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RESUMEN

H. pylori es conocido porque infecta la mucosa gastrica humana de la mitad de la
poblacién mundial y se asocia directamente con patologias como gastritis, linfoma de
MALT, ulcera péptica y cancer gastrico. A pesar de que existe un tratamiento
antibiético con aceptables tasas de recuperacion, la resistencia bacteriana va en
aumento. Por este motivo es necesaria la busqueda de nuevos tratamientos contra
H. pylori. Actualmente se reconoce que productos naturales como las
proantocianidinas (PACs) poseen efecto anti-H. pylori, ayudando a inhibir el efecto de
ciertos factores de virulencia de H. pylori como la ureasa y anhidrasa carbdnica (AC)
las cuales estan encargadas de neutralizar el entorno acido del estémago, lo que
permite su supervivencia. También estos compuestos han sido evaluados como

potentes inhibidores de la adherencia bacteriana al epitelio gastrico.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de procianidinas naturales y sus
derivados semi-sintéticos sobre factores de virulencia de H. pylori y estudiar si dichas
moléculas ejercen un efecto protector frente a la infeccion in vitro. Estos derivados
semi-sintéticos fueron preparados por ataque nucleofilico a partir de PACs naturales
(cascara de palta) con los agentes pirogalol y resorcinol. El aislamiento de las
procianidinas naturales y sus derivados semi-sintéticos se llevd a cabo mediante
cromatografia de particion centrifuga (CPC), las muestras obtenidas fueron
identificadas por cromatografia en capa fina (TLC) y cromatografia liquido con
espectrometria de masas (LC-MS). Con las muestras obtenidas se determiné la
concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracién minima bactericida (CMB) en
medio liquido. La viabilidad bacteriana fue monitoreada a través de la cuantificacion
de los niveles de ATP. Posteriormente se realizaron ensayos sobre la actividad
ureasa y AC de H. pylori. Finalmente se probaron estos PACs y aductos sobre la
adherencia de H. pylori y la inflamacion promovida en células AGS. Debido a la

naturaleza polifendlica de PACs y aductos se evalué su capacidad de eliminar la
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produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) en neutrofilos estimulados por

H. pylori.

De todos los compuestos utilizados, el derivado de pirogalol present6 la menor CMI y
logré comprometer tempranamente y en mayor grado la viabilidad bacteriana. Todos
los compuestos mostraron ser buenos inhibidores de las enzimas ureasa y anhidrasa
carbonica, siendo el derivado de pirogalol el que logr6 un mayor porcentaje de
inhibicion, en todos los casos se observd un efecto tiempo-dependiente. En los
ensayos sobre células AGS se observd que los compuestos reducen
significativamente la adherencia de H. pylori y la produccion de IL-8. Ademas se
encontré que estos compuestos lograron inhibir la produccion de ERO en neutrofilos
estimulados con H. pylori. En todos los ensayos nombrados se observé que el efecto

de estos compuestos es concentracion-dependiente.

ABSTRACT

It is known that Helicobacter pylori infects the stomach of approximately the half of
the world’s population and its presence is related with gastric pathologies like
gastritis, MALT lymphoma, peptic ulcer and gastric cancer. Despite the existence of a
consensual treatment with antibiotics and acceptable recovery rates, bacterial
resistance is increasing. For this reason, it's necessary to search news molecules
with potential against H. pylori. Recently is recognized that natural products such as
pronthocyanidins (PACs) possess an anti-H. pylori effect associated with its ability to
neutralize certain virulence factors like the bacterial enzymes urease and carbonic
anhydrase (CA). Both enzymes helps H. pylori to neutralize the acidic environment of
the stomach, allowing it to survive for decades. Also, PACs have been evaluated as

potent inhibitors of the pathogen adherence to gastric mucosa.

Xiv



The aim of the present study was to evaluate the effect of natural proanthocyanidins
(PACs) compared with its semi-synthetic derivatives on H. pylori’s virulence factors
and to study if such molecules have protector effects upon in vitro infection. These
semi-synthetic derivatives were prepared by nucleophlic attack of natural PACs (from
avocado peels), with pyrogallol and resorcinol. Isolation of PACs and its semi-
synthetic derivates was performed through CPC, and further identification was done
by TLC and LC-MS. For these new compounds, CMI and CMB were determined in
liquid media. Also, bacterial viability was monitored through ATP level quantification.
Later, inhibition assays were performed upon urease and carbonic anhydrase. Finally,
the effect of PACs adducts on the adherence of H. pylori to AGS cells was tested
using FITC-Labeled bacteria. In the same cell model the synthesis of pro-
inflammatory IL-8 was also assessed. Additionally, due to the polyphenolic nature of
PAC-adducts we evaluate its ability to scavenge the ROS production in H. pylori-

stimulated human neutrophils.

Of all compounds used, epicatechin-pirogaloll adduct presented the lowest MIC. This
latter compound promoted an early reduction in bacterial viability. All compounds
shown to be good inhibitors of urease and carbonic ahhidrase enzymes, being
epicatechin-pirogaloll the one that reach the greater inhibition percentage. In the AGS
cells assays, all compounds reduce significantly the H. pylori adherence and IL-8
production. Also it was found that this compounds inhibit ROS production in H. pylori-
stimulated neutrophils. In all cell assays, a concentration-dependent effect was
observed.

XV



1. INTRODUCCION

1.1- Helicobacter pylori

Esta bacteria fue incorporada a la comunidad cientifica gracias a los trabajos
realizados por Robin Warren y Barry Marshall, lo que les signific6 obtener el premio
nobel en Fisiologia y Medicina en el afio 2005. El afio 1982 Warren y Marshall
lograron aislar Helicobacter pylori (H. pylori) 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 relacidén existente entre H. pylori y
las dolencias gastricas (Ahmed, 2005), por esto Marshall en 1984 decide auto-
infectarse. Al séptimo dia comenzaron nauseas y vOmitos, la segunda biopsia
evidencié la presencia de la bacteria, luego inici6 un tratamiento con sales de
bismuto y Metronidazol, y en la 3° endoscopia realizada pasado un mes finalizado el
tratamiento demostré que las bacterias habian desaparecido de su mucosa gastrica
(Marshall et al., 1985).

