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RESUMEN

La infeccidén por Helicobacter pylori (H. pylori) se asocia a enfermedades como la
Ulcera duodenal y gastritis. H. pylori puede colonizar eficazmente la mucosa gastrica
de humanos en gran parte debido a su capacidad de neutralizar el entorno de
caracter acido predominante en el estdémago. Dicha propiedad esta asociada
principalmente a la produccion de la enzima ureasa y a la accidon conjunta con la
enzima anhidrasa carbodnica (AC) que actia en forma cooperativa con la ureasa,

ayudando a neutralizar el pH del entorno.

El 90% de los casos reportados de cancer gastrico poseen un historial de infeccion
por H. pylori, lo que llevé a la Organizacién Mundial de la Salud en 1994 a clasificarlo
como carcindgeno de nivel I. El tratamiento consensuado de la infeccion con H.
pylori combina varios antibioticos, lo cual, conlleva a una eficacia variable debido a
la alta prevalencia de resistencia de algunos antibiéticos como claritromicina, el
tratamiento estandar se asocia ademas con importantes efectos adversos, por lo
tanto existe una necesidad imperiosa de contar con otros tratamientos ya sea de
forma preventiva o directamente erradicando a H. pylori de la mucosa géstrica. Ya
se ha demostrado que algunos polifenoles pueden inhibir la enzima ureasa, lo que
los convierte en un interesante complemento natural y de baja toxicidad para
prevenir y/o limitar la infeccién. Dentro de los polifenoles estudiados se ha
encontrado que las proantocianidinas (PAC) son las mas eficientes, el efecto de
estos compuestos depende en gran medida de su tamafio molecular (grado de
polimerizacién) y naturaleza del monémero que los conforma. Particularmente, se
establecié que la minima estructura activa son los dimero de PAC y que las PAC
derivadas de catequina son mas efectivas que sus homoélogos de epicatequina, En
el presente trabajo, una serie de derivados semi-sintéticos de catequinas naturales
fueron preparados a partir de proantocianidinas (PACs) poliméricas obtenidas de
boldo, mediante el clivaje y depolimerizacién de dichas PACs, los carbocationes
formados en medio acido fueron atacados con diferentes nucledfilos fendlicos
(floroglucinol, resorcinol y pirogalol), para formar tres aductos de catequina, que

luego fueron separados mediante CPC y HPLC preparativas. La formacién de los



compuestos fue monitoreada y confirmada por HPLC-DAD-ESI-MS/MS. Ademas
sintetizaron cumarinas y comprobd su identidad y pureza mediante FT-IR, NMR y
MS.

A todos los compuestos elaborados (aductos y cumarinas) se les midié su
capacidad inhibitoria frente ureasa y AC de H. pylori, se testearon en células de
adenocarcinoma gastrico (AGS) infectadas con H. pylori y se midio el efecto frente
al componente inflamatorio, los resultados obtenidos muestran que los aductos de
catequina-pirogalol y floroglucinos, ademas 4-hidroxicumarina y 7-hidroxicumarina
presentan una alta capacidad de inhibir AC, son capaces de interferir en la
adherencia de H. pylori en células AGS y ademas presentan un efecto inhibitorio del
componente inflamatorio, sin embargo estos compuestos no son potentes
inhibitorios de ureasa como si lo son las PACs del extracto de boldo, lo que sugiere
gue podrian combinarse en un tedrico tratamiento preventivo anti-H. pylori, lo que
llevaria a que se complementen los efectos o incluso a que actien de forma

sinérgica.
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I. INTRODUCCION
1. Helicobacter pylori.

En la actualidad Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria muy conocida
principalmente por su asociacion a enfermedades géastricas. Pero no fue hasta 1982
cuando Warren y Marshall lograron aislarla desde biopsias gastricas después de
cinco dias de cultivo, logrando publicar los resultados de su trabajo, sin embargo no
lograron convencer a la comunidad cientifica de la relacion existente entre H. pylori
y las dolencias gastricas, por lo que en 1985, el propio Marshall se someti6é a un
estudio histologico de su condicion gastrica, en el que demostrd estar libre de
infeccion y que no poseia enfermedad gastrica alguna, luego se infect6é a si mismo
con la bacteria, y después de dos semanas, a partir de una biopsia gastrica, se
observé el desarrollo preliminar de una dolencia gastrica benigna que confirmé la

relacion de esta bacteria con el desarrollo de padecimientos gastricos (1).

Es asi como con el paso de los afios se ha ido estudiando mas en detalle esta
bacteria asocidndola con gastritis y con enfermedades como las ulceras y el cancer
gastrico, llegandose incluso, en el afio 1994 a declararla como agente carcin6geno
tipo | para los seres humanos por la Agencia Internacional para la Investigacion del

Cancer (IARC), perteneciente a la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (2).

1.1. Caracteristicas microbiolégicas (morfologia).

H. pylori es un microorganismo Gram negativo, presenta forma de espiral,
ligeramente curvada, con terminaciones redondeadas, puede tener de dos a seis
flagelos localizados en uno de los extremos de la bacteria (fig. 1), mide de 2.5-5.0
pum de longitud por 0.5-1.0 um de ancho. La medida de los flagelos es 2.5 um de
longitud y alrededor de 30 nm de espesor. H. pylori puede cambiar a partir de su
apariencia morfolégica normal en una gama de formas cocoides, especialmente in
vitro después del cultivo prolongado o después del tratamiento antibidtico. Las
formas cocoides son metabdlicamente activas, pero no pueden ser cultivadas in

vitro. H. pylori necesita de un ambiente microaerofilico para su cultivo in vitro, una



atmosfera humeda a 37° C, y una concentracion aproximada de CO2 del 10%, el pH
Optimo de crecimiento es alrededor de 7, y es favorecido por la produccion de una

enzima llamada ureasa. Ademas, H. pylori es catalasa y oxidasa positivo (3, 4).

Figura 1. Helicobacter pylori.

1.2. Epidemiologia y transmision

La infeccidn por H. pylori ocurre en casi todo el mundo, pero la prevalencia varia
mucho entre paises y entre cada grupo de poblacién dentro de un mismo pais,
relacionandose directamente con el status socioeconomico de la poblacién. La
prevalencia entre los adultos de mediana edad es superior al 80 % en muchos
paises en desarrollo (paises de Africa, Asia y muchas partes de América Central y
del Sur), en comparacién con 20 % en los paises industrializados, (Norte y Oeste
de Europa, Norteamérica y Australia). Algunos factores que se asocian con alta
incidencia de la infeccion son hacinamiento en la vivienda y ausencia de agua
potable en el hogar. La infeccién se adquiere por la ingestién de la bacteria y se
transmite principalmente dentro de las familias en la primera infancia. Se ha visto
gue en los paises industrializados la transmisién directa de persona a persona se
da mayormente por el vomito o la saliva; mientras otras rutas adicionales como el
agua contaminada o las heces pueden ser mas importante en los paises en

desarrollo. Actualmente no hay evidencia de zoonosis en la transmision, aunque H.



pylori se encuentra en algunos primates no humanos y, ocasionalmente, en otros

animales (5).
1.3. Historia natural de la infeccion por H. pylori y enfermedades asociadas a ésta.

H. pylori se adquiere normalmente en la nifiez. La infeccibn aguda causa
hipoclorhidria transitoria y se diagnostica raramente. En las personas en las que
persiste la colonizacion virtualmente se desarrollara gastritis cronica, pero el 80 a
90% de los infectados no presentard sintomas. El curso clinico adicional es
altamente variable y depende tanto de factores propios del huésped como de la
bacteria. Pacientes con una elevada produccién de acido en el estbmago tienen
mayor probabilidad de desarrollar gastritis con predominancia antral, esto los
predispone a padecer Ulceras en el duodeno. Pacientes con una reducida
produccion de acido son mas propensos a tener gastritis en el cuerpo del estbmago,
qgue los puede llevar a Ulcera gastrica e iniciar una secuencia de los eventos que,
en raros casos, produce adenocarcinoma gastrico. Ademas la infeccién por H. pylori
induce la formacion de tejido linfoide asociado a la mucosa gastrica (MALT), esto
puede llevar a una complicacion rara que es el Linfoma (fig. 2) (6).
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Figura 2. Historia natural de la infeccion por H. pylori (6).

La infeccién por H. pylori también se ha asociado con algunas enfermedades
extragastricas, en las que se incluyen diabetes mellitus, reflujo gastroesofagico y
desordenes cardiovasculares, respiratorios, ginecolégicos (ovario poliquistico y pre-
eclampsia), neurolégicos (Parkinson idiopatico y Alzheimer), de la piel (psoriasis y
alopecia), y sanguineos (anemia ferropénica) (7). Incluso numerosos estudios
correlacionan la infeccion con H. pylori con algunas enfermedades autoinmunes

como purpura trombocitopenica idiopatica (8).
1.4. Factores de virulencia y promotores de la infeccién

Entre los factores que modulan la virulencia o supervivencia de H. pylori estan
aguellos que desempefian un rol para la colonizacién y permanencia en el epitelio
gastrico, como lo son, los flagelos que le dan movilidad al microorganismo
permitiéndole penetrar la capa de mucina (9), las enzimas ureasa y anhidrasa
carbonica permiten la neutralizacion del medio acido del estomago (10), las enzimas

catalasa y superoxido dismutasa que previenen la fagocitosis y la muerte de este
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microorganismo, y las proteinas de membrana externa, lipopolisacarido y adhesinas
(SabA, BabA) (11), que actuan anclando a H. pylori al epitelio. Ademas estan los
factores de virulencia implicados en el dafio tisular provocado por la bacteria, entre
estos, las enzimas proteoliticas que degradan la mucina (mucinasas), la fosfatasa
A gue actua digiriendo los fosfolipidos en las membranas celulares, la citotoxina
vacuolizante (VacA), la isla de patogenicidad (CagA) y la alcohol deshidrogenasa
(12).

1.5. Ureasa:

La ureasa es la enzima clave para la infeccion por H. pylori pues es la que le confiere
la capacidad de resistir el pH acido del estbmago. La ureasa (urea amidohidrolasa:
EC 3.5.1.5) cataliza la hidrdlisis de la urea para producir amoniaco y carbamato
(13).

H:N-CO-NH2 + H20  UREASA NH: + H2N-C(O)OH

Este dltimo compuesto espontdneamente se descompone para formar otra

molécula de amoniaco y acido carbonico.

HN-C(O)OH + 2H,0 EEENEEEEN) NHs + HeCO:

En soluciones acuosas, el acido carboénico liberado y las dos moléculas de
amoniaco estan en equilibrio con sus formas desprotonadas y protonadas,

respectivamente. El efecto neto de estas reacciones es un aumento en el pH (14).

H2COs (@) H' + HCOs
2NHs + 2H:0 {EmmmmEE) 2NHs + 20H

El amoniaco generado por la accién de la ureasa puede causar lesiones en el tejido
local de la mucosa gastroduodenal, especialmente en las uniones intracelulares.
Los niveles de ureasa representan alrededor de un 6% del total de sus proteinas

solubles. Se localiza en el citoplasma de la bacteria y en su superficie, aunque esta
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altima localizacion puede tratarse de un mecanismo no especifico para la
exportacion de la enzima (15), posee una masa molecular de 600 kDa y esta
codificada por siete genes denominados ureA, ureB, ureC, ureD, ureE, ureF y ureG
(16, 17). La estructura cristalina de la ureasa se revela como [(UreAB)s]s,
ensamblaje supramolecular de dos subunidades de componentes, donde cada
unidad catalitica UreAB contiene un sitio activo dinuclear que contiene niquel ligado
con His134, His136, His246, His272 y Asp360 (18,19). (fig. 3).

