos que 

darán el color: 50 μl de solución A (fenol 0.714 M) y 100 μl de solución B (NaOH 0.714 

M/ NaOCl 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 inhibición 

se utilizó el ácido acetohidroxámico (AHA), compuesto quelante que se une a los iones de 

Ni
2+

 de la ureasa impidiendo la activación 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 

Preparación 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 μg/μl. Para AHA se utilizaron las siguientes concentraciones 

finales 12.5, 25, 50, 100 y 200 μg/μl.  

Ensayo de Inhibición. Para determinar el efecto de los compuestos problema sobre la 

enzima se usó como base el ensayo descrito en la sección anterior. En un volumen final de 

130 μl se incubaron la ureasa (100 μl) y el compuesto (10 μl del compuesto a probar o 20 μl 

del control positivo AHA), ajustando el volumen con PBS. La ureasa se preincubó en 

presencia de los compuestos durante 5 min, posteriormente se inició la reacción enzimática 

añadiendo 20 μl de urea e incubando por 10 min, para posteriormente añadir los sustratos 

de la reacción colorimétrica. El efecto de los compuestos sobre la actividad de la ureasa se 

calculó de acuerdo a la siguiente ecuación: 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑢𝑟𝑒𝑎𝑠𝑎 (%)   =
𝐴𝑓 𝑥 100 

𝐴𝑖 
 

donde Af es la actividad enzimática específica de la ureasa en presencia del compuesto y Ai 

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

Si se obtenía una actividad de ureasa por debajo del 100%, se interpretó como un efecto 

inhibitorio por parte del compuesto probado, de tal forma que se empleó la siguiente 

ecuación para determinar el porcentaje de inhibición: 
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𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖ó𝑛 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 activación se empleó la siguiente ecuación: 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑢𝑟𝑒𝑎𝑠𝑎 (%)  = 𝐴𝑐𝑡. 𝑑𝑒 𝑢𝑟𝑒𝑎𝑠𝑎 (%)𝑑𝑒𝑙 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑜 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑎𝑑𝑜𝑟 − 100 

Cálculo de Concentración inhibitoria media (IC50). Para los compuestos que presentaron 

actividad inhibitoria de la ureasa se determinó la IC50, para este fin, se graficó el log de la 

concentración del compuesto vs el porcentaje de inhibición, la línealización obtenida 

permite fácilmente el cálculo de la concentración media inhibitoria.  

De acuerdo a la ecuación de la recta obtenida, la IC50 sería: 

𝑙𝑜𝑔𝐼𝐶50 = 𝑋 =
50 + 𝑏

𝑚
 

𝐼𝐶50 =  10𝑋 

donde m es el valor de la pendiente y b es el punto de intersección con el eje y. 

 4.4 Análisis estadístico 

Cada experimento se realizó al menos 3 veces por cuadriplicado en cada ocasión. En los 

casos en que se realizaron más de 3 repeticiones se indicó en el pie de figura. Los 

porcentajes de inhibición de la ureasa se presentan como la media (± desviaciones 

estándar). 

Para el efecto de los compuestos se realizó un análisis de varianza (ANOVA, complemento 

Real Statistics de Excel) de un factor con un nivel de significancia del 0.05%. Si los datos 

(densidad óptica) no presentaban una distribución 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 realizó una comparación de 

medias, para datos con distribución normal se empleó la prueba de Nemenyi (Real 

Statistics) y para datos sin distribución normal se empleó 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, DAC2-Cu y DAC2-Zn presentan 

porcentajes de inhibición estadísticamente diferentes, se calculó la densidad óptica obtenida 

al aplicar 62.5 μg/ml de AHA con ayuda de la ecuación de la recta (Excel 2010); 

posteriormente se corroboró la homocedasticidad y normalidad de los datos de los tres 

grupos (AHA, DAC2-Zn y DAC2-Cu) aplicando una prueba de Levene (Excel 2010) y 

prueba Kolmogorov-Smirnov (GraphPad Prism 8.0.1), respectivamente. Al ser datos 

homocedásticos y con distribución normal se realizó un ANOVA de un factor (Real 

Statistics).  

V. Resultados y Discusión 

 5.1 Cultivo e identificación de H. pylori. 

Para iniciar un cultivo de H. pylori es necesaria su reactivación 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 incubación en condiciones microaerofílicas, se 

observaron numerosas colonias redondas y translúcidas de borde liso típicas de H. pylori, 

tal como se reporta en la literatura (Andersen y Wadström, 2001). Posteriormente, son 

recolectadas las bacterias y resembradas nuevamente en el mismo tipo de cajas para su 

expansión y de esta forma fue posible la creación de un gran lote suficiente para la 

realización de los experimentos aquí reportados. Estas bacterias se almacenaron en medio 

de cosecha a -70°C hasta su utilización. 