Es asi como con el paso de los afios se ha ido estudiando mas en detalle esta
bacteria asociandola con gastritis y con enfermedades como la Ulceras
gastroduodenal y el cancer gastrico, llegandose incluso, en el afio 1994 a declararla
como agente carcindgeno tipo | para los seres humanos por la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (IARC), perteneciente a la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) (IARC, 1994).

H. pylori es un bacilo espiralado, Gram negativo y microaerdfilo, que se encuentra en
la mucosa gastrica del estomago humano, su tamafio es de 0.5 a 1.0 micras de
ancho y 3 micras de largo, puede tener de 4 a 6 flagelos unipolares fundamentales
para su movilidad de 2.5 a 4.5 micras de longitud (Moncayo et al., 2012) tiene
morfologia espiral en forma de sacacorchos cuando se encuentra en la mucosa

gastrica y menos espiral cuando crece en medios de cultivo artificiales. Esta forma



espiralada se puede perder en los cultivos mas viejos o sometidos a condiciones
desfavorables para su crecimiento, adoptando la forma cocoide (Amieva, 2008). Esta
transformacién depende del tiempo de cultivo, del cambio de concentracién de
oxigeno en el medio ambiente, tratamiento a antibidticos y del acceso a nutrientes,
entre otros factores (Neng et al., 2013). La temperatura de crecimiento Optima para
su multiplicacion es de 37°C en condiciones de microaerofilia y una concentracion
aproximada de CO, del 10%. El cultivo in vitro de H. pylori tiene un pH éptimo de
crecimiento cercano a 7 y se requiere medios suplementados con suero o sangre
entre el 5-10%, los cuales actian como fuentes adicionales de nutrientes (Fauci et
al., 2009).

H. pylori tiene una gran importancia a nivel mundial, tanto por su prevalencia como
por las patologias que provoca (lzquierdo et al., 2015), es probablemente la mas
comun de las infecciones bacterianas crénicas de los seres humanos. Su prevalencia
mundial es cercana al 50% y es mayor aun en los paises subdesarrollados, aqui la
infeccion es corrientemente adquirida en la nifiez y en ausencia de tratamiento puede
persistir toda la vida (Chavez et al., 2011). Especificamente en Chile, la prevalencia
de H. pylori alcanza un 73% en adultos asintomaticos y se ha asociado altamente al
desarrollo de cancer gastrico. Chile ocupa el quinto lugar a nivel mundial de los
paises con mayor incidencia de cancer gastrico, siendo este ultimo la segunda causa

de muerte a nivel mundial (Ferreccio et al., 2007).

La infeccion por H. pylori ocurre en casi todo el mundo, pero la prevalencia varia
mucho entre paises y entre cada grupo de poblacion dentro de un mismo pais,
relacionandose directamente con el status socioecondmico de la poblacién. Algunos
factores que se asocian con alta incidencia de la infeccion son hacinamiento en la

vivienda y ausencia de agua potable en el hogar (Gonzalez et al., 2006).

Se acepta su participacion en la causalidad de gastritis, Ulcera péptica, linfoma de

MALT e incluso se asocia el desarrollo del cancer gastrico (Mendes, 2014). A pesar



de la alta prevalencia de la infeccion por H. pylori, s6lo una minoria de individuos
infectados desarrolla una patologia severa maligna. Esto puede deberse a la
diversidad genética entre individuos, a factores ambientales, como tipo de dieta,
edad de la primera infeccion y a factores de virulencia especificos de la bacteria
(Garcia et al., 2006). Pacientes con una elevada produccion 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 estdbmago, que los
puede llevar a Ulcera géastrica e iniciar una secuencia de los eventos que en raros

casos produce adenocarcinoma gastrico (Suerbaum & Micheti, 2002) (Fig. 1.1)

Inteceién por H pylori

Giastritis eréniea superficial

Enfermedad Gastritis erénica

uleerosa atréfica

Ciastritis
crénica
superficial

Enfermedad
gastrica
linfoproliferativa

Adenocarcinoma
gastrico

Figura 1.1: Formas clinicas de la infeccion por H. pylori. Fuente: Gonzalez et al., 2006,
Acta Gastroenterol. Latinoam, 40:206-210.

1.2 Principales factores de virulencia presentes en H. pylori

Entre los factores que modulan la virulencia o supervivencia de H. pylori estan

aguellos que desempeiian un rol para la colonizacion y permanencia en el epitelio



gastrico, como lo son, los flagelos que le dan movilidad al microorganismo
permitiéndole penetrar la capa de mucina (Geis et al., 1993), las enzimas ureasa y
anhidrasa carbonica permiten la neutralizacion del medio acido del estomago, las
enzimas catalasa y superéxido dismutasa que previenen la fagocitosis y la muerte de
este microorganismo, y las proteinas de membrana externa, lipopolisacérido y
adhesinas (SabA, BabA) (llver et al., 1998), 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 que actia digiriendo los fosfolipidos en las
membranas celulares, la citotoxina vacuolizante (VacA), la alcohol deshidrogenasa y
la isla de patogenicidad (CagA) el gen cagA pertenece a la isla de patogenicidad cag
(PAI), que codifica un sistema de secrecién de tipo IV (T4SS), un dispositivo de pilus
de tipo aguja que proporciona proteinas efectoras tales como la oncoproteina CagA

en el citoplasma de las células epiteliales gastricas (Castillo et al., 2004).

1.3 Induccidn de especies reactivas del oxigeno (ROS)

Inicialmente las bacterias necesitan penetrar en el organismo hasta llegar a la zona
donde van a persistir y producir su efecto patdogeno (Allen, 2008). A la entrada de
bacterias patdgenas, los neutréfilos en el cuerpo inmediatamente fagocitan a las
bacterias para formar fagosomas. En éstas estructuras los neutréfilos matan a los
patégenos invaginados por la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y
enzimas proteoliticas. La produccion de ROS es catalizada por la nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa; Nox) en la membrana celular
(Machado et al., 2010). Este sistema se encuentra conformado por 5 subunidades
proteicas, 3 de ellas (p40phox, p47phox y p67phox) se encuentran en el citoplasma
formando un complejo macromolecular, mientras que el resto (gp91phox y p22phox)
estan localizadas en la membrana de los fagolisosomas y la membrana plasmatica,

donde constituyen un heterodimero llamado flavocitocromo b558.