2NH, + CO,

Carbamate + NH,

]
@H Acidic residue @ Basic r&siduel

Figura 3. Conformacion aminoécidica del sitio de activo enzima ureasa (20).

Ademas de su papel en la colonizacion, la ureasa regula las interacciones H. pylori-
macrofagos. Esta enzima es un quimiotactico, actia reclutando a los macréfagos
infectados en el estbmago y también regula la fagocitosis a través de su capacidad
para retardar la opsonizacion. Aparte de lo anterior esta enzima también se utiliza
para la identificacién taxondmica, para el diagndstico y el seguimiento después del

12



tratamiento (serologia), y es un uno de los principales objetivos farmacoldgicos de

las nuevas investigaciones (20, 21).
1.6. Anhidrasa Carbonica:

La anhidrasa Carbonica, (AC) (EC: 2.4.1.1), también conocida como carbonata
deshidrogenasa, pertenece a la familia de las metaloenzimas que tienen en su sitio
activo un atomo de Zn. (22) Esta enzima se encuentra presente en una gran
cantidad de especies incluyendo el humano. La funcién de esta enzima es catalizar
la conversion reversible de diéxido de carbono en agua para producir H+ y HCOs-
(CO2 + H20 & + HCOs- + H+) (23)

El mecanismo de accion de AC se puede separar en dos fases, en la primera un
hidroxilo unido al &tomo de Zinc del AC reacciona con el carbonilo del CO2 para
formar una molécula de HCOs- que queda unida al Zinc, el HCOs- posteriormente
es desplazado mediante hidradlisis por un intercambio de enlaces y liberado al medio
externo, la segunda etapa, el H+ se transfiere al amortiguador externo mediante un
trasportador para generar la especie catalitica activa, permitiendo al Zinc unirse
nuevamente al hidroxilo. (24)

La inhibicién de la anhidrasa carbonica tiene aplicaciones en el desarrollo de drogas
antiglaucoma, anticonvulsivantes y antitumorales, recientemente se ha descrito su
posible aplicacion como agentes antifungicos y antibacteriales. Entre los diversos
inhibidores de la anhidrasa carbénica se destacan sulfonamidas, sulfamidas vy
sulfamatos, utilizados en terapias de patologias del tejido renal, Cardiaco, Hepatico,
Sistema nervioso central, asi como también de los epitelios ocular, oido interno y
mucosa nasal. Durante el Gltimo tiempo se estan investigando compuestos fendlicos
gue actuarian frente a anhidrasa carbonica de algunas bacterias como H. pylori, se
cree gque estos no se unirian directamente al Zn del sitio activo sino que interactdan
con una molécula de agua unida al Zn a través de un enlace puente de hidrogeno
(25).
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1.7. Rol cooperativo entre Ureasa y AC:

Para mantener un pH adecuado para la supervivencia de H. pylori: A pesar que la
ureasa es importante durante las primeras etapas de la colonizacion, se ha
establecido recientemente que la ureasa no es la Unica enzima que H. pylori utiliza
para neutralizar HCI con el fin de prevalecer en la mucosa gastrica. Se sabe que la
anhidrasa carbonica (CA) de esta bacteria actia en cooperacion con la ureasa,
ayudando a neutralizar el pH del medio circundante por medio de la produccién de
bicarbonato (26). Como se muestra en la Figura 4, existe una estrecha relacion entre
la ureasa y CA, que permiten a esta bacteria gestionar un control fino del pH
circundante. De hecho, H. pylori esta dotado con sistemas de sensor de pH
(HP0244, ARS) que permiten detectar cambios en la acidez del medio y ensamblar
mMas ureasa citoplasmica para producir amoniaco (27,28). La actividad de la ureasa
también es dependiente de la afluencia urea, que es controlado por una porina
situada en la membrana externa y el canal de Urel, lo que aumenta
aproximadamente 300 veces la difusion de urea en el citoplasma de las bacterias
cuando el pH cae a niveles criticos (29,30). Cabe sefalar que en H. pylori, ureasa
se puede encontrar tanto medio externo y el periplasma y por lo tanto el efecto de

neutralizacion alcanza esos lugares que mantienen su actividad incluso a pH de 3.

Medium

. ‘
COCRSE0ICasaeeegsanrsresesstl Cresgs69
I9RP1 DRYMIRDRSRIRIR)RIND ] WRIRGRLBIRYRIRDRD R
6HE6668866688686686668884
HCO;-

y
W
H*  periplasm a_CA\f
o,

asa y la anhidrasa carbodnica en la regulacion del pH por H.

Figura 4: Rol de la ure
pylori (Adaptado de Supuran, 2008 and Scott et al., 2007) (31,32).
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1.8. Diagnéstico de la Infeccién

Existen diferentes métodos para diagnosticar la infeccién producida por H. pylori.
Los métodos pueden diferenciarse segun el tipo de muestra que se utiliza, si
requieren o no la endoscopia (invasivos o no invasivos) y la forma de detectar el

microorganismo (directamente la propia bacteria o de forma indirecta).
Entre los métodos no invasivos estan:

*Pruebas en aire espirado (Breath Test) o Test de aliento: Se basa en la capacidad
de la ureasa producida por H. pylori para hidrolizar una solucién ingerida de urea
marcada con 3C o %C y liberar CO2. EI CO2 marcado se absorbe, difunde a la
sangre, es transportado a los pulmones y de alli excretado a través del aire espirado
(33).

*Serologia: Consiste en la deteccion, usualmente mediante ELISA, de anticuerpos
como IgG o IgA dirigidas contra varios antigenos especificos del H. pylori. Una
ventaja de la serologia es que no se afecta por el tratamiento reciente con IBP

(inhibidor de la bomba de protones) o antibioticos.

Entre los métodos invasivos estan (34,35):

*Test rapido de la ureasa: Constituye el método mas rapido y practico para detectar
H. pylori en pacientes sometidos a endoscopia, se basa en la capacidad del H. pylori
de producir ureasa. Se realiza con una biopsia del antro gastrico, tomada durante la
endoscopia, que se coloca en un tubo con urea y un indicador. Si la muestra

contiene ureasa aumenta el pH y cambia el color de la solucion.

*Estudio histolégico de biopsias antrales. Consiste en la observacion de los
microorganismos en los cortes histologicos de las biopsias. Informa de los cambios

existentes en la mucosa gastrica.

*Cultivo y antibiograma: Como técnica de diagnéstico no tiene un papel tan
relevante, debido principalmente a su lentitud, este rol actualmente esta cambiando,

ya gue se recomienda este método después del fallo del primer tratamiento, en las
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zonas donde hay una alta tasa de resistencia a claritromicina, y es casi una norma
obligada la realizacién de cultivo y test de susceptibilidad bacteriana (antibiograma)
cuando el tratamiento de segunda linea no ha logrado la erradicaciéon. Este método
es util para evaluar la sensibilidad a los antimicrobianos y orientar la terapia, la
desventaja principal radica en que ni aun conociendo la sensibilidad bacteriana se
alcanza una eficacia del 100% pues no hay total correlacion entre la sensibilidad

antibidtica in vitro e in vivo.

*Histopatologia: Constituye el Gold-standard para definir la presencia o ausencia de
H. pylori, tifiendo la muestra con Giemsa. Debe tomarse la muestra en mucosa
antral sana, evitando la region prepilorica y la parte mas baja de la curva menor. Es

de utilidad en el diagndstico inicial.

La eleccién de la prueba utilizada para el diagnostico de infeccion por H. pylori
dependera, en la mayoria de los casos, de la informacion clinica que se busca, de

la disponibilidad local y el coste de las pruebas.

1.9. Tratamiento

Como la infeccion con H. pylori alcanza a un alto porcentaje mundial antes de hablar
de tratamiento es preciso preguntarse a quién y como tratar, segun el consenso
Maastricht en el cual se dan recomendaciones para el tratamiento de la infeccién
por H. pylori (36). Se establece que los pacientes a los cuales es necesario tratar,

son aquellos que presenten:

» Enfermedad ulcerosa péptica (activa o no activa incluyendo la complicada).
» Linfoma MALT. (Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma)

» Gastritis atréfica.

» Reciente reseccidén de cancer gastrico.

= Familiares de primer grado de pacientes con cancer gastrico.

» Deseo del paciente (después de consultar con su médico).

16



Para el tratamiento hay varios esquemas principalmente basados en terapias triples
que surgen de la combinacion de 2 antibiéticos mas un IBP (inhibidor de la bomba
de protones) o subsalicilato bismuto.

Terapia de primera linea:

IBP mas amoxicilina y claritromicina/metronidazol, por una duracion del tratamiento
de dos semanas. Debido a la alta resistencia hacia claritromicina que presenta la
poblacion infectada, el consenso Maastricht IV a determinado dos grandes grupos;
los que presentan baja resistencia a claritromicina y los que presentan alta
resistencia a ésta. Para el primer grupo recomiendan como tratamiento de primera
linea IBP mas amoxicilina y claritromicina/metronidazol o una terapia cuadruple
basada en bismuto. Esta Gltima combina un IBP con una triple terapia basada en
bismuto (subsalicilato de bismuto mas metronidazol y tetraciclina). Para el segundo
grupo, se indica una terapia cuadruple basada en bismuto y si no es viable esa
opcion se recomienda una terapia secuencial que consiste en un periodo de 5 dias
con IBP y amoxicilina, seguido por un periodo de 5 dias con IBP, claritromicina y
metronidazol (o tinidazol).

Terapia de segunda linea:

Estos tratamientos se utilizan cuando la terapia de primera linea ha fallado, para las
zonas de baja resistencia a claritromicina, se indica una terapia cuadruple basada
en bismuto, o un IBP, levofloxacino y amoxicilina, para una alta resistencia a

claritromicina se usa un IBP, levofloxacino y amoxicilina.
Terapia de tercera linea o de rescate:

Esta terapia debe utilizarse después de dos fallos con diferentes tratamientos, se
debe hacer una biopsia gastrica, un cultivo bacteriano y ensayar un test de
susceptibilidad, lo recomendable es la utilizacibn de antibiéticos no usados
anteriormente, pero siempre basarse en estudios de sensibilidad antimicrobiana. El

tratamiento empirico de tercera linea o de rescate puede ser:

IBP, amoxicilina y rifabutina o también, IBP, bismuto, tetraciclina y furazolidona.
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Regions with low Clari® Regions with high Clari*

prevalence prevalence
1* line PP1-Clari- Bismuth Quadruple
Amoxicillin/Metronidazole or if not available:
Bismuth Quadruple non-Bismuth Quadruple (either

sequential or concomitant}

2™ line Bismuth Quadruple PPI-Levofloxacin/Amoxicillin
or

PPI-Levofloxacin/Amoxicillin

3 line Based on susceptibility testing only

Figura 5. Esquema de tratamiento para infeccién con H. pylori (37).