Por otro lado, es muy importante en cualquier laboratorio de investigación verificar 

rutinariamente que se está trabajando con la bacteria deseada, por este motivo se identificó 

a la bacteria, aplicando diferentes pruebas bioquímicas, tinción de Gram y se observó la 

morfología de la bacteria (Figura 12). 

De acuerdo a la literatura la prueba bioquímica más importante y utilizada para la 

identificación de H. pylori es la prueba rápida 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 observó 

el cambio inmediato de coloración de amarillo a rosa al colocar la muestra del cultivo 
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líquido debido a la alcalinización del medio por la liberación del amoniaco (Figura 12A); 

demostrando que la bacteria es ureasa positiva. 

Sin embargo, la triada que identifica clásicamente a H. pylori es la positividad a las pruebas 

bioquímicas, ureasa, catalasa y oxidasa (Mégraud y Lehours 2007). De esta forma, se 

realizó la prueba de catalasa durante la cual se formaron burbujas de oxígeno al colocar la 

muestra en presencia de H2O2 indicando la positividad ante la prueba (Figura 12B). 

Además de ser una prueba bioquímica necesaria para la identificación 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 incubación podrían presentar un actividad disminuida o dar un falso negativo 

(MacFaddin, 2000). 

La última prueba bioquímica fue la de oxidasa, en la cual se observó el cambio inmediato 

de coloración del TMPPD al ser oxidado por la citocromo oxidasa (Figura 12C). Al igual 

que en la prueba de catalasa, el tiempo de incubación del cultivo interfiere con los 

resultados obtenidos, de tal forma que cultivos más antiguos presentaran resultados no 

fidedignos (Shields y Cathcart, 2010).  

La tinción de Gram permitió corroborar que se trataba de una bacteria Gram-negativa, ya 

que los bacilos se tiñeron de un color rojizo después de ser lavados con etanol. Esta prueba 

también nos permitió 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.  



 
45 

 

Figura 12. Ilustración de pruebas bioquímicas y tinción de Gram. A) Prueba rápida de 

ureasa positiva (rojo). B) Prueba de catalasa positiva (efervescencia). C) Prueba de oxidasa 

positiva (morado). D) Prueba negativa para Tinción de Gram; se observan las formas 

características de la bacteria: bacilos, formas de V y U y la forma espiral. Microscopía 

óptica de luz a 100X. 

 

 5.2 Obtención de la ureasa y determinación 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 proteínas totales de la bacteria (Krajewska, 2009), es fácil la 

preparación de un extracto enriquecido de la misma con sólo unos cuantos pasos 

metodológicos que incluyen la ruptura de la célula y la separación del citosol por 

centrifugación (Figura 13).  
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Figura 13. Microtubo donde se obtiene la fracción enriquecida de la ureasa. En A se 

observa encerrado en un círculo el botón de restos celulares formado después de la segunda 

centrifugación; en B se observa la porción citosólica libre de restos celulares dónde está 

presente la ureasa. 

 

Una vez obtenido el extracto enriquecido con la ureasa, se determinó la cantidad de 

proteína por el método de Bradford utilizando albúmina de suero bovino (BSA) como 

estándar (Anexo 1, Curva Patrón de BSA).  

La determinación de la actividad de la ureasa se realizó empleando el método de Berthelot 

que cuantifica el amonio liberado por la enzima, estandarizado con una curva patrón de 

amonio (Anexo 2). Para elegir las condiciones óptimas para la reacción y para determinar la 

inhibición de la actividad, se varió la cantidad de proteína y el tiempo de incubación en 

presencia del sustrato (urea) y se cuantificó su actividad específica. 

Como se puede observar en la Tabla 3, la mayor actividad enzimática específica (29.3. 

µmol amonio/min/mg proteína) se obtuvo con 3 µg de proteína y con 10 minutos de 

incubación. Por lo tanto, estas condiciones fueron las que se utilizaron para la realización 

de los ensayos.  
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Tabla 3. Determinación de la cantidad de proteína y el tiempo de incubación a utilizar 

para la determinación de actividad enzimática. 