La activacion del mismo da comienzo al fendmeno llamado “estallido respiratorio”,
gue se caracteriza por la liberacion de ROS. Tras la activacion fagocitica, grandes
cantidades de MPO (Mieloperoxidasa) activa se secretan en los fagosomas, y éste
cataliza la produccion de &cido hipocloroso altamente bactericida (HOCI) con H,0, e
iones cloruro (CI) como sustratos. Aparte de HOCI, MPO cataliza la formacién de
otras especies moleculares reactivas tales como radicales tirosilo, aldehidos y quizas
radicales hidroxilo (OH+) y oxida el 6xido nitrico (NO¢) para producir nitrito. Cada uno
de estos productos pueden activar directamente o indirectamente cascadas de
sefalizacion celular o reaccionar adicionalmente para inducir la lesién celular tanto

de las especies invasoras y el tejido huésped (Uberti et al., 2013) (fig 1.2)

Desde el descubrimiento de H. pylori las investigaciones se han centrado en aclarar
el papel preciso de esta bacteria en la patogénesis géastrica. En particular, los
mecanismos responsables para el desarrollo de gastritis crénica que activan el
carcinoma gastrico han sido estudiados por muchos investigadores. La gastritis
puede progresar a cancer gastrico, y se cree actualmente que el cancer gastrico se
debe a multiples factores, incluyendo el estrés oxidativo y las toxinas ambientales,
que aumentan las tasas de mutacion de ADN. Se ha observado exceso de la
produccién de ROS / RNS en la mucosa gastrica humana infectada con H. pylori
(Handa et al., 2010; Herrera et al., 2009), lo que se correlaciona directamente con
dafio histologico de la mucosa. Tras la infeccién, H. pylori causa fuerte inflamacién
en la mucosa gastrica. Sin embargo, el sistema inmunitario humano no puede
eliminarla, y logra sobrevivir en el estbmago e inducir inflamacién crénica con una
marcada infiltracion de neutréfilos polimorfonucleares. Una de las razones para este
fenbmeno es que H. pylori es basicamente no invasiva, y por lo tanto el huésped
tiene una respuesta inflamatoria inducida por el sistema inmune que no siempre

reconoce a H. pylori (Machado et al., 2009).



La actividad de la ureasa también puede ser responsable indirectamente del dafio
tisular mediante su interaccion con el sistema inmune, estimulando el estallido
respiratorio de neutréfilos. Ello se ha demostrado experimentalmente con células
intactas de H. pylori, las cuales son capaces de estimular e inclusive causar una
activacion  directa del estallido respiratorio de leucocitos, neutrofilos
polimorfonucleares y monocitos; ademas ejerce accion quimiotaxica sobre otras
células inflamatorias mediante liberacion de citoquinas proinflamatorias e
intermediarios del oxigeno reactivo que colaboran con el proceso inflamatorio (Bryk
et al., 2000).
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Figura 1.2: Producciéon de ERO en mucosa gastrica infectada con H. pylori. Fuente:
Handa et al., 2010, Inflam. Res. 59: 997-1003.

1.4.- Ureasa y Anhidrasa carbdnica en la patogénesis de H. pylori

Una de las enzimas mas importantes para H. pylori es la ureasa, la cual es esencial
para la colonizacibn gastrica ya que neutraliza la acidez, lo que permite la

supervivencia bacteriana (Hong et al., 2003). El jugo gastrico normal posee un pH <



3, el cual le confiere un caracter bactericida capaz de eliminar a muchas de las
bacterias que llegan al estbmago con la ingesta de agua y alimentos. La colonizacién
de la mucosa géstrica por H. pylori implica la capacidad de esta bacteria de
sobrevivir en ese ambiente acido. Asi, la clave para la adaptacion al pH gastrico
reside en la produccion de ureasa (Chavez et al., 2011). La mayor parte de la ureasa
(urea amidohidrolasa) se encuentra en el citoplasma bacteriano y s6lo una pequefa
cantidad se encuentra en la superficie de la célula bacteriana. Esta enzima tiene un
pH 6ptimo entre 7,5 y 8,0 y se inactiva irreversiblemente por debajo de pH 4,0 o pH
3,0 (Hong et al, 2003). La ureasa (urea amidohidrolasa: EC 3.5.1.5) cataliza la

hidrolisis de la urea para producir amoniaco y carbamato (Kot et al., 2011).
H,N-CO-NH, + H20 UREAS NH; + H,N-C(O)OH

Este Ultimo compuesto espontaneamente se descompone para formar otra molécula

de amoniaco y acido carbonico.

HN-C(O)OH + 2H,0 ) NH, + H,CO;

En soluciones acuosas, el acido carbonico 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 (Mobley et al., 2001),
proporcionandole un pH casi neutro a la periferia de la bacteria lo que le permite
evadir las propiedades bactericidas del acido clorhidrico presente en el estbmago.
Ademas las altas concentraciones de amonio alteran la biosintesis del mucus
gastrico causando lesiones en el tejido local de la mucosa gastroduodenal,

especialmente en las uniones intracelulares (Moncayo et al., 2012)

H,CO3 mmmmm)h HY + HCO3
2NH; + 2H,0 ) INH," + 20H



Como fue mencionado anteriormente, el hidréxido de amonio generado durante la
hidrélisis de urea contribuye significativamente al dafio histolégico asociado con esta
infeccion, aunque debe enfatizarse que directamente el amonio no es téxico, si no
que el dafio infringido es el resultado del ion hidroxido generado por el equilibrio del
amonio con el agua. Este desdobla el moco géstrico, haciéndolo mas fluido, con lo
cual la bacteria puede desplazarse mas facilmente para ganar los espacios
intercelulares. En la capa de moco funciona uno de los mecanismos que protegen la
mucosa del propio acido, lo cual se conoce como el gradiente de bicarbonato, por lo
tanto, al licuarse el moco se pierde parte de esa proteccion lo que colabora en la
formacion de la gastritis. (Krajewsk, 2011).

La actividad de la ureasa también es dependiente de la afluencia de urea, que es
controlado por una porina situada en la membrana externa y el canal Urel, lo que
aumenta aproximadamente 300 veces la difusion de urea al citoplasma de H. pylori

cuando el pH cae a niveles criticos (Bury -Moné et al., 2001).