En la ultima reunién del consenso Maastricht IV (2012) se lleg6 a varios acuerdos
importantes. La duracion del tratamiento es lo que mas genera controversia. Se
acordo que 14 dias de tratamiento eran mejor que 7 dias, ya que se aumenta la
eficacia en la erradicacion en aproximadamente un 14 % y no hay aumentos
significativos en los efectos adversos, aunque en algunos paises no es conveniente

por el alto costo del tratamiento. Se deja en claro que las personas con infeccién
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por H. pylori tienen un riesgo significativamente mayor de padecer cancer gastrico
que personas sin esta infeccibn. M&s aun, se ha establecido la relacién entre
infeccion por H. pylori y cancer gastrico tanto de tipo intestinal como de tipo difuso
y estad claro que cepas de H. pylori cagA(+) aumentan ain mas el riesgo de
desarrollar cancer. Diversos estudios han demostrado que la erradicacion de H.
pylori tiene el potencial de disminuir el riesgo de desarrollar cancer gastrico,
evitando la progresidn de lesiones precancerosas (gastritis atréfica y metaplasia
intestinal), favoreciendo su regresion o al menos disminuyendo la progresion, por lo
que el tratamiento erradicador debe administrarse preferiblemente antes de la

aparicion de estas lesiones precancerosas (38).

Las principales causas del fracaso del tratamiento inicial son resistencia a los
antibioticos y poco cumplimiento del paciente, ya sea por lo complicado que resulta
ingerir una gran cantidad de medicamentos por un largo periodo de tiempo, o por el
alto costo que resulta en algunos casos adquirir la terapia. Es asi como se estan
estudiando nuevos tratamientos antibioticos para las cepas resistentes e incluso

varias empresas buscan la posibilidad de una vacuna terapéutica contra H. pylori.

El cada vez mas acabado conocimiento sobre la colonizacién, virulencia y
supervivencia de H. pylori, asi como del dafio provocado por éste en el organismo
ha llevado a la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas mas eficaces y

seguras.

Una de las nuevas posibilidades de tratamiento que se menciona en el consenso
Maastricht dice relacion con los probioticos. Estos microorganismos pueden ayudar
a prevenir y/o tratar la infeccion por H. pylori, ya sea, impidiendo la ocupacién de
sitios especificos, produciendo sustancias antagénicas o modulando la respuesta
inmune, ademas de disminuir los efectos adversos por el uso de antibiéticos,
especialmente las diarreas (39,49). Otra estrategia ha consistido en desarrollar

anticuerpos monoclonales contra la ureasa de H. pylori, (41,42).

Sin embargo, la mayoria de los compuestos estudiados posee elevada toxicidad,
alto costo, no sirven para la prevencion de la infeccion, no inhiben el crecimiento in

vivo de H. pylori, 0 alin no han demostrado eficacia clinica.
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2. Productos Naturales con efecto anti-H. pylori

2.1 Polifenoles como modelos para el desarrollo de nuevos agentes

antimicrobianos:

Los preparados naturales pueden constituir una importante herramienta de
intervencién (no necesariamente farmacolégica) en direccion a reducir el riesgo
asociado a la presencia de H. pylori en la mucosa géstrica (43). Estos pueden ser
susceptibles de ser consumidos en forma directa, bajo la forma de nutracéuticos, o
bien en forma indirecta, tras su incorporacion a determinadas matrices alimentarias.
Diversos antecedentes indican que algunos alimentos y productos naturales podrian
actuar eficazmente frente a H. pylori, ya sea directamente sobre la bacteria o como
preventivos de la infeccion. La composicion quimica de éstos apunta a estructuras
tan diversas como alcaloides, terpenos, quinonas y polifenoles (44). Algunos de los
productos naturales que se han estudiado frente a H. pylori o frente a sus
complicaciones en el organismo son los extractos de semilla de Vitis vinifera, los
qgue por acciéon de sus procianidinas polimeéricas (fraccion de alto PM) tienen un
efecto antiulcerogénico (45). Nostro y colaboradores (2006) evaluaron in vitro, una
combinacion de claritromicina con extractos de propéleo o Zingiber officinale
(Jengibre), observando un efecto sinérgico sobre la actividad anti-H. pylori del
antibiotico (46). Siddaraju y Dharmesh (2007) comprobaron que los extractos
polifendlicos de Zingiber officinale poseen un potente efecto inhibitorio del
crecimiento de H. pylori y la actividad de la ATPasa, H*/ K* aislada de estbmagos
de oveja (47). En otro estudio in vitro, Lin y colaboradores (2005), reportaron que la
combinacion de cranberry y orégano posee un efecto antimicrobiano y anti-ureasa
de naturaleza sinérgica (48). Pastene y colaboradores (2009) evidenciaron que los
extractos de cascara de manzana ricos en polifenoles eran capaces de inhibir la
ureasa de H. pylori (49), efecto mas tarde demostrado in vivo usando un modelo de
infeccion aguda en ratones C57BL/6. El mismo efecto se observo para los extractos
ricos en prociandinas de cascara de palta (Persea americana var. Hass) por Chavez

y colaboradores (2011) (50). Durante la realizacion del trabajo de fin de carrera
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(Quimica y Farmacia) de Victor Parada se encontré que las procianidinas (PACS)
de Peumus boldus eran las responsables de los efectos inhibitorios de la ureasa y
adhesion de H. pylori. En dicho estudio se descarté a otros compuestos como los
alcaloides (boldina) y aceite esencial (ascaridol). Por otro, lado se determiné que las
PACs de boldo eran mas potentes que sus homologos extraidos de otras fuentes
naturales como las cdscaras de manzana y palta. Al investigar el origen de este
hallazgo se encontr6 que no habia diferencia entre las PACs extraidas de diferentes
fuentes por lo que se penso que el grado de polimerizacion (DPm), deberia ser el
origen de la diferencia. Sin embargo, aiin comparando muestras de PACs con igual
DPm, los efectos anti-ureasa del Boldo resultaron superiores. Asi, se elaboré una
nueva hipétesis, la cual sostenia que el tipo de monémero parece ser clave en los
efectos anti-ureasa y anti-adherentes de las PACs. Para investigar esta propiedad
(grado de polimerizacion y la naturaleza del monémero), en el proyecto Fondecyt
11110442 se depolimeriz6 PACs de diferentes fuentes utilizando diversos agentes
nuclefilicos como floroglucinol, pirogalol, cisteamina, etc. Los productos de
depolimerizacion fueron aislados y ensayados sobre la ureasa de H. pylori
encontrandose que éstos fueron inactivos. Estos hallazgos promovieron la
realizacion de estudios mas detallados de la composicion de las PACs de Boldo,
resultados que seran presentados en esta tesis.

Por otro lado, y tal como se menciono anteriormente, la identificacion de la AC como
un blanco molecular emergente y de gran interés farmacoldgico para el desarrollo
de nuevos antimicrobianos, motivd que en el laboratorio de Farmacognosia se
empezara a pesquisar inhibidores de ella. Asi, cuando preliminarmente se investigé
el efecto de los aductos que resultaron inactivos sobre la ureasa de H. pylori en la
AC humana, se encontrd que en ciertos casos la podian inhibir en forma apreciable.
Dicho hallazgo fue la base para la adjudicacion del proyecto Fondecyt Regular
1150948 (2015-2017) y la elaboracion de la presente propuesta de tesis de Magister

en Ciencias Farmacéuticas.
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2.2. Cumarinas como modelos para el desarrollo de nuevos agentes

antimicrobianos:

Las cumarinas son un grupo de metabolitos secundarios que se distribuye
ampliamente en el reino vegetal (51). Pertenecen a la familia de las benzopirona y
estan conformados por un anillo de benceno unido a un anillo de pirona, los cuales
derivan desde la via del a&cido cinamico. Este grupo se considera como uno de los
inhibidores de mayor interés, por ser Unicos en su mecanismo de accion, ya que se
unen a la enzima en la forma del producto de su hidrélisis. Estos no coordinan
directamente con el i6n zinc, si no que interacttan con la entrada de la cavidad del
sitio activo (52). Este mecanismo de accién se evidencio por primer vez por Maresca
et al., (2009), ellos demostraron el tipo de interaccion que se generaba con esta
molécula. Primero las cumarinas se unen en el sitio activo y se someten a hidrolisis
debido a la actividad esterasa de la enzima, obteniendo cis-2-hidroxi-acido
cindmico, y luego este producto se reorienta y se une por la superficie de la entrada
de la cavidad a través de interacciones polares y puentes de hidrégeno, formando
un impedimento estérico y bloqueando la entrada del sustrato. Es producto a esta
transformacién quimica, que a las cumarinas se les consideran compuestos de tipo
suicida (53,54).

Esto es altamente atractivo debido a que estos compuestos se unen a una region
Gnica en relacion a otros tipos de compuestos, son capaces de inhibir en rangos
nanomolares y, ademas, como aspecto mas notable, es que esta es la region de
uniéon mas variable entre las diferentes isoformas de la AC por presentar regiones
Gnicas. Esto tiene consecuencias importantes para el disefio de farmacos que sean
capaces de inhibir la AC, ya que los compuestos deben, en principio, interactuar de
manera diferente con las distintas entidades. Por otra parte, se ha demostrado que
la selectividad y especificidad hacia las distintas isoformas mejora con la adicion de
sustituyentes quimicos a la cumarina. Touisni et al., (2011) (55). incorporaron
diversos grupos glicosilo en el sustituyente 7 de las cumarinas y demostraron que
estos grupos eran selectivos para hAC IX y Xl asociadas a tumores inhibiendo en
rangos nanomolares. También Sharma et al., (2014) (56) incorporaron restos de los

grupos metilo e hidroxilo en el anillo heterociclico de las cumarinas, mostrando una
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inhibicion eficaz a isoformas hAC IX asociada a tumores, al igual que en Nocentini
et al., (2015) (57), no asi con las hAC | y Il. Esto sugiere que es necesario realizar
estudios que permitan incorporar distintos motivos a esta estructura, para mejorar
la union especifica hacia las distintas ACs. Por otra parte, se ha documentado
estudios previos que demuestran el potencial de las cumarinas sobre H. pylori.
Basile et al., (2009) (58) inform6 de que aegelinol y su derivado presentaban
actividad anti- H. pylori con rangos 5-25 ug/mL de inhibicidn sobre la bacteria. Al
igual que Kawase et al., (2003) y Jadhav et a., (2013) (59,60), informaron que la
actividad anti- H. pyloride 23 y 24 derivados sintéticos de la cumarina,
respectivamente, inhibian a la bacteria con rangos de 10 a > 100 yg/mL. Ademas,
estos autores concluyen que las cumarinas que incorporan grupos hidroxilos y
metilo son dominios esenciales para mostrar una mayor actividad anti- H. pylori. Por
lo tanto, en vista de que no se ha documentado la actividad de las cumarinas sobre
la AC de este patdgeno, esto sugiere fuertemente que pueden considerarse como
moléculas lideres para el disefio y desarrollo de nuevas estructuras para su
inhibicion (61). Por lo cual, dentro de las distintas cumarinas que se han
caracterizado, 4-hidroxicumarinas es un buen templado para generar nuevos
derivados, aun sin explorar. Estos guardan un gran potencial debido a que es un
tipo de cumarina sustituidas en el anillo de pirona en la posicion 4 con un grupo
hidroxilo (62) por lo que presenta un alta potencial sobre H. pylori. Ademas, el grupo
4-hidroxi le confiere propiedades Unicas a la molécula como la solubilidad. Las 4-
hidroxicumarinas ademas, representan hoy en dia, un importante precursor en el
campo de la sintesis organica. El interés en que se ha amplificado, ya que, son
puntos finales sintéticos significativos (63,64) (Ziarani & Hajiabbasi, 2013; Siddiqui,

2014) y constituyen el nucleo estructural de muchos productos naturales (65,66,67).
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3. Propuesta de investigacion:
En base a los antecedentes presentados anteriormente en el proyecto se plantea:

1) Usar la combinacién de inhibidores de ureasa (PACs) y de anhidrasa
carbonica (fenoles semi-sinteticos) para lograr una inhibicion méas efectiva de
la infeccion por H. pylori.