Proteína (µg) 
Tiempo de 

incubación (min) 

Actividad enzimática 

específica (µmol 

amonio/min/mg 

proteína) 

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 incubación concuerda con el empleado por Uribe-Estanislao (2017) quien 

también descarta la necesidad de incubar la reacción por 20 min y reporta una actividad 

específica ligeramente mayor de 34.9±4.6. µmol amonio/min/mg proteína. Por otro lado, 

Yu et al. (2015) reportan una actividad específica de 17 µmol amonio/min/mg proteína al 

incubar la reacción por 20 min a 25°C. Como puede  observarse la actividad específica que 

determinamos está en el orden de magnitud de las reportadas y las diferencias pueden 

deberse a factores técnicos como el grado de purificación de la muestra o las condiciones 

específicas del ensayo en las cuales se determinó la actividad (Krajewska, 2009). 

Otra consideración que se tomó 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 límite de detección del método colorimétrico. 

Cabe destacar que la metodología utilizada permite obtener una muestra enriquecida de 

ureasa, esto se ha demostrado anteriormente en el laboratorio mediante análisis proteicos 

(electroforesis e inmunodetección), 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 ácido acetohidroxámico sobre la ureasa (Control 

positivo). 

Para validar la técnica usada para la determinación de la inhibición de la actividad de la 

ureasa se utilizó ácido acetohidroxámico (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 μg/ml de AHA; con los 

datos obtenidos se calculó la concentración a la cual se inhibiría el 50% (IC50) de la 

actividad de la ureasa, que para el AHA sería de 35.67 μg/ml= 488.4 µM. 

Figura 14. Efecto inhibitorio de AHA sobre la actividad de la ureasa de H. pylori. En el 

recuadro se muestra la determinación de IC50. n = 3. 

El valor de IC50 obtenido se encuentra en el mismo orden de magnitud que varios de los 

valores reportados en la literatura, 11.7 µg/ml = 155.8 µM (Espinosa-Rivero et. al., 2017), 

10.5 µg/ml = 140.0 µM (Yu et al., 2015) y 20.3 µg/ml = 270.4 µM (Uribe-Estanislao, 

2017); las variaciones encontradas pueden ser debidas a diferencias en las condiciones 

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

metálicos 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.  

DAC2-Zn y DAC2-Cu presentaron una inhibición máxima considerable 86.3% (Figura 15) 

y 74.9% (Figura 16), respectivamente, con 62.5 μg/ml, equivalente a 59.8 μM para DAC2-

Zn y a 60.1 μM para DAC2-Cu. Comparando las curvas de inhibición de estos dos 

compuestos con las del control positivo AHA (Figura 17), ambos resultaron ser más 

efectivos para inhibir a la enzima, en particular DAC2-Zn, ya que, a todas las 

concentraciones ensayadas de estos compuestos, los valores de inhibición están por encima 

de los valores de la curva de inhibición con AHA.  

El análisis estadístico demostró que los porcentajes de inhibición obtenidos a la 

concentración de 62.5 μg/ml de cada compuesto son distintos entre sí (p<0.05). Con lo 

anterior, podemos concluir que la actividad inhibitoria sobre la ureasa de H. pylori de los 

compuestos DAC2-Zn y DAC2-Cu, a la concentración máxima ensayada, fue superior a la 

presentada por AHA. 

De acuerdo con la tendencia de las gráficas de estos dos complejos, se podría esperar que al 

aumentar la concentración de DAC2-Zn o DAC2-Cu se alcanzaran porcentajes de inhibición 

mayores o incluso llegaran al 100%, sin embargo, cuando se subieron las concentraciones 

de DAC2-Cu se encontraron problemas de solubilidad; al momento de realizar el 

experimento se observó un precipitado que interfería con la lectura de la absorbancia y por 

ende los resultados no eran confiables.  

Las IC50s calculadas para ambos compuestos fueron menores al valor obtenido con el 

control positivo, AHA (IC50 =35.67 μg/ml= 488.4 µM), por un lado, DAC2-Zn presenta una 

IC50 de 13.02 μg/ml = 12.4 µM (Recuadro Figura 15), mientras que DAC2-Cu presenta una 

de 21.19 μg/ml = 20.4 µM (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 DAC2-Zn sobre la actividad de la ureasa de H. pylori. En el 

recuadro se muestra la determinación de IC50. n= 8. 

 

Figura 16. Curva para determinar el valor de IC50 de DAC2-Cu. En el recuadro se 

muestra la determinación de IC50. n = 5. 
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Figura 17. Comparación del efecto inhibitorio de los compuestos probados y del AHA 

sobre la actividad de la ureasa de H. pylori. Datos presentados como media ± desviación 

estándar. *p<0.05 con respecto al 0. n = 3 (AHA), 8 (DAC2-Zn), 5 (DAC2-Cu) y 7 

(Curcumina y DAC). 