La ureasa es la enzima mas estudiada de todos los productos génicos de H. pylori,
pesa 600 kDa, es codificada por siete genes (ureA a ureG) Yy representa alrededor
de 2-16% del total de sus proteinas celulares (Fahey et al., 2013). 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 (Lam et al., 2010) (fig. 1.3)

Ademas esta enzima cumple un rol en la quimiotaxis, ya actta reclutando a los
macrofagos infectados en el estbmago y también regula la fagocitosis a través de su
capacidad para retardar la opsonizacion. Aparte de lo mencionado anteriormente
esta enzima también se utiliza para la identificacion taxondmica, para el diagndstico y

el seguimiento después del tratamiento (serologia), y es un uno de los principales



objetivos farmacoldgicos de las nuevas investigaciones (Amtul et al., 2002; Schwartz
et al., 2006).

2NH, + CO,

Carbamate + NH,

{ H
@" g Ny
K- OY
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Figura 1.3. Conformacién aminoacidica del sitio de activo enzima ureasa. Fuente:
Amtul et al., 2002, Curr Med Chem, 9(6): 1323-1348.

Recientemente se ha establecido que la ureasa no es la Unica enzima que H. pylori
utiliza para neutralizar el HCl y lograr prevalecer en la mucosa gastrica. Se sabe que
la AC (anhidrasa carbonica) también conocida como carbonata deshidrogenasa de
esta bacteria actla cooperativamente con la ureasa, ayudando a neutralizar el pH del
entorno por medio de la produccion de bicarbonato (Marcus et al., 2005) (Fig. 2).

Existe una estrecha relacién entre la ureasa y AC, que permiten a esta bacteria



realizar un control fino del pH circundante. De hecho, H. pylori esta dotado con
sistemas sensores de pH (HP0244, ARS, ExDDb) que le permiten detectar cambios en
el pH y ensamblar mas ureasa para producir amoniaco citoplasmatico (Scott et al.,
2010; Wen et al., 2009).

La AC es una metaloenzima que contiene un cofactor de Zn*? en su sitio activo, y
cataliza la conversion rapida de didxido de carbono y agua a bicarbonato y protones
H+y HCO;3- (CO; + H,O & + HCOg3- + H+) (Mayank et al., 2013). EI mecanismo de
accion de AC se puede separar en dos fases, en la primera un hidroxilo unido al
atomo de Zinc del AC reacciona con el carbonilo del CO, para formar una molécula
de HCOs3- que queda unida al Zinc, el HCOg3- posteriormente es desplazado mediante
hidrélisis 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. (Alterio et al., 2012).

En literatura se mencionan seis grupos de estas metaloenzimas: a-, p-, y-, 6-, (-, n-
ACs. La a-AC se expresa en los vertebrados, protozoos, algas, plantas verdes y
bacterias; B-AC en las plantas y los procariotas; y-AC en arqueas; 8-AC y (-AC se
expresan en diatomeas marinas; y n en protozoos. La mayoria de los grupos utilizan
de cofactor en el sitio activo el Zn*2. Las AC han sido ampliamente estudiadas, en
especial las ACs humanas (hAC). Esto se debe a que participan en muchos procesos
fisiologicos o patoldgicos. Los seres

humanos presentan la AC de tipo a las que se subdividen en 16 isoformas que varia
segun la localizacion y actividad. Principalmente, las isoformas de AC | y Il son las
mas estudiadas por su alta distribucion en el organismo y su participacién en
procesos patolégicos (Pastorekova et al., 2004; Supuran, 2008; 2010; 2011 y 2015).

H. pylori cuenta con dos AC, una citoplasmica (HpBCA) y una periplasmica (HpaCA),
un grupo de investigadores clonaron inicialmente la HpaAC. Este grupo informé que
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la HpaAC tenia una actividad catalitica similar a la hACI (Chirica et al., 2001), y
posteriormente (Chirica et al., 2002), describieron el tipo de estructura de la HpaAC e
informaron que compartian un 28% de identidad con la secuencia de la hACII. La
HpaCA esta compuesta por un dimero que contiene dos monémeros esencialmente
iguales a diferencia de las AC de mamiferos ya que son de tipo monoméricas. Cada
monomero presenta 226 residuos aminoacidicos (Compostella et al., 2015). HpaAC
muestra cierta similitud con otras estructuras de a-AC bacterianas ya estudiadas
incluyendo un 39% de identidad con Sulfurihydrogenibium yellowstonense (Di Fiore
et al., 2013), un 37% de identidad con Thermovibrio ammonificans en las secuencias
(James et al, 2014) y un 36% de identidad en las secuencias con Neisseria
gonorrhoeae (Huang et al.,, 1998). También HpaAC muestra una similitud
relativamente alta con la hAC, de un 36%, pese a que hay una larga distancia

evolutiva entre estas dos especies.

El disefio de inhibidores de la AC ha sido ampliamente estudiado por estar implicada
en distintas patologias (Frost & McKenna, 2014; Supuran, 2015; Lomelino et al.,
2016). La inhibicion de las hAC tiene aplicaciones en el desarrollo de drogas
antiglaucoma, anticonvulsivantes y antitumorales, recientemente se ha descrito su
posible aplicacibn como agentes antifingicos y antibacteriales. La AC es
clasicamente inhibida por los compuestos que presentan un grupo de unién a zinc,
entre los diversos inhibidores se destacan sulfonamidas, sulfamidas y 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. En seres humanos, soélo las isoformas de AC tales como AC II, VI, VII, IX, Xl y

XIII son susceptibles de ser inhibidas por sulfonamidas (Chirica et al., 2001).

Al igual que las a-ACs de otras especies, HpaAC es inhibida por las sulfonamidas, en
particular por la acetazolamida (Chirica et al.,, 2002; Marcus et al., 2005;
Shahidzadeh et al., 2005; Nishimori et al., 2006; 2007). Por lo tanto, uno de los

inconvenientes de la utilizacion de sulfonamidas es que inhiben todas las isoformas
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de AC de manera no especifica, ademas, existe un gran numero de isoformas en
muchos tejidos y 6rganos humanos (Supuran, 2010) como hAC Il (isoforma mas
abundante fisiologicamente), VI, VII, 1X, Xl y XIII 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 HpaAC debe garantizar que estas nuevas moléculas en lo posible,
sean altamente especificos y no clasica, es decir, que no se basen en las estructuras
de sulfonamidas, sulfamatos, o sulfamidas (Compostella et al., 2015; Supuran, 2015;
Marcus et al., 2016; Pastene et al., 2016).