2) Producir nuevos inhibidores de CA basados en esqueletos de polifenoles

conocidos (cumarinas).

Esta tesis se buscard comprobar los resultados preliminares obtenidos con PACs
de boldo usando técnicas mas especificas (LC-MS, microscopia de fluorescencia,
adhesion). Posteriormente se evaluara una serie de aductos semi-sintéticos sobre
la AC con el fin de establecer si la introduccion de anillos fendlicos adicionales en
C-4 tiene una consecuencia en dicha propiedad. Finalmente, dado que las
cumarinas aparecen sindicadas en literatura dentro de los inhibidores naturales mas
potentes de CA, se evaluara el efecto inhibitorio sobre la ureasa y AC de una
coleccién de ellas sintetizadas en conjunto con el laboratorio de productos naturales
de la Universidad del Bio Bio (Chillan).
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II. HIPOTESIS

Dado que la actividad de las enzimas ureasa y anhidrasa carbonica son esenciales
para la colonizacion y supervivencia del H. pylori en el ambiente gastrico se postula
que las procianidinas naturales (formadas por catequina) en combinacién con
derivados de ellas inhiben ambas enzimas en H. pylori limitando su capacidad de

infectar y de persistir en un modelo celular (AGS).
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[ll. OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la inhibicion dual de las enzimas ureasa y anhidrasa carbdnica como

estrategia para limitar la capacidad infectiva de H. pylori.

Objetivos Especificos

1. Desarrollar y optimizar procesos de separacion y purificacion de procianidinas
naturales y sus derivados semi-sintéticos mediante cromatografia preparativa en

columna (HPLC) y de particién por centrifugacion (CPC).

2. Caracterizar los compuestos aislados mediante técnicas cromatograficas y
espectroscopicas (RP-HPLC-MS/MS).

3. Determinar las propiedades inhibitorias in vitro de la ureasa y anhidrasa carboénica

para los productos aislados y productos sintéticos.

4. Evaluar la actividad anti-H. pylori, de los compuestos mas activos en cultivos de
células AGS y evaluar efecto sobre el componente inflamatorio mediante ensayos
ELISA (IL-8).
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IV. METODOLOGIA

1. Obtencion, refinamiento y purificacion de extractos vegetales:

La obtencion del extracto vegetal (Boldo) se realizé mediante el uso de mezclas
hidroalcoholicas. Este tipo de extraccion posee algunas ventajas, por ejemplo, en
ciertos casos los solventes representan un impacto negativo sobre el
medioambiente y/o limitan la aplicacién final del producto, toda vez que se debe
garantizar la ausencia de residuos de aquellos que no son aceptados como
sustancias GRAS (Generally Recognized As Safe = Aceptados Generalmente
Como Seguros). En este caso el alcohol si es considerado como GRAS. Posterior
a la extraccion, se incorporé un proceso de clarificacion para remover restos
celulares o compuestos no deseados de los extractos. Para ello, el extracto fue
filtrado y centrifugado para luego ser aplicado directamente en columnas rellenas
con resinas macroporosas reciclables de estireno divinil-benzeno como Amberlite
XAD-7 y Sepabeads SP-850. Esta estrategia fue usada para retener todos los
compuestos de interés y eliminar gran parte de los azlcares, sales y material
proteico. Luego las columnas fueron lavadas profusamente con agua.
Posteriormente, se recuperaron los compuestos eluyéndolos con etanol absoluto.
La fraccion etandlica se concentré a presion reducida y luego fue secada mediante
liofilizacién (49,68).

2. Caracterizacion polifenoles del extracto de Boldo
Para comprobar que el extracto de boldo obtenido estaba enriquecido en
compuestos fendlicos, se utiliz6 RP-HPLC-UV bajo las siguientes condiciones (68):

Fase movil (FM) compuesta por: FM A: agua 'y 0.1% TFA. FM B: acetonitrilo y 0.1%
TFA.

Programa de gradiente: de 0 a 25 min. FM B de 10 a 30%; de 25 a 30 min. FM B de
30 a 75%; de 30 a 35 min. FM B de 75 a 10%, para terminar con 5 min. De FM B
10%.

Flujo: ImL/min.
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Detector: UV-Visible ajustado a 280 y 355nm. Esta deteccion dual permite
diferenciar entre flavonoides que presentan una banda de absorcion a 280 y otra a
355nm, de las procianidinas que presentan una banda de absorcion solo a 280nm.

Ademas, se realizé HILIC-HPLC-UV para determinacién de distribucidon oligomérica
de los polifenoles presentes en el extracto de Boldo (49). Se Utilizaron las siguientes

condiciones cromatogréficas:
Columna: Lichospher ®100 Diol, tamafio particula 5um; largo 25cm, diametro: 4mm.

Fase movil: FM A: acetonitrilo : acido acético 98: 2 v/v. FM B: metanol: agua: 4cido
aceético 95: 3: 2 v/v.

Programa de gradientes: 0—-35 min, 0-40% FM B; 35-55 min, isocratico 40% FM B;
55-60 min, 40-0% FM B; con un periodo de 5 min para re-acondicionamiento de la

columna.
Flujo: 0.6 mL/min.
Detector: UV-Visible ajustado a 280 y 355nm.

La asignacion del grado de polimerizacion de los picos se realizo tentativamente
mediante comparacién con datos de literatura y muestras de procianidinas de

manzana purificadas en el laboratorio de Farmacognosia.

3. Obtencion y refinamiento de compuestos naturales y semisinteticos:

La purificacion de procianidinas B3 y C1 de Boldo se llevo a cabo desde fracciones
de boldo ricas en PACs (500 mg) usando columna preparativa de Toyopearl HW40F
(2 x 40 cm) y como eluyente 80% etanol. La identidad de estos compuestos se

confirmé mediante HPLC-ESI-MS vy floroglucindlisis.

Para la semi-sintesis de los aductos, el extracto de Boldo enriquecido en
procianidinas obtenido en el punto anterior fue sometido al atague nucleofilico en

medio acido usando diferentes reactivos (resorcinol, floroglucinol y pirogalol),
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mediante la siguiente metodologia: un gramo de extracto de Boldo se solubilizo en
125mL de Metanol, se le adicion6 3,5 g de resorcinol o floroglucinol o pirogalol, 2,8
g Vitamina C y 5 mL HCI concentrado (37%). Esta mezcla fue incubada a bafio
Maria a 35°C durante 30 minutos, luego de este tiempo la reaccion se detuvo
mediante la adicion de 70 mL de acetato de sodio 40 mM, la mezcla se llevo a
rotavapor para eliminar el etanol, los compuestos obtenidos fueron redispersados
con agua, y llevados a una columna de amberlita XAD-7 en la que se eliming el
exceso de HCI, las sales y compuestos no deseados mediante el paso de abundante
agua hasta neutralidad del eluato. Luego los polifenoles semi-sintéticos fueron
eluidos con acetona y concentrados en rotavapor (49,68). El extracto acuoso
purificado se almacen6 a -20°C hasta su empleo para CPC, técnica que se utilizo

para purificar todos los aductos.

4. Caracterizaciéon de compuestos semisinteticos (aductos) mediante RP-
HPLC-UV (49).

Para evidenciar la formacion de aductos se utilizé un sistema cromatografico similar

al descrito en la caracterizaciéon de los polifenoles. Como estandar se utilizé

catequina y epicatequina (SIGMA-ALDRICH).

5. Purificacién de compuestos semi-sintéticos:

Para purificar y aislar los compuestos semisinteticos (aductos) se utilizé un sistema
de separacion en contra-corriente de alta velocidad, especificamente un aparato de
cromatografia de particion por centrifugacion (CPC, Figura 6). Estos sistemas en
comparacién con la cromatografia HPLC preparativa no utilizan columna
cromatografica, minimizan el consumo de solventes (se recuperan en su totalidad)
y sirven para procesar una mayor cantidad de compuestos. El primer paso para
realizar una cromatografia en contracorriente fue determinar la mejor mezcla de
solventes y el mejor sistema para poder separar y purificar los compuestos, para

ello se estudio las referencias bibliograficas y se probaron varios métodos, para
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optar finalmente por un sistema Arizona C, pero con uso de hexano en remplazo de
heptano (69, 70).

El sistema cromatografico utilizado fue el sistema Arizona C con algunas

modificaciones:

Acetato de
Arizona Hexano Etilo Metanol Agua
C 1 9 1 9

El programa de elucion fue el siguiente:

Desde el tiempo 0 a los 12 minutos se cargo la fase inferior acuosa (lower) con el
rotor a una velocidad de 500 rpm y un flujo de 30mL/min, luego se introdujo la fase
superior organica (upper) desde los 12 minutos hasta los 35 minutos a 1800rpm a
6 ml/min. Pasado este tiempo de equilibrado se realizé una inyeccion de los aductos
(1-2 g) dispersos en una mezcla de ambas fases y se eluyd con un caudal de
6mL/min durante una hora y media. Finalmente se realiz6 una extrusion de la fase
inferior (material retenido altamente polar) durante 15min con un flujo de 30mL/min
y 1000rpm. Para evidenciar la salida de los compuestos de ajusto el detector a una
longitud de onda 280 y 350nm y se recolectaron las fracciones mediante un sistema
automatizado en tubos de ensayo de 32mL. Las fracciones fueron analizadas por
TLC, reunidas por similitud, concentradas en un rotavapor y finalmente secadas en

un liofilizador.
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Figura 6: Sistema preparativo CPC usado para la purificacion de los aductos de

procianidnas de boldo sinterizados en esta trabajo

6. Caracterizacion compuestos semisinteticos aislados mediante HPLC-DAD-
MS/MS
El extracto y los aductos fueron analizados mediante HPLC-DAD-ESI-MS en un
sistema Nexera UHPLC System (Shimadzu, Japan) acoplado a un 3200 QTRAP
Mass spectrometer (ABSCIEX, USA, MA). La separacion se llevé a cabo en una
columna core-shell C18 (Kinetex 150%4.6 mm, 2.6 ym) con una precolumna UHPLC
C18 (4.6 mm, 2.6 um) (Phenomenex, USA, CA). Las fases moviles fueron acido
férmico 0.1% en agua (A) y acetonitrilo (B), con un flujo de 0.5 mL/min. El gradiente
de la fase movil B fue desde 15 a 20% en 1.5 min, luego en forma isocratica a 20%

por 5.5 min, desde 20 a 50 en 6 min, y 100% por 3 min seguido por estabilizacién

31



por 6 min a 15% B. La deteccion MS/MS de los compuestos fendlicos se llevo a
cabo en las siguientes condiciones optimizadas previamente: electrospray negative
ionization mode, -5 V de energia de colisién, 4000 V de voltaje de ionizacion, y
temperatura del capilar a 450 °C. Se uso0 nitrdgeno como gas de nebulizacion (40

psi) y de secado (50 psi).