En el caso de los compuestos Curcumina y DAC su solubilidad permitió probar hasta la 

concentración de 125 μg/ml, equivalente a 339.3 µM para Curcumina y a 276.2 µM 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 inhibición, respectivamente) 

comparada con los complejos anteriores. Los porcentajes de inhibición son 

estadísticamente significativos con respecto al 0 (p<0.05) partir de la concentración de 62.5 

μg/ml hasta 125 μg/ml en el caso de Curcumina, y para DAC únicamente a la 

concentración de 125 μg/ml. 

La curcumina está conformada químicamente por dos o-metoxifenoles unidos 

simétricamente por una β-dicetona α,β insaturada, responsable del taumerismo ceto-enol; 

de tal forma que la inhibición 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 

transición (Prywer y Torzewska, 2011). En la literatura se ha reportado la interacción de la 

curcumina con el níquel debido a su habilidad quelante (Prasad et al., 2021); recordando 
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que la ureasa presenta este metal de transición en el sitio activo podría inferirse que la 

curcumina estaría formando un enlace estable con el sitio activo de la proteína, de tal forma 

que podría estar inactivándola al impedir el acceso a los iones metálicos o bien impidiendo 

la unión de la urea al sitio. En el caso de DAC, podemos proponer una explicación similar 

ya que, de acuerdo a su estructura, este enlace queda libre incluso después del proceso de 

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

el DAC inhiben completamente la actividad de la ureasa (∼30% inhibición máxima), lo 

cual nos hace pensar que, si existe esta interacción 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 realización de esta tesis Darmani et al. (2020) evaluaron el efecto de la 

curcumina sobre la actividad de la ureasa reportando la inhibición del 100% de la actividad 

con 50 µg/ml del compuesto. Cabe mencionar que la metodología que emplean es diferente 

a la reportada en este trabajo; por destacar algunos aspectos, en ese artículo miden la 

actividad de la ureasa en cultivos de bacterias intactas, mientras que los resultados aquí 

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, aquí se emplea el método de Berthelot. Así mismo, 

mencionan que disuelven la curcumina en DMSO, pero no indican cuánto volumen utilizan 

en el ensayo; previamente en nuestro laboratorio se determinó que el volumen de DMSO 

añadido inhibe la actividad de la ureasa, siendo 10 µl el volumen máximo que puede usarte 

sin interferir con la reacción, es decir que, mientras no se añada más 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 aquí se presentan. 

Las diferencias encontradas en la inhibición de los derivados metálicos de DAC podrían 

atribuirse a los diferentes iones metálicos utilizados, se ha reportado que diversos metales 

pesados inhiben a la ureasa al interactuar con los grupos sulfhidrilo de la proteína (Shaw y 

Raval, 1961). Sin embargo, no es posible asegurar la interacción 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 y los complejos DAC2-Cu y DAC2-Zn, en el caso del complejo DAC2-

Mg, se encontró un efecto activador de la ureasa, del 24.2% con 7.8 μg/ml = 7.2 µM (valor 

estadísticamente significativo; p<0.05), sin embargo, este efecto disminuye al 

incrementarse la concentración del complejo (Figura 18). Por otra parte, DAC2-Mn, 

presenta una respuesta dosis dependiente y activa un máximo de 76.3% con 62.5 μg/ml = 

56.1 µM (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 μg/ml = 

219.9 µM y la diosmetina que activa 17% con 31.25 μg/ml = 102.9 µM (Uribe-Estanislao, 

2017), por otro lado, Ziarani reporta dos compuestos del tipo anillos espirbicíclicos 

derivados del ácido barbitúrico que activan a la ureasa de Canavalia ensiformis 42% y 13% 

a una concentración de 1700 µM y 1000 µM, respectivamente. De tal manera que el efecto 

que encontramos aquí con DAC2-Mn (76.3% con 62.5 μg/ml) es uno de los más altos 

reportados. Revisando la estructura de éstos pocos compuestos reportados con acción 

activadora, tampoco encontramos alguna similitud entre ellos que nos permita hacer alguna 

inferencia de su mecanismo activador, es necesario hacer un análisis químico más profundo 

para poder proponer la forma en que podrían llevar a cabo dicha acción.  
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Figura 18. Efecto activador de los compuestos sobre la ureasa de H. pylori. Datos 

presentados como media ± desviación estándar. *p<0.05 con respecto al 0. n = 7 (DAC2-

Mn) y 5 (DAC2-Mg). 