Durante el ultimo tiempo se estan investigando compuestos fendlicos que actuarian
frente a AC de algunas bacterias como H. pylori, se cree que estos no se unirian
directamente al Zn del sitio activo como la mayoria de los inhibidores sino que
interactian con una molécula de agua unida al Zn a través de un enlace puente de
hidrogeno (Sethi et al., 2011).

1.5 Rol cooperativo de la ureasa y Anhidrasa Carbdnica en la patogénesis de
H. pylori

Como fue mencionando anteriormente, esta enzima actla cooperativamente con la
ureasa, ayudando a neutralizar el pH &cido del entorno por medio de la produccién
de bicarbonato (Chirica et al., 2001; Marcus et al., 2005; Scott et al., 2007). En la
figura 1.4 se observa el mecanismo de aclimatacion acida de H. pylori, el cual esta
dotado de un sistema sensor de pH (HP0244, ArsRS) (Scott et al., 2010; Marcus et
al., 2012, Marcus et al., 2016), que se activa cuando se expone a acidez.

Estos activan la sobre regulacion de los genes que contribuyen en aumentar la
actividad ureasa mediante la conversién de la apoenzima en ureasa activa (Mobley
et al., 1995; Sachs, 2003; Sachs et al.,, 2006). A su vez el canal Urel, por la

activacion del pH acido se abre y aumenta la difusion de urea en el citoplasma por al
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menos 300 veces. Esta difusion rapida mediada por Urel conduce a la maxima
actividad de la enzima ureasa (Voland et al., 2003; Sachs et al., 2006) hidrolizando la
urea a acido carbénico y amoniaco. El amoniaco difunde por la membrana interna
para neutralizar los iones H”, convirtiéndose en amonio, para mantener el pH neutro.
También difunde a través de la membrana externa para neutralizar la acidez del
medio y puede neutralizar los protones que entran en el citoplasma (Sachs et al.,
2006; Scott et al., 2007; Marcus et al., 2009). Sin embargo, no es un tampoén
suficiente para mantener el entorno neutro, especificamente del periplasma. Es por
ello que la AC cumple un rol muy importante y est4 estrechamente relacionada,
debido a que mantiene el pH peripldsmico del ambiente acido del estbmago (Marcus
et al., 2005).

H. pylori cuenta con dos AC, una citoplasmica (HpBAC) y una periplasmica (HpaAC)
que poseen ciertas modificaciones que le permiten su ubicacién en la membrana
interna de la bacteria con el sitio catalitico frente al periplasma (Chirica et al., 2002).
La HpBAC es quien toma el producto de la hidrélisis de la urea, especificamente
H,COg, y lo convierte en CO,y H,O. Estas moléculas (CO, y NH3) difunden a través
de la membrana interna hacia el periplasma, donde el CO; es tomado por la HpaAC y
es convertida a HCO3; y H' y este reacciona con el producto NH3. El bicarbonato
amortigua el periplasma para mantenerlo a un pH 6,1 y actuar como una barrera
evitando que el acido del medio gastrico llegue al interior de la bacteria (Sachs, 2005;
Scott el at., 2007; Marcus et al., 2012). Cabe destacar que la isoforma citoplasmica

tiene una actividad catalitica 3,2 veces mayor que la de a-AC
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Figura 1.4: Rol de la ureasa y Anhidrasa Carbdnica en la regulacion del pH de H.
pylori. Fuente: Adaptado de Supuran, 2008 Nat Rev Drug Dis, 7:168-181.y Scott et
al., 2007, J. Bacteriol, 192(1):94-103.

1.6. Adherencia como estrategia para la colonizacion

Luego que H. pylori logra llegar al estbmago, una estrategia importante para que
permanezca en la mucosa gastrica humana es la adherencia, esto es un primer paso
en la colonizacién y permanencia en el epitelio gastrico. H. pylori coloniza la mucosa
gastrica de humanos al adherirse y penetrar en la capa de moco que cubre el epitelio
gastrico (Oleastro & Ménard, 2013). Esta colonizacion del estdbmago provoca
respuestas inmunes humorales y celulares que en la mayoria de los casos no dan
lugar a la eliminacion de la bacteria. La bacteria ha desarrollado un conjunto Gnico de
factores, apoyando su supervivencia y persistencia éxito en su nicho ecolégico, a lo

largo de la vida del individuo, si no es tratada.
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H. pylori se adhiere a las células epiteliales a través las adhesinas las cuales son
proteinas bacterianas, que estan implicadas en las etapas iniciales de la colonizacion
por medio de la interaccion entre la bacteria y la superficie de la célula huésped
(Backert, 2011). H. pylori se une con adhesinas que son proteinas de superficie
(OMPs), algunas de éstas son BabA, SabA, AlpA/B, OipA, Hop Z, HomB. BabA
(blood antigen binding adhesion) OMP28 (~ 80 kDa) es la principal adhesina, esta se
une a las células epiteliales gastricas a través de los antigenos de Lewis Le”
(Mahdavi et al., 2002), este antigeno se expresan en la superficie de mucinas (MUC1
y MUCS5B) y las células epiteliales gastricas (Aspholm et al., 2004). Llamé la
atencion, el primer aislamiento de una cepa portadora del gen babA2, en aislados
clinicos de H. pylori en Chile, gen que codifica para la proteina BabA, que se ha
asociado con mayor adherencia y patologias mas severas (Garcia et al., 2006).
Tanto in vitro e in vivo revelaron que la adhesién mediada por BabA a Le ° en la
superficie epitelial es un potenciador de la actividad del sistema de secrecion T4SS
de H. pylori, desencadenando asi la transcripcibn de genes que aumentan la
inflamacion, el desarrollo de metaplasia intestinal, y las transformaciones
precancerosas asociadas (Ishijima et al., 2011). Sorprendentemente, un estudio
realizado, demostré que un pequefio grupo de cepas que producian bajos niveles de
BabA y que carecen de unién a Le® eran mas propensos a estar asociados con un
aumento de la inflamacion de la mucosa y con resultados clinicos graves (Fujimoto et
al., 2007)