7. Sintesis y caracterizacion de las cumarinas

Para la sintesis de varios tipos de cumarinas se hizo reaccionar sustratos fendlicos
con etil-acetoacetona bajo irradiacién con micro-ondas (400 W) en presencia 4cido
p-tolensulfénico como agente catalizador en condiciones libres de solvente. En una
tipico reaccion el sustrato fendlico y el B-cetoester (1:2 relacion molar) fueron
mezclados junto con el catalizador activado en el vaso de teflon de 100 mL del
reactor del micro-ondas a diferentes temperaturas desde 110 a 150°C por 5 a 20
min. Después que la mezcla de reaccion caliente fue enfriada el producto fue
cristalizado. El producto cristalizado fue filtrado y lavado con éter de petréleo para
remover el exceso de reactivos. Posteriormente el producto fue secado y
cristalizado lentamente desde una mezcla etanol-agua. Los productos fueron
caracterizados por su punto de fusion, FT-IR, NMR y MS. el rendimiento de las

cumarinas fue obtenidos de la siguiente manera:

Rendimiento (W.%) = (peso obtenido de producto/peso tedrico de producto)x100

8. Cultivos Helicobacter pylori y extraccion de Ureasa.

Los cultivos de H. pylori se realizaron con la cepas ATCC 43504; El medio utilizado
fue agar Columbia suplementado con DENT y sangre de caballo al 5%. Las placas
fueron incubadas durante 4-5 dias a 37° C en condiciones de microaerofilia (10%
de CO2, 5% de O2, y el 80% de N2). La ureasa se extrajo de suspensiones
bacterianas obtenidas de colonias desarrolladas en las placas anteriormente
mencionadas. Se lisaron las bacterias mediante varios ciclos de congelamiento/
descongelamiento (7 ciclos) y aplicacion de ultrasonido (60 s), luego estos lisados

fueron centrifugados y separado el sobrenadante. Los sobrenadantes fueron
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colectados y la ureasa presente en estos fue precipitada mediante el proceso salting
out con sulfato de amonio al 60%, el precipitado fue recuperado mediante
centrifugacion y resuspendido en un volumen de agua de alrededor de 4 mL y
posteriormente la solucion de ureasa fue desalada mediante una columna de
Sephadex G-25 (2 x 15 cm). Para estabilizar la ureasa se agregé un volumen igual

de glicerol y se almacend a -20°C (49, 68).

9. Actividad Antiureasa
Para estudiar el efecto inhibidor de la ureasa de los compuestos del extracto de
Boldo, los aductos y las cumarinas sintéticas se utiliz6 como control una ureasa

vegetal (Jack bean).

Preparacion sustrato: se preparo una solucion stock de sustrato para poder realizar

los ensayos de inhibicion de ureasa. Este se hizo segun el método de Tanaka et al
(2004) con algunas modificaciones (71). La solucion consistid en una mezcla de
tampon fosfato 100 mM a pH 6,8, urea 150 mM vy rojo fenol al 0.002%.

Prueba inhibicibn ureasa de Jack bean: se utiliz6 ureasa de Canavalia

ensiformis (Jack bean) (Sigma-Aldrich). En una cubeta de plastico de 1 mL se
adicion6 30 pL de ureasa (4 U), 60 pL de extracto/aducto/cumarina (inhibidor), se
incubé durante 30 minutos y posteriormente se agreg6 a la cubeta y 500 L del
sustrato anteriormente preparado. Se evalué en primer de forma cualitativa
estudiando el cambio de color de la solucion de traslucido y levemente amarillo a
rosado intenso, los compuestos que presentaron mayor inhibicion se probaron en
placas de 96 pocillos a las mismas proporciones de las cubetas y a distintas
concentraciones, se siguid la cinética de inhibicion mediante un lector de placas
ajustado a 570nm, finalmente se determiné el ICso (concentracion a la cual el 50%

de la enzima se encuentra inhibida)

Prueba inhibicién ureasa de Helicobacter pylori: estos ensayos se llevaron a cabo

en placas de 96 pocillos. Se adicion6 25 pL de ureasa de H. pylori (4 U), 50 uL de
extracto o compuesto (inhibidor), se incubd por un periodo de tiempo de 30 min,

posteriormente se agrego el sustrato. Las lecturas se realizaron en un lector de
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placas ajustado a 570 nm. Los resultados fueron graficados segun sus porcentajes

de inhibicién y se calculé el ICso para cada compuesto (68,71,72, 73).

10.Determinacion Actividad inhibitoria de Anhidrasa Carbdnica.

Para estudiar la potencial actividad inhibitoria de los compuestos frente a anhidrasa
carbonica de H. pylori se utilizé6 una anhidrasa comercial (Carbonic Anhydrase I,
human recombinant, expressed in Escherichia coli) (Sigma- Aldrich).

Se determinoé el poder inhibitorio de las procianidinas, los productos de semi sintesis
(aductos) y las cumarinas sintéticas a través de la medicién en la variacién de la
absorbancia producida por el cambio de color producto de la accion de anhidrasa
carbonica frente a p-nitrofenilacetato (translucido en solucion), provocando un
cambio a color amarillo, producto de a la formacion de p-nitrofenol. La cinética de
esta reaccion se siguié midiendo los cambios en la absorbancia a una longitud de

onda de 348nm. (Protocolo sigma para medir actividad de CA)

Fundamento:

CA
p-nitrofenilacetato + Agua -> p-nitrofenol + Acetato (ocurre un cambio de color)
pH: 7.6; A: 348 (Amarillo).

Para poder realizar las mediciones se utilizaron los siguientes reactivos:

Solucién A: Tampon Tris ajustado con H2SO4 a pH 7,6. (2,423 g de Tris base para
100 mL). Solucién B: PNPA (p-nitrofenilacetato). (13,6mg de PNPA en 1mL de
Acetona y 24 de Agua). Solucién C: CA disuelta en Solucién A. (315 U/mL de CA,
0,9 mg en 10 mL de CA 3500unid/qg).
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Se realizaron pruebas cualitativas en tubos de ensayo con volimenes de 2mL.

Sol A Sol B Sol C | Compuesto.
Ensayo
(mL) (mL) (mL) (mL)
Blanco 2,0 1,0 -- --
Control 19 1,0 0,1 -
Test 1,4 1,0 0,1 0,5

Se probd el extracto de Boldo enriquecido en procianidinas, los aductos y las
cumarinas de forma cualitativa, con aquellos que se evidencio efecto inhibitorio
significativo se probaron en placas de 96 pocillos en proporciones equivalentes a
las probadas en 2mL y en distintas concentraciones. Se siguid la cinética de
inhibicibn mediante espectrofotometria en un lector de multiplacas ajustado a
348nm.

11.Ensayo para determinar propiedades Anti-Adherencia de Helicobacter
pylori en células de adenocarcinoma gastrico (AGS). (68)

Protocolo 1:

Las células de adenocarcinoma gastrico (AGS) fueron cultivadas en frascos de
cultivo T-75 con filtro, con medio RPMI 1640, con un 10% de suero fetal bovino, 100
U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, en condiciones de microaerofilia
con un 5% de CO2y 37°C, el medio se cambié cada dos dias. Se dejo crecer las
células hasta confluencia de las de aproximadamente 90%, luego las células fueron
lavadas dos veces con PBS y se despegaron con tripsina, se contaron las células y

se traspasaron a placas de 24 pocillos a una concentracion de 0,4x108 células por
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pocillo, estas placas fueron cultivadas segun las condiciones anteriores por 24 horas

y luego se prosiguié de la siguiente forma:

Tratamiento: se incub6 por una hora las células AGS contenidas en las placas de
24 pocillos con 188puL de extracto/aducto/cumarina a distintas concentraciones.
Luego se les retird el medio y se agregd 68 pL de una suspension bacteriana de
concentracion igual a Mc Farland N° 4 (1.2 x 10° ufc/mL) y 0,5mL de medio de cultivo
sin antibiotico, las placas fueron cultivadas por dos horas, luego se les retiro el

medio y se lavo 3 veces con PBS.

Luego de eliminado el medio y lavado de las células, a cada pocillo se les agrego
0,75mL de sustrato que contenia 300 mM de Urea y 0,03 % de rojo fenol como
indicador, ajustado a pH 6,8 con tampén fosfato, las placas fueron cultivadas por
dos horas a 37° C para ser medidas en un lector de placas a 570 nm. Finalmente
se calculé el porcentaje de adherencia de H. pylori de las células AGS a distintas

concentraciones y se graficaron estos resultados.
Protocolo 2:

Las células de adenocarcinoma gastrico (AGS) se cultivaron segun las condiciones
nombradas anteriormente. Para el marcaje H. pylori cepa ATCC 43504 se preparar6
una suspension bacteriana con un asa plastica a Mc Farland N° 2 (6 x 108 ufc/mL)
en 1ml de buffer bicarbonato de sodio (NaHCOs) pH 9, se agregara 10 ul de FITC
(10mg/ml DMSO), la mezcla se incubo 1 h. Posteriormente la preparacion se
centrifuga a 10,000 g por 5 min, se eliminé el sobrenadante y el pellet se lavé 2
veces con PBS 1X, finalmente H. pylori-FITC se resuspendié en medio RPMI sin
antibiotico para el ensayo. Se prepararon diferentes concentraciones de los
extractos y compuestos en eppendorf, 20 ul de estas soluciones fueron agregados
a las células AGS contenidas en las placas de 96 pocillos (previo a la eliminacion
del medio de cultivo) y se agregaron 100 uL de la suspension bacteriana H. pylori-
FITC. Las placas fueron cultivadas por tres horas y luego se lavaron tres veces con
PBS (68). Se agregaron 100 ul del PBS y el resultado se observé en microscopio

invertido de fluorescencia Filtro excitacion 502-547nm vy Filtro emision 565-625 nm.
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12.Determinacion del efecto sobre el componente inflamatorio mediante
medicion de la inhibicién de IL-8 mediante un kit ELISA

Para determinar la capacidad de inhibir el componente inflamatorio se utilizé un kit

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) que esta disefiado para cuantificar

la cantidad de Interleuquina 8 (IL-8), este tipo kit se conoce como sandwich de 4

cuerpos ya que estad compuesto por: Antigeno-Anticuerpo-Enzima-Cromogeno.