Si bien para el tratamiento de H. pylori un efecto activador de la ureasa no resulta útil, sí 

podría ser útil en otras aplicaciones tecnológicas como su empleo en el tratamiento de 

aguas que resultan con alto contenido de nitrógeno total debido a la producción de 

fertilizantes como lo sugieren Pérez et al. (2007). El nitrógeno total comprende la suma de 

nitrógeno inorgánico derivado del amoniaco y el nitrógeno orgánico derivado de la urea, sin 

embargo, éste último no puede eliminarse por los métodos fisicoquímicos convencionales, 

de tal forma que la aplicación de microorganismos capaces de hidrolizar urea o la adición 

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

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 infección por la bacteria, sin embargo, a la fecha, pese a la caracterización 

de varios inhibidores de la enzima no ha sido posible su uso como terapia. Por ejemplo, en 

el caso del AHA, uno de los más potentes inhibidores de la ureasa, no ha sido posible su 

utilización debido a los efectos tóxicos que presenta su consumo. Dada la capacidad 
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quelante del AHA se cree que este compuesto podría intervenir con el metabolismo de 

iones metálicos; en el caso del hierro podría afectar el proceso de hematopoyesis o bien 

causar un efecto teratógenico (Griffith y Musher, 1975). Así mismo, cuando se ha 

administrado como terapia para enfermedades renales se han reportado efectos secundarios 

debido al consumo prolongado del compuesto (2 años), los más recurrentes son náuseas, 

dolor de cabeza, temblor y anemia hemolítica (Griffith et al., 1978 y 1988). Es por esto que 

es necesario continuar con la búsqueda de moléculas o compuestos con actividad inhibitoria 

de la ureasa que puedan emplearse como tratamiento de la infección 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 erradicación. 
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VI. Conclusiones 

Fue posible el establecimiento y mantenimiento de un cultivo viable de H. pylori en 

condiciones microaerofílicas (10% de CO2 y 5% de O2) y empleando tanto medio sólido 

como medio líquido suplementado, lo cual permitió la realización de los ensayos aquí 

reportados. 

Se obtuvo, a partir de los cultivos viables de H. pylori, una preparación enriquecida de la 

ureasa que tuvo una actividad específica suficientemente buena para la determinación del 

efecto inhibidor de los compuestos problema: curcumina, diacetilcurcumina (DAC) y los 

cuatro derivados metálicos de DAC. Esta determinación fue validada por la inhibición del 

control positivo AHA, que inhibió a la enzima a las concentraciones reportadas en la 

literatura. 

Se reportó por primera vez el efecto de curcumina, DAC, DAC2-Cu, DAC2-Mg, DAC2-Mn 

y DAC2-Zn sobre la actividad de la ureasa de H. pylori. Al respecto, se destacan los efectos 

inhibitorios de DAC2-Cu y DAC2-Zn, que resultarían útiles en la terapia anti-H. pylori y 

por otra parte, el efecto activador de DAC2-Mn, el cual podría aprovecharse en 

biotecnología.  

También, reportamos efectos de poca inhibición de la curcumina y de DAC, y un efecto 

activador bajo de DAC2-Mg a una sola concentración 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 así validar su uso 

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

Por otra parte, se podría realizar acoplamiento molecular (docking) para determinar el sitio 

de unión 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 así 

poder dilucidar el efecto inhibitorio o activador sobre esta.  

Otra vertiente de estudio sería 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 último, debe explorarse la toxicidad in vitro e in vivo (toxicidad subaguda y crónica) de 

la curcumina y sus derivados para validar o no su aplicación como terapia. 
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Anexo 1 

Curva patrón de albúmina de suero bovino (BSA)  

Para realizar la determinación de proteína por el método de Bradford, se utilizó BSA como 

estándar. A continuación, se muestra una gráfica representativa, en la que se puede observar 

la linealidad de los resultados y que se alcanza un nivel de correlación adecuado.  

 

Figura A1. Curva patrón de BSA utilizada como estándar para el método de 

Bradford. 
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Anexo 2 

Curva de Calibración de amonio.   

Para la cuantificación de amonio por el método de Berthelot se realizaron curvas patrón con 

(NH4)2SO4 y calculando la concentración de amonio en la reacción, que es lo que se 

grafica. A continuación, se muestra un gráfico representativo en el cual se observa que se 

alcanza el nivel de correlación adecuado. 

 

Figura A2. Curva patrón de amonio utilizada como estándar para el método de 

Berthelot. 
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