SabA (sialic acid binding adhesin) OMP17 (~ 70 kDa) la segunda adhesina mejor
caracterizada (Walz et al., 2009), se une al antigeno de Lewis-X (Le ), SabA al igual
gue BabA participa en la unién de H. pylori a la mucina salival MUC5B, pero en
menor medida. Varios estudios mostraron que la adhesion de H. pylori a la mucosa
gastrica desempefia un papel fundamental en el resultado de la infeccion. Al llegar H.
pylori, neutrofilos y monocitos se infiltran en la mucosa géastrica. SabA de H. pylori no

opsonizado se une especificamente a los neutrofilos a través de los hidratos de
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carbono sialilados. Como consecuencia, los neutréfilos estimulados producen
especies reactivas de oxigeno causando dafio oxidativo del epitelio gastrico, lo que
demuestra que Saba es sin embargo un cierto factor de virulencia (Nufiez et al.,
2006).

Tras su adhesion a la mucosa, H. pylori secreta toxinas de naturaleza peptidica,
como son VacA y la CagA (propias del H. pylori), ambas son capaces de actuar
localmente sobre el epitelio blanco. Si bien H. pylori logra asociarse al epitelio
géastrico con bastante éxito, una vez ahi debe lidiar con la primera linea de defensa

constituida por la inmunidad innata.

1.7 Terapia antibidtica y nuevas alternativas para el tratamiento contra H.
pylori

El tratamiento triple estandar en base a un inhibidor de la bomba de protones (IBP)
mas dos antibiéticos (amoxicilina, claritromicina o metronidazol) en esquemas de 7 a
14 dias ha sido recomendado como de primera linea en los diferentes consensos
(Martinez et al., 2014). Datos recientes muestran un descenso del éxito de la
erradicacion con la triple terapia estandar llegando solo al 60%, debido
fundamentalmente a la creciente resistencia a los antibiéticos, en especial a la
claritromicina (Dacoll et al., 2014). La resistencia antibiética varia segun las
diferentes areas geograficas, por lo cual es importante considerar las tasas de
resistencia de cada pais en el momento de elegir el plan antibidtico (Graham et al.,
2010).

La resistencia al metronidazol en Uruguay es de 36%, en Chile de 44,9% y en
México de 76,9%, en tanto que la resistencia a la claritromicina en Uruguay es de
12%, en Chile de 20% y en México de 24% (Torres et al., 2009; Vallejos et al., 2007;

Camargo et al., 2014). Cuando el indice de resistencia a la claritromicina en la region
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es mayor de 15% a 20%, no deberia emplearse el triple plan estandar (Malfertheiner
et al.,, 2012). El ultimo conceso de Maastricht V se confirma que las tasas de
resistencia de H. pylori a los antibioticos estan aumentando en la mayoria de las
partes del mundo, mientras que las tasas de erradicacion han disminuido. Por lo
tanto, las recomendaciones para el tratamiento de H pylori que surgen de los

consensos deberan adaptarse a cada area geogréfica.

El consenso 2016 indica que una vez que se detecta H. pylori debe tratarse
inmediatamente. Dado el descenso de la eficacia de la triple terapia estandar, surgen
tratamientos alternativos para la infeccion por: terapia secuencial, concomitante,
cuadruple con y sin bismuto, y triple con nuevas drogas como levofloxacina,
moxifloxacina o rifabutina (Gisbert et al., 2013; Malfertheiner et al., 2016).

El consenso Mastricht 2016 recomienda que la triple terapia con PPI-claritromicina
deba abandonarse cuando la tasa de resistencia a la claritromicina en la region sea
superior al 15% utilizando triple terapia con metronidazol. La eficacia de la triple
terapia estdndar va en descenso, algunas razones se deben a la alta acidez gastrica,
alta carga bacteriana y cepas bacterianas, pero lo mas importante es el aumento de
la resistencia de H. pylori a la claritromicina. Por lo tanto el consenso recomienda que
en las zonas de alta resistencia a la claritromicina (> 15%) se utilice terapias
cuédruple con bismuto o cuadruple sin bismuto, concomitantes. En areas de alta
resistencia a ambos antibidticos (claritromicina y metronidazol), la terapia cuadruple
con bismuto (BQT) es el tratamiento de primera linea recomendado.

Actualmente, la terapia concomitante (PPI, amoxicilina, claritromicina y un
nitroimidazol (administrado simultaneamente) recomendado por 14 dias y no la
terapia cuadruple con bismuto, ya que ha demostrado ser la mas eficaz para superar

resistencia antibiotica. (Malfertheiner et al., 2016).
Debido al problema mencionado anteriormente sobre las tasas de resistencia a los

antibiéticos, es necesario abordar nuevas formas de inhibir el crecimiento de esta

bacteria en el estbmago ya sea reduciendo el dafio en la mucosa gastrica, atacando
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sus principales factores de virulencia o impidiendo su adhesion al epitelio. Asi, las
alternativas terapéuticas o preventivas han cobrado fuerza en los ultimos afios. En
este ambito se ha encontrado que los compuestos polifendlicos poseen efectos anti-
H. pylori ya que su principal sitio de accién es en el tracto gastrointestinal (Pastene et
al., 2014). Un tipo de polifenol de gran importancia son las procianidinas, las cuales
presentan un variado rango de actividades biolégicas, entre las que se pueden
mencionar la anti-inflamatoria, antibiotica, hepatoprotectora, antiviral, antioxidante,
antihipertensiva, la modulacion de procesos de inmunidad celular y la accién sobre
sistemas enzimaticos (Ricco et al., 2008). Habitualmente, las cascaras de muchos
frutos concentran compuestos biolégicamente activos como los polifenoles, los
cuales poseen algunas de las propiedades mencionadas, y por ello pueden ser
empleados en el desarrollo de ingredientes funcionales. La principal ventaja de tales
compuestos es su baja toxicidad con respecto a otras sustancias. Los flavonoides
son el grupo mejor definido entre los polifenoles de la dieta humana (Casares, 2011).
Dentro del grupo de interés, los flavanoles existen tanto en la forma monomérica
(catequinas) como en forma de polimero (proantocianidinas) (Bao et al., 2014).
Actualmente se sabe que las proantocianidinas o “taninos condensados”, deben
tener un peso molecular en el rango 1.000-3.000 Da y suficientes hidroxilos fendlicos
para formar complejos con proteinas y otras macromoléculas que contengan grupos
aminos y carbonilos (Ricco et al., 2008), cuya composicién y estructura dependen de
la fuente vegetal de donde se extraen. Las procianidinas son la principal clase de
proantocianidinas (Verstraeten et al., 2015) y estan presente en muchos alimentos de

origen vegetal.