Las mediciones se realizaron al sobrenadante de cultivos celulares (AGS) tratados
con extracto de Boldo/aducto/cumarinas sintéticas y luego infectados con H. pylori,

se utilizo la siguiente metodologia:

Se utilizé una placa de 96 pocillos y sobre cada uno de estos se agrego:

50uL de estandar/control/muestras (extracto/aducto/cumarina) + 50 uL de
anticuerpo monoclonal biotinizado, se incubo por 90 minutos a temperatura
ambiente y se lavo 4 veces, luego se agregd 100uL de enzima Streptavidin-HRP,
se incub6 por 30 minutos y se lavo 4 veces, después se agregd 100uL de
cromoégeno estabilizado y se incubd por 30 minutos mas, finalmente se adiciond
100uL de solucion stop, se incubo por 2 horas a temperatura ambiente y protegido
de la luz y se midié en un lector de placas a 450nm
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V. RESULTADOS
1. Caracterizacion polifenoles del extracto acuoso de Boldo

En la figura 5 se puede observar el perfil cromatografico de los polifenoles del
extracto de Boldo enriquecido en PACs después de su paso por columnas de
Amberlite XAD-7 o Sepabedas SP-850, en donde se ve que estd compuesto

mayoritariamente por procianidinas (sefial negra) y por flavonoides (sefial roja).
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Figura 7. RP-HPLC-UV para la identificacion de polifenoles en el Extracto acuoso.
Sefial color Negro: 280nm. Rojo 355nm.

Mediante HPLC en fase diol se establecio la distribucién oligomérica de los

polifenoles presentes en el extracto de Boldo (fig. 6).
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Figura 8. HILIC-HPLC-UV para la determinacion oligomérica de Procianidinas del
extracto de Boldo. Los numeros sobre los peaks indican el grado de polimerizacion
de las procianidinas de cada cluster, por ejemplo, 1: monémeros, 2: dimeros, 3:

trimeros.
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Figura 9. Purificacion y caracterizacion de procianidinas B3 y C1 de Boldo. (A)
fraccionamiento del extracto de boldo mediante columna de Toyopearl HW40F. (B)
Espectro de masas en modo positivo para la procianidina B3 aislada de Boldo. (C)

Espectro de masas en modo negativo de procianidinas C2 aislada desde Boldo.
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2. Caracterizacion compuestos semisintéticos

Mediante ataque nucleofilico, se degrado las procianidinas contenidas en el extracto
de Boldo. El andlisis mediante RP-HPLC de las soluciones resultantes luego del
ataque nucleofilico demuestra la formacion de los compuestos semisintéticos,
mezcla de catequina-nucleofilo, como por ejemplo lo que se ve en la figura 7, donde
se observa la presencia del compuesto semisintético (aducto) catequina-

floroglucinol (peak N° 2).
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Figura 10. RP-HPLC donde se evidencia la formacion del aducto catequina-
floroglucinol.; A: Perfil cromatografico extracto Acuoso, B: Estandar de catequina; 1:

exceso floroglucinol, 2: Aducto catequina-floroglucinol, 3: catequina.

3. Purificacion compuestos semisintéticos:

En la Figura 11 se aprecia un ejemplo de purificacion por CPC de un aducto de
pirogalol-catequina en una sola etapa (inyeccion de 2 gramos) . El sistema Arizona
C en modo ascendente permite la eliminacion del exceso de nucledfilo y la retencion
del material polimérico que no reacciona (extruido después de los 120 min). El peak
de aducto se observa a los 90 minutos, después del peak de catequina (trazado a
280 nm)
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Figura 11: Ejemplo de purificacion de un aducto de catequina-pirogalol en una
etapa mediante CPC y su analisis de pureza e identidad mediante LC-MS (Panel

inferior, modo negativo, m/z = 413,10).

La técnica CPC permitia la purificacion de todos los aductos usando una sola etapa
y varias inyecciones secuenciales de muestras de hasta 2 gramos. Los compuestos
liofilizados posteriormente fueron sometidos a LC-MS (Figura 11, panel inferior) para

confirmar su identidad, tal como se muestra en la Tabla N° 1.

41



4. Caracterizaciéon compuestos semisinteticos

El andlisis por LC-MS permiti6 comprobar la introduccion de los diferentes
nucledfilos mediante la observacion de los proncipales iones moleculares a m/z 414
y 398.

Tabla N° 1. Catequinas naturales y semi-sintéticas usadas en esta tesis

Compuesto m/z
Catequina 290
Epicatequina 290
PH-Catequina 414
PH-Epicatequina 414
PG-Catequina 414
PG-epicatequina 414
RES-Catequina 398
RES-Epicatequina 398

PH: Floroglucinol
PG: pirogalol

RES: resorcinol
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5. Caracterizacion cumarinas sintéticas

Las siguientes cumarinas sintéticas fueron obtenidas (Flgura 12) utilizando el

procedimiento descrito en el cual se empled microondas: JS-CU-3 (98%), JS-CU-4
(89%), JS-CU-6 (96%), JS-CU-7 (96%), JS-CU-11 (89%), 4-hidroxicumatina, 7-

hidroxicumatina (97%), 7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina (83%).
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Figura 12: Cumarinas obtenidas mediante el procedimiento sintético asistido con

microondas.
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6. Actividad anti ureasa
Se probaron los siguientes compuestos frente a ureasa de Jack bean de forma
cualitativa a concentraciones aproximadas de 10 mg/mL en el caso del extracto y

de 5 mg/mL en el caso de los compuestos:

Extracto de Boldo, aductos de catequina con floroglucinol, resorcinol y pirogalol, y
las cumarinas JS-CU-3, JS-CU-4, JS-CU-6, JS-CU-7, JS-CU-11, 4-hidroxicumatina,
7-hidroxicumatina, 7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina. Adicionalmente se probdé
algunas PACs aisladas desde Boldo (B3 y C2) y desde cascara de manzana (B2 y
C1). Los controles usados fueron los inhibidores especificos de ureasa acido
acetohidroxamico y tetracloroquinona.

Del estudio anterior s6lo mostraron resultados prometedores:

Extracto de Boldo enriquecido en PACs, PACs aisladas de Boldo (B3, C2), Aducto
Catequina-Floroglucinol, Aducto Catequina-Pirogalol, 4-hidroxicumatina y 7-
hidroxicumatina. Por lo tanto, dichos compuestos fueron evaluados en un rango mas
amplio de concentraciones. La evaluacion se hizo frente a ureasa de Jack beany
ureasa extraida de H. pylori en placas de 96 pocillos y medidas las cinéticas de
inhibicion. Se graficé las curvas de inhibicion y obtuvo los porcentajes para cada
concentracion, usando los controles sin inhibidor para establecer el 100%. Dichos
porcentajes de inhibicibn su utilizaron para elaborar graficos semilog de
concentracion-efecto. Utilizando el paguete de software GraphPad se obtuvo desde
las gréficas el valor exacto de las ICso. En las Figuras 8 y 9 se presenta ejemplos
de curvas semilog obtenidas para el extracto de Boldo rico en PACs y el aducto
catequina-pirogalol preparada desde las mismas PACs de Boldo usando las dos
enzimas. La tabla 2 resume los resultados de la evaluacion del resto de los

compuestos.
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Figura 14. Graficos del efecto inhibitorio de ureasa de Jack bean y ureasa de H.

pylori por el extracto de Boldo rico en PACs.

Cinética de inhibicidon de Ureasa
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Figura 15. Ejemplo de graficos semilog del efecto inhibitorio de ureasa de Jack

bean y ureasa de H. pylori por el aducto Catequina-Pirogalol.
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Tabla 2. ICso para inhibicion ureasa de Jack bean y H. pylori

ICs0 (Ug/mL) ureasa ICs0 (Ug/mL) ureasa

Compuesto .

Jack bean H. pylori
Ext. Boldo total 80,5 117,0

Aducto Catequina-
floroglucinol 208,1 287,0
Aducto Catequina-Pirogalol 171,8 240,0
4-Hidroxicumarina 60,5 81,2
7-Hidroxicumarina 80,0 129,9
Ext. Boldo enriquecido PAC 6.26 21.4
(control)

Procianidina B2 100,12 165,2
Procianidina B3 69,98 117,3
Procianidina C2 60,13 112,1
Procianidina C1 33,17 66,6
Acido acetohidroxamico 1,44 5,60
Tetracloroquina 0,09 0,31
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7. Actividad inhibitoria de la anhidrasa carbonica

Se probaron los siguientes compuestos frente a anhidrasa carbonica: Extracto de
Boldo, aductos de catequina con floroglucinol, resorcinol y pirogalol, y las cumarinas
JS-CU-3, JS-CU-4, JS-CU-6, JS-CU-7, JS-CU-11, 4-hidroxicumatina, 7-

hidroxicumatina, 7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina.
De los anteriores sélo mostraron resultados prometedores:

Aducto Catequina-Floroglucinol, Aducto Catequina-Pirogalol, 4-hidroxicumatina, 7-

hidroxicumatina.

Cinetica de inhibicién Anhidrasa Carbonica por Aducto
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Figura 16. Grafico del efecto inhibitorio de anhidrasa carbdonica por el aducto

Catequina-Floroglucinol.
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Cinetica de inhibicién Anhidrasa Carbonica por Aducto
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Figura 17. Graficos del efecto inhibitorio de anhidrasa carbdnica por el aducto

Catequina-Pirogalol.

Cinetica de inhibicion Anhidrasa Carbonica por 4-
Hidroxicumarina
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Figura 18. Gréficos del efecto inhibitorio de anhidrasa carbdnica por 4-

Hidroxicumarina.
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Figura 19. Gréficos del efecto inhibitorio de anhidrasa carbodnica por 7-

Hidroxicumarina.

Tabla 3. ICso para inhibicion anhidrasa carbonica.

ICs0 (ug/mL)
Compuesto Anhidrasa
Carbodnica
Aducto Catequina-floroglucinol 100,20
Aducto Catequina-Pirogalol 431,31
4-Hidroxicumarina 0,25
7-Hidroxicumarina 0,36
Acetazolamida 0,17
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8. Ensayos anti-adherencia en células AGS

En la figura 20 se muestra el grafico de inhibicion de la adhesion de H. pylori en
cultivos de células AGS del extracto de Boldo, los aductos de catequina-
floroglucinol, catequina-pirogalol y las cumarinas sintéticas hidroxiladas en las

posiciones 4y 7.

Adherencia H. pylori 43504 en células AGS
tratamiento preventivo
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Figura 20. Gréficos del efecto inhibitorio de extracto de boldo (E. Boldo), Aducto
catequina-floroglucinol (Ad Cat-Ph), Aducto catequina-pirogalol (Ad Cat.Py), 4-
hidroxicumarina (4-HC), 7-hidroxicumarina (7-HC) sobre cultivos de células AGS

pretratadas con estos compuestos y luego infectadas con H. pylori.
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B ) (V)

Figura 21. En los paneles I-IV se muestran imagenes representativas de
microscopia de fluorescencia de la adhesion de H. pylori marcado con FITC sobre
células AGS vy el efecto del extracto de Boldo y sus PACs. (I) Control con células
AGS no infectadas (ll) células AGS infectadas con H. pylori marcado con FITC. (lll)
Células AGS infectadas con H. pylori marcado con FITC y tratadas con 0.2 mg/mL
de polifenoles de Boldo. (IV) Células AGS infectadas con H. pylori marcado con
FITC y tratadas con 0.25 mg/mL de PACs de Boldo.
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Determinacion efecto sobre el componente inflamatorio

Curva de calibracion concentracion de Hu IL-8
(estandar) versus Absorbancia
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Figura 22: Curva de calibracion de estandar de interleuguina humana 8 versus

absorbancia, esta curva permite calcular el valor de referencia de la IL-8 de las

muestras y controles de los cultivos de H. pylori.
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Figura 23: Grafica que muestra el efecto inhibitorio sobre Hu IL-8 en células AGS

infectadas con H. pylori luego de ser tratadas con extracto de boldo (E. Boldo),
Aducto catequina-floroglucinol (Ad Cat-Ph), Aducto catequina-pirogalol (Ad
Cat.Py), 4-hidroxicumarina (4-HC), 7-hidroxicumarina (7-HC).
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VI. DISCUSION
Discusion de aspectos quimicos e inhibicion de ureasa

Helicobacter pylori puede infectar el estdbmago humano gracias a su gran capacidad
de adherirse a la mucosa gastrica. Dentro de los factores que hacen posible la
colonizacion se ha comprobado que tanto la ureasa como la anhidrasa carbodnica
tienen un papel central en la supervivencia de H. pylori en el medio acido gastrico.
En el presente trabajo se profundizé en los estudios realizados previamente con el
extracto acuoso de Boldo y sus PACs, comprobando que éstas derivan de
catequina. Nuestros resultados sugieren que ésta caracteristica las hace superiores
a las PACs derivadas de epicatequina como las estudiadas en extractos de
cascaras de manzana y palta (49,50). Para confirmar lo anterior, en forma
complementaria al estudio de los productos de floroglucindlisis, primero se aisl6 dos
procianidinas, cuya estructura fue confirmada por LC-MS. Como se muestr6 en la
Figura 9, los espectros de masas para estas PACs son consistentes con el peso
molecular de un dimero y trimero. Estos resultados coinciden con los informado por
Simirgiotis et al., (2010) (74). Sin embargo, estos autores no investigaron el tipo
especifico de union de polimerizacion y la naturaleza del monémero como se
informa por primera vez en esta tesis. El primer compuesto dio un ion
pseudomolecular a m/z 579 con polaridad positiva, mientras que el segundo
compuesto dio un ion pseudomolecular a m/z 865.7 en polaridad negativa. En MS2,
este compuesto dio fragmentos en m/z 577.7 y 289.3. Estos fragmentos son
indicativos de procianidinas del tipo B. Estos datos, en conjunto con el analisis por
florglucindlisis posteriormente nos permitié confirmar que el Boldo tiene las PACs
B3 y C2, ambas derivadas de catequina. Anteriormente, en la tesis de pregrado se
habia observado que una fraccion (F-5, DPm = 7.8) del extracto de Boldo obtenida
mediante Sephadex LH-20, era la que poseia mayor efecto inhibitorio de ureasa
(ICs0 = 3.1 ug/mL) y ademés disminuia marcadamente la adhesion de la bacteria a
cultivos de células AGS. Como se muestra en la Tabla 2, las procianidinas B3y C2
inhiben la ureasa de H. pylori con valores de ICso de 117 y 66 ug/mL,

respectivamente. Tal inhibicibn fue mayor que la observada por procianidinas
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derivadas de la epicatequina como la procianidina B2 (ICso = 165 ug/mL) y C1 (ICso
= 112 ug/mL) analizados simultdneamente. Por lo tanto, los resultados del presente
estudio estan en linea con un anterior trabajo con procianidinas de manzana y palta
(49,50). Por lo tanto, se puede concluir que el grado de polimerizacion sigue siendo
uno de los principales factores que influye en el efecto inhibitorio de ureasas en
todos los tipos de PACs (derivadas de catequina y epicatequina) y que la naturaleza
del mondémero seria a segunda caracteristica de estructura actividad mas relevante.
En los ensayos con las ureasas (Jack bean y H. pylori), el acido acetohidroxamico
fue usado como control. Este compuesto es una molécula pequefia (MW = 75.07
g/mol) con cierto efecto bactericida contra H. pylori (MIC = 398 ug/mL). Por lo tanto,
esta sustancia no sélo seria capaz de inhibir la fraccién de ureasa secretada y la
gue esta presente en el periplasma, sino que también su fraccion citoplasmica. Tal
efecto es altamente relevante in vivo, ya que H. pylori no podria manejar la acidez
circundante a ningun nivel. Debido a su gran tamafio y alta polaridad, las PACs
apenas podrian ingresar e inhibir el pool citoplasmico de ureasa. Esto ultimo sugiere
gue las PACs solamente neutralizan la fraccibn mas externa de la ureasa y podrian
actuar de manera preventiva mas que terapéutica. Pese a ello, varios estudios
reportan que las PACs son eficaces in vivo. Por ejemplo, entre los extractos ricos
en PACs con demostrados efectos anti-H. pylori in vivo, los obtenidos del lGpulo y
vino tinto han probado ser particularmente eficaces (75,76). So6lo unos pocos
estudios han evaluado el efecto de algunos PACs diméricas (B1 y B2) sobre la
actividad de la ureasa (77). Por desgracia, este ultimo trabajo no abordd la
importancia del patrén de hidroxilacion del anillo B, naturaleza de monémero y grado
de polimerizacion en el efecto inhibidor de la ureasa de tales PACs. Por otro lado,
aunque la relevancia de ureasa para la capacidad de colonizacién de H. pylori ha
sido ampliamente divulgada (78,79), hay un estudio en Jerbos de Mongolia donde
cepas ureasa negativas aun conservan su capacidad de infectar la mucosa gastrica
(80). Teniendo en cuenta todo lo antedicho, se debe investigar mecanismos
adicionales explicando como las PACs podrian inhibir in vivo la colonizacién por H.
pylori mas alla de la inhibicion de la ureasa. Los resultados especificos de la

inhibicion de ureasa por parte de las PACs de Boldo y el descubrimiento del efecto
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del tipo de mondémero en dicha propiedad, motivaron la preparacion del primer
manuscrito asociado a esta tesis, el cual fue publicado en Phytotherapy Research
el aflo 2014 (68). Respecto de los aductos obtenidos a través del ataque nucleofilico
con floroglucinol, pirogalol y resorcinol, no se observd una inhibicion importante
(Tabla 2), y se requirieron concentraciones mayores que las que fueron necesarias

con las PACs naturales. Este resultado indica claramente que para que los flavan-

3-oles puedan inhibir a la ureasa de H. pylori, otro requisito de estructura-actividad

es que exista una forma dimérica como minimo. Esta forma dimérica,

preferentemente debe ser de tipo B y enlazada en 4->8. Por lo tanto, cualquier
sustitucion realizada en el C-4 de un flavan-3-ol (catequina o epicatequina), debe

ser de similar naturaleza quimica que el mismo flavan-3-ol.

Las cumarinas probadas mostraron ser inhibidores moderados de ureasa. No son
mejores que las PACs pero si exhiben un efecto mas potente que los aductos
ensayados. Estudios recientes revelan que las cumarinas inhiben a la ureasa de H.
pylori y pueden entrar en su sitio catalitico. Para ello son esenciales los grupos
hidroxilos en 4,5, 7 y 8 y la presencia de un grupo fenol en 4 (Jadhav et al.,
2013)(81). Los estudios de Docking realizados por este grupo de investigadores
sugieren que las cumarinas requieren ser modificadas para mejorar su actividad
inhibitoria de uresa. En el trabajo de Jadhav llama la atencion que la introduccién
de un grupo fenol adicional mejore mucho la actividad, generando una estructura
muy similar a los compuestos fendlicos estudiados en la presente tesis. Sin
embargo, en el caso de los aductos de catequina y epicatequina, es posible que la
redundancia de grupos hidroxilos que estan presentes en los anillos del pirogalol y
el floroglucinol podria finalmente actuar en forma desfavorable, generando un

impedimento estérico que dificulta su ingreso en la cavidad del sitio catalitico.
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Discusion de los efectos sobre AC

Muchos trabajos han reportado a la AC como una potencial diana terapéutica por
estar presente en diversas enfermedades, por lo tanto, el disefio de inhibidores ha
sido ampliamente estudiado (82,83). La AC es inhibida por compuestos que
presentan grupos capaces de coordinar con el zinc del sitio catalitico. Estos grupos
estan presentes en las sulfonamidas, sulfamatos y sulfamidas. Estos compuestos
se unen en una geometria tetraédrica, interactuando directamente con el zinc
catalitico en su forma desprotonada, inhibiendo la actividad de AC mediante el
desplazamiento de los iones del agua/hidroxido (83,84). Diferentes sulfonamidas de
uso clinico se han utilizado en tratamientos de enfermedades como el glaucoma,
edema, la epilepsia, hipertension, etc (84,85,83). Es interesante que, al igual que
con a-CAs de otras especies, la HpaAC es inhibida por las mismas sulfonamidas,
en particular por la acetazolamida (86,87,88,89,90). Estudios anteriores
demostraron que la acetazolamida puede inhibir el crecimiento bacteriano in vitro y
la capacidad infectiva de H. pylori (89,91). Esto es consistente con estudios previos
hechos en humanos tratados con acetazolamida. Sorprendentemente, los datos
mostraron que los inhibidores de AC mejoraron la cicatrizacion de las Ulceras
pépticas con 91% a 97% de tasas de curacion, con una sola recaida del 6% en 2
afos (88,92). Por lo tanto, dicha estrategia terapéutica empirica demostro ser eficaz
no sélo en la curacion de Ulceras, sino también en la prevencién de la recurrencia
de éstas. Esto sugiere que probablemente el tratamiento de las Ulceras con
acetazolamida dio lugar a la erradicacion de H. pylori. Curiosamente, los inhibidores
de la a-AC humana como la acetazolamida han sido capaces de inhibir la hpaAC
con constantes (ka) muy bajas (nM), lo que se sugiere una gran afinidad del inhibidor
al sitio activo de la enzima. Asi, los valores obtenidos para la acetazolamida estan
en el rango de 12 a 84 nM (91). Ademas, este grupo llevé a cabo el mismo enfoque
con hpaCA con diferentes sulfonamidas y sulfamatos. Todas estos datos sugieren
que el disefio de inhibidores con actividad contra ambas isoenzimas debe conducir
a la muerte H. pylori y por lo tanto a su erradicacién (90,91). Sin embargo, uno de
los inconvenientes de la utilizacion clinica de sulfonaminas es que inhiben todas las

isoformas de AC de manera no especifica. Esto es un problema muy complejo ya
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gue existe un gran numero de isoformas en muchos tejidos y 6rganos humanos (93)
como hAC Il (isoforma mas abundante fisiologicamente), VI, VII, I1X, Xl y Xl que
ademas son susceptibles de ser inhibidas por sulfonamidas, disminuyendo la
eficacia del farmaco y causando efectos secundarios no deseados.