Asi, los beneficios en la salud de estos compuestos polifendlicos en la Palta y
Cranberries han sido ampliamente investigados. Chile posee algo mas de 40.000 mil
hectareas plantadas con paltos, siendo las zonas mas productivas aquellas ubicadas
entre las regiones Tercera y Octava, se ha transformado en el segundo mayor
productor y exportador de Paltas del mundo. Parte del volumen de este fruto es

destinado a la elaboracion de pasta o puré de palta, en el proceso se genera como
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subproducto, grandes cantidades de cascara y carozos (Yu et al., 2008). Dentro de
las especies de palta la variedad mas conocida es la Hass y es la Unica que se
produce durante todo el afio. Por otro lado el Cranberry (Vaccinium macrocarpon) es
un fruto o baya originario de Norte América que crece sobre suelos impermeables.
Los compuestos fendlicos de las berries se encuentran principalmente en los tejidos
superficiales de las plantas o el fruto para protegerlas de cualquier estrés
medioambiental o animales (Nohynek et al., 2006).

Cranberry presenta variados beneficios que proveen los frutos. Al afio 2001, la
industria del ardndano rojo americano (cranberry) representaba aproximadamente un
mercado mundial de 2.000 millones de ddlares (Cunningham et al., 2004) v,
actualmente, abarca diversos tipos de productos comercializados que van desde
jugos y pulpas, mermeladas. Por esto aqui se presenta una gran oportunidad para el
uso de esta cascara de palta como material de desecho, que ayude a combatir uno
de los patégenos mas comunes que afectan a la poblacion. Crecientes evidencias
indican que el consumo de algunos alimentos particularmente ricos en procianidinas,
contribuiria a la prevencion, el manejo y/o la atenuacion del dafio a la mucosa
gastrica asociado a la infeccion por H. pylori. EI mecanismo anti-H. pylori de las
procianidinas, no necesariamente implica un efecto bactericida que pueda afectar la
microbiota normal del individuo, por lo que su empleo constituye una aproximacion
ideal para la prevencién y el manejo de la infeccion en la mayoria de la poblacion
(Chavez et al., 2011)

1.8 Evidencia de actividad anti H. pylori de compuestos fendlicos

El dafio de la membrana es uno de los posibles mecanismos por los que los

polifenoles podrian mostrar un efecto bactericida contra H. pylori (Funatogawa et al.,

2004). Una de las caracteristicas de la infeccion por H. pylori es el alto grado de

infiltracion linfocitica (Allen, 2001). Los neutr6filos y células inflamatorias
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mononucleares infiltran en el estdmago infectados con H. pylori causando
inflamacion en la mucosa y la produccion de ROS .Sin embargo, tales estallidos
respiratorios pueden ser evadidos por H. pylori desviando las ROS hacia el huésped,
con el consiguiente dafio a los tejidos sanos (Allen et al., 2001; 2005).

En trabajos realizados por Pastene et al., (2009) se observé disminucion de ROS en
neutrofilos estimulados con H. pylori y tratados con concentraciones crecientes de
extractos de cascara de manzana. Algunos de los polifenoles presentes en la
manzana han previamente demostrado ser eficaces como eliminadores de radicales
superoéxido y peroxilo (Vanzani et al., 2005; Ding et al., 2004). Los polifenoles o sus
metabolitos generados durante el estallido respiratorio (productos de oxidaciéon y / o
hidrolisis) no soélo actuarian como captadores de radicales libres, sino también

pueden inhibir algunas enzimas tales como la PKC o MPO (Pastene et al., 2009).

La ureasa es una de las enzimas presentes en H. pylori mas estudiadas, ya que se
encarga de modificar el pH del medio para lograr sobrevivir causando dafio en el
epitelio gastrico. Muchos compuestos descritos en la literatura sélo presentan una
escasa actividad inhibitoria resultando en un bajo potencial para aplicaciones
clinicas. No obstante, la ureasa todavia permanece como uno de los blancos mas
importantes en el desarrollo de drogas para el manejo de infecciones gastricas y
urinarias (Follmer, 2010; Kosikowska & Berlicki, 2011). Xiao (2007) ensayo la
actividad anti-ureasica de 20 polifenoles sintéticos a partir de isoflavonas,
demostrando que algunos presentaban una potente actividad contra la enzima y
report6 ademas que la presencia de dos grupos hidroxilos en posicién orto y la
integridad del anillo C eran esenciales para su actividad inhibitoria. En un estudio
utilizaron extracto naturales de cascara de manzana para evaluar su efecto sobre
esta enzima y los resultados sugirieron, en base a los valores de sus IC50, que la
actividad inhibitoria de la ureasa mostrada por APPE estuvo asociada principalmente
a la presencia de polifenoles de alto peso molecular (HMW) y, en menor grado, con

la presencia de los componentes de bajo peso molecular (LMW). Tal inhibicién fue
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concentracion-dependiente, tiempo-independiente, reversible y competitiva (Pastene
et al., 2009).

En otros estudios se reportd la inhibicion de siete fenoles naturales sobre hAC I,
(anhidrasa carbdénica humana 1) siendo el &cido grifolico y acido 4-O-metillgrifélico
los més activos. Por lo tanto, los flavonoides de diferentes fuentes se encuentran
entre los compuestos fendlicos mas investigados como inhibidores de la AC (Huang
et al., 2009). Otro trabajo evalud el efecto inhibidor de la quercetina, catequina,
apigenina, luteolina sobre la actividad de diferentes haAC humana (isoformas I-1V).
En todos los casos de inhibicidn, la Ki estuvo en el rango de 2.2 a 12.8 uM. Ekinci et
al. (2013) sefalan que estos compuestos son inhibidores competitivos pero no han
elucidado la naturaleza de la interaccion con la enzima. Algunos autores han
encontrado ciertos compuestos fenolicos naturales que inhiben AC por medio de
diferentes interacciones dentro de la hendidura del sitio activo de la AC (Davis et al.,
2011).

La posibilidad de reducir el dafio en la mucosa gastrica producto de exceso de ROS
o de inhibir ambas enzimas como la ureasa y anhidrasa carbonica que intervienen en
la regulacion de pH de H. pylori, seria una buena estrategia para prevenir la llegada
de la bacteria a la mucosa, limitando la capacidad de este patdgeno para infectar el
epitelio gastrico, evitando el dafio. Varios estudios han probado la capacidad de
compuestos fendlicos de impedir la adherencia de H. pylori a células epiteliales. En
un estudio evaluaron las procianidinas a base de catequina de Peumus boldus Mol. y
fracciones obtenidas de un extracto acuoso, encontrando que inhibieron la adhesién

de H. pylori a células de adenocarcinoma gastrico (Pastene et al., 2014).

En algunos estudios, los compuestos fendlicos naturales se han utilizado como base
para la formacion de derivados semi-sintéticos y sintéticos para ensayos de inhibicion
bacteriana. En nuestro laboratorio se realizé un andlisis preliminar utilizando AC

humana (HAC 1), la cual guarda una elevada similitud con la AC de H. pylori. Para el
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ensayo se prepararon derivados de proantocianidinas de manzana por ataque
nucleofilico con compuestos (nucledfilos) tales como Pirogalol, floroglucinol y Orcina
lo cuales mostraron una inhibicion consistente de la enzima. Por otro lado es
importante destacar que, los aductos preparados con agentes nucleofilicos tidlicos
como cisteamina, cisteina y tolueno-a-tiol no lograron inhibir HAC I. En la actualidad,
algunos de estos resultados preliminares dan pie para proponer que los derivados de
compuestos fendlicos de diferentes fuentes naturales podrian ser candidatos
interesantes para la utilizacién de nuevas moléculas capaces de inhibir el crecimiento

o afectar algunos de los variados factores de virulencia presentes en H. pylori.

En el marco de esta tesis se evaluara el efecto protector de procianidinas naturales y
nuevos derivados semi-sintéticos preparados desde fuentes vegetales sobre
diferentes blancos moleculares de H. pylori y el proceso inflamatorio asociado a la
infeccion. Especificamente, se estudiara si estos compuestos son capaces de inhibir
la actividad de enzimas relevantes como la ureasa y anhidrasa carbonica. Por otro
lado, utilizando co-cultivo de células AGS-H. pylori y neutrdéfilos estimulados con la
bacteria, se evaluard si al limitar la interaccion huésped-patdgeno es posible inhibir la

secrecion de sefiales pro-inflamatorias y la produccion de ERO, respectivamente.

HIPOTESIS

Las procianidinas naturales y sus derivados semi-sintéticos ejercen efectos
protectores frente a la infeccion por H. pylori. Dichos efectos estan vinculados con la
inhibicion dual de las enzimas ureasa y anhidrasa carbodnica, lo que finalmente
contribuye a limitar la capacidad de la bacteria para infectar células AGS e inducir

ROS por parte de los neutrofilos.
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OBJETIVO GENERAL:

Determinar el efecto de procianidinas naturales y sus derivados semi-sintéticos sobre
factores de virulencia de H. pylori y estudiar si dichas moléculas ejercen un efecto

protector frente a la infeccion in vitro

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 Obtener polimeros de procianidinas naturales y sus derivados semi-sintéticos a
través de ataque nucelofilico y multiples estrategias de separacion.

2 Determinar el efecto de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos sobre
la actividad ureasa y anhidrasa carboénica de H. pylori.

3 Establecer el efecto de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos sobre la
adherencia de H. pylori y la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias en células de
adenocarcinoma gastrico (AGS).

4 Evaluar el efecto de procianidinas naturales y semi-sintéticos sobre la produccion

de ROS en neutrodfilos estimulados por H. pylori
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2. METODOLOGIA

2.1 Obtencion de procianidinas naturales y derivados semi-sintético

2.1.1 Preparacion de extractos y obtencion de procianidinas naturales

a) El epicarpio de la Palta se removié cuidadosamente, posteriormente, se introdujo
en un blender con 1000 mL de agua a 80° C y se homogenizé a 20.000 rpm durante
1 minuto. El extracto acuoso se clarificd a través de un filtro de gasa. El extracto
acuoso de Palta se desgrasé con n-hexano en un embudo de decantacion (500 mL x
3 veces). El n-hexano remanente se removio por destilacion al vacio. Posteriormente
el extracto acuoso eluyd por una columna de Amberlita XAD-7, inicialmente se eluyé
con agua y finalmente para obtener los polifenoles se eluy6 con etanol. La muestra
se recolectd y se concentré en un rotavapor y finalmente se liofilizé para obtener un
extracto a la forma de polvo.

b) El cranberry se tritur6 con agua en un blender, para posteriormente ser
centrifugado a 6000 RPM por 10 min. 3 litros del sobrenadante se eluyd por una
columna de Amberlita XAD-7, con agua para eliminar azucares, y posteriormente los
polifenoles se eluyeron con etanol. Se elimino el alcohol en un rotavapor y finalmente

la muestra se seco para obtener el extracto polifendlico en forma de polvo.

Para la purificacion de polimeros de procianidinas naturales se utilizo el sistema
Spot-CPC 250-L (Centrifugal Partition Chromatograph) donde se inyectaron los
diferentes extractos por separado al sistema con flujo de 4 mL/min y la velocidad de
rotacion de 2000 rpm. EI modo de elucién que se utilizé fue ascendente. Se utiliz6 el
sistema C, como fase movil Hexano / acetato de etilo / Etanol / agua (1:9:1:9, viv/viv)
para finalmente obtener fracciones de alto peso molecular de procianidinas de
cascara de epicarpio de Palta y Cranberry. (Kohler & Winterhalter, 2007). Para

confirmar la presencia de polimeros se utilizd TLC.
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2.1.2 Preparacion y purificacion de derivados semi-sintéticos

Para la preparacion de derivados semi-sintéticos de procianidinas se siguié la
metodologia descrita por Bordiga et al., (2013) con algunas modificaciones. Se
realiz6 una depolimerizacion del extracto de cascara