Por lo tanto, en el proceso de disefio de inhibidores de HpAC uno debe garantizar
que estas nuevas moléculas en lo posible, deben ser altamente especificas y no
clasica, es decir, gue no se basen en las estructuras de sulfonamidas, sulfamatos,
o sulfamidas (68,83,94,95). En este contexto, hoy en dia se conocen distintos
mecanismos para inhibir a las ACs. Recientemente, nuevas moléculas de interés,
ademas de la sulfonamida y sulfamato se han descubierto en base de productos
naturales. Estos comprenden una vasta coleccion de diversas estructuras quimicas
y han demostrado ser una valiosa fuente de nuevos quimioterapéuticos, tales como
fenoles/polifenoles, &cidos fendlicos, cumarinas y sus derivados, y acidos
carboxilicos. (83,96). Dada la creciente importancia de la CA, resulta muy relevante
que de las cumarinas ensayadas, aquellas con grupos OH en 4y 7, tengan valores
de ICso de 0,36 y 0,25 ug/mL, respectivamente. Estas estructuras son inhibidores
de CA mucho mas potentes que los aductos de catequina e incluso en el mismo
orden de magnitud de la acetazolamida. Especificamente, el uso de las cumarinas
y sus derivados ya ha sido reportado y podria ser muy atractivo para el desarrollo
de nuevas generaciones de inhibidores selectivos de la AC (96). Sin embargo, tal
como se explico en la introduccién, hay que considerar que las cumarinas podrian
tener un mecanismo de inhibicién suicida por lo que nuestros resultados deben ser
validados con ensayos de "binding" a la AC y estudios de Docking que simulen la
unién a sitios alternativos y alostéricos dentro de la misma AC. Por otro lado, aunque
los aductos no son tan potentes sobre esta enzima, eventualmente también podrian
ser refinados para disminuir su ICso y los valores de la constante de disociacion (kd).
En efecto, uno de los objetivos del proyecto Fondecyt 1150948, es introducir en los
aductos, grupos coordinadores de Zn para mejorar esta propiedad. Con los
resultados obtenidos en esta seccidn se puede afirmar que la mejor estrategia para
inhibir a las dos enzimas seria usar PACs naturales mas aductos o cumarinas. El

tipo de aducto y/o cumarina a usar requeriria estudios adicionales de SAR, ampliar

58



la libreria de sus derivados y finalmente validar los resultados usando un modelo in

Vivo.

Discusion del efectos sobre la adhesion de H. pylori a células AGS

Una vez que H. pylori llega a la mucosa gastrica y sobrevive el peristaltismo y el
ambiente acido, puede llegar hasta el estbmago mediante una serie compleja de
adhesinas como BabA, SabA (97). Por lo tanto, buscar compuestos capaces de
prevenir o limitar este proceso, podria ser muy Util para prevenir o incluso reducir la
carga bacteriana en el estdbmago. In vivo, 15% a 20% de H. pylori se fija a las células
epiteliales gastricas (98). Por eso, los mecanismos de adhesion resultan ser una
diana molecular muy atractiva para limitar la colonizacion gastrica de H. pylori. Con
respecto a esto Ultimo, las propiedades anti-adherencia de determinados polifenoles
como las PACs se han investigado profusamente. Por ejemplo, el jugo de arandano
se ha estudiado por sus propiedades anti-H. pylori por Burger et al., (2000, 2002)
(99,100). Ellos informaron que los componentes de alto peso molecular de jugo de
arandano son capaces de inhibir la union de H. pylori a sitios especificos
reconocidos tanto en la mucosa gastrica como en lineas celulares. Clinicamente, la
eficacia del jugo de arandano contra H. pylori fue probada en un estudio con 189
pacientes infectados y también en combinacién con los antibiéticos e inhibidores de
la bomba de protones. La mitad de estos individuos (H. pylori positivo por prueba de
urea-13C en aliento) bebieron 250 mL de jugo de arandano diariamente durante 90
dias, mientras que los otros recibieron una bebida placebo. Después de 35y 90
dias, respectivamente, hubo una disminucion significativa de pacientes positivos

para H. pylori en el grupo que ingirié el zumo de arandano rojo (101).

Rohdewald y Beil (2008) (102) demostraron que un extracto rico en PACs de corteza
de pino (Pycnogenol) inhibio la adherencia de H. pylori en forma concentracion-
dependiente a las células AGS. Basado en lo descrito anteriormente, recientemente
nuestro grupo intento evaluar un extracto de cascara de manzana rico en polifenoles
(APPE, 24% PACSs), contra la adherencia de H. pylori y vacuolizacion en células
HeLa (73). Se encontro que el APPE ejerce un doble efecto anti-H. pylori, inhibiendo

59



el proceso de adhesion de las bacterias y su actividad ureasa. El efecto anti-
adherencia de APPE se observo con ICso = 5.3 mg/mL. Los resultados de los
estudios de pregrado, en los cuales se evalud fracciones de Boldo con PACs de
distinto grado de polimerizacion son consistentes con los experimentos de
microscopia de fluorescencia utilizando H. pylori marcado con FITC de (cepa ATCC
43504). Asi, el extracto de Boldo (0,20 mg GAE/mL) claramente limita la adherencia
de FITC-H. pylori a células AGS.

Debido a la complejidad de los mecanismos de adherencia de H. pylori, debe
considerarse la naturaleza de la cepa analizada en este experimento. Asi,
previamente se habia observado cierta diferencia entre el comportamiento de las
cepas de H. pylori J99 y 43504. En comparacion con la concentracion usada para
el extracto de cascara de manzana (10 mg GAE/mL), la concentracién de Boldo
necesaria para reducir hasta un 80% la adherencia de H. pylori es mucho menor, lo

que sugiere que otras sustancias ademas de PACs contribuyen a tal efecto.

Tal como se suponia, la degradacion o depolimerizacion de las PACs tiene
consecuencias negativas para los efectos anti-adherentes. Los productos de
degradacion conocidos como aductos de catequina poseen menor efecto que las
PACs naturales y las cumarinas. Estas ultimas revelan un elevando efecto anti-
adherente, lo que sumado a sus propiedades inhibitorias de CA y ureasa reafirma
su calidad de candidatos para futuros estudios. Cabe mencionar que no se puede
descartar que las cumarinas afecten otros blancos moleculares de la bacteria y que
la disminucion de la adherencia sea en realidad un reflejo de una disminucion en la
viabilidad.
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Discusion del efecto sobre produccion de IL-8 en células AGS

Una de las caracteristicas de la infeccion por H. pylori es su capacidad de promover
un alto grado de infiltracion linfocitica (103). Los neutrofilos y células inflamatorias
mononucleares infiltran la mucosa del estbmago infectado con H. pylori causando
inflamacion y produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Ciertas proteinas
solubles en agua de H. pylori son capaces de primar a los neutréfilos para estimular
una mayor produccion de ROS y quimiocinas (104,105). Satén y colegas (2000)
informaron que la proteina NAP HP es uno de los factores que estimulan la NADPH
oxidasa de los neutréfilos. Especificamente los autores observaron que la
produccién de ROS alcanz6 un maximo entre 40-60 minutos después de la
incubacion. Allen et al., (2005) (106) han reportado que H. pylori puede evadir el
efecto bactericida de la ROS cuando estimulan los neutrofilos, causando dafio a la
mucosa gastrica del hospedador. Esto ultimo se explicaria por el hecho de que H.
pylori causa un ensamblaje anémalo del complejo funcional NADPH oxidasa en la
membrana celular y no en el fagosoma. Especificamente, mientras que
flavocitocromo b558 puede ser adquirido por los fagosomas, las subunidades
p47phox o p67phox no pueden ser reclutadas eficientemente. No se han identificado
los factores responsables de este tipo de evasion. Otros autores sugieren que la
adhesina SabA de H. pylori podria jugar un papel preponderante como factor de
activacion de neutrofilos, lo que vincula el proceso de adherencia con la inflamacién
(107). Este dltimo mecanismo de evasion promueve dafio adicional a la mucosa
gastrica. Con respecto a esto, en trabajos anteriores, en el laboratorio de
Farmacognosia se comprobé que los polifenoles de céscara de manzana
(flavonoides y procianidinas) mejoran el dafio inflamatorio observado en los
primeros pasos de la colonizacion de H. pylori. Por lo tanto, pensamos que los
compuestos mas especificos y potentes como las que se prepararon en esta tesis,
podrian suprimir este dafio inflamatorio mas alla de primeros pasos de la infeccion
por H. pylori mediante inhibicion de la adherencia y la expresion de sefiales
proinflamatorias. Varios trabajos apoyan efectos antiiflamatorios, antioxidantes y
antiproliferativos de los aductos de catequina y epicatequina. Por ejemplo, los

cisteamina/cisteina-derivados de catequina y epicatequina inhiben liberacién de IL-
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1B desde células sanguineas estimuladas con LPS (108). Para estos derivados, se
observaron efectos citotoxicos in vitro en concentraciones mas altas que la
concentracion a la cual se vieron los efectos antioxidantes (109). En otro estudio,
los aductos 4B-(2-aminoethylthio) 3-O-galato de epicatequina y 4B-[S-(N-Acetyl-O-
metil-cisteinil)] epicatequina 3-O-galato mostraron potente efecto antioxidante en
células HT29, HaCaT y HT3, (110,111,112). Por otra parte, estudios recientes han
demostrado que los derivados de floroglucinol y resorcinol de catequina y
epicatequina son mas potentes inhibidores de la ribonucleasa A que los compuestos
parentales. Dichos compuestos fueron capaces de inhibir el proceso de
angiogénesis; por lo tanto, podrian ser candidatos potenciales para la supresion del
crecimiento y metastasis de tumores solidos (113). Con el fin de evaluar cambios
en la solubilidad en lipidos de estos conjugados, se evalud su absorcion percutanea.
En este estudio, el aducto epicatequina-cisteamina muestro mejor penetracion de la
piel (humanay piel de cerdo) que el conjugado de cisteina-epicatequina (114). Estos
resultados sugieren que las propiedades ADME deben evaluarse en el caso de que

estos conjugados sean administrados por via oral.
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VIl. CONCLUSION

e Se elabordé compuestos semisinteticos a partir de PAC de extracto de boldo
mediante ataque nucleofilico en medio acido con pirogalol, floroglucinol y
resorcinol, se obtuvo los aductos respectivos catequina-pirogalol, catequina-
floroglucinol y catequina-resorcinol, Ademas, mediante sintesis se elaborard un
set de cumarinas (JS-CU-3, JS-CU-4, JS-CU-6, JS-CU-7, JS-CU-11, 4-
hidroxicumatina, 7-hidroxicumatina, 7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina).

e Los compuestos elaborados se purificaron y aislaron mediante cromatografia
preparativa en columna (HPLC) y de particion por centrifugacion (CPC).

e Los compuestos elaborados fueron caracterizados mediante HPLC-DAD-ESI-
MS/MS para los aductos y mediante las técnicas FT-IR, NMR y MS para las
cumarinas.

e Luego evaluo las propiedades inhibitorias frente a ureasa y AC de H. pylori de
los compuestos elaborados, presentando mayores efectos inhibitorios de ureasa
los aductos y mayores efectos inhibitorios de AC las cumarinas.

e Finalmente se evaluo la capacidad de impedir la adhesion de H. pylori en células
AGS, presentando todos los compuestos robados una gran actividad, llegando
incluso a un 80%de inhibicion de la adherencia, ademas, los compuestos
presentaron propiedades favorables frente al componente inflamatorio siendo

capaces de inhibir en alguna medida la IL-8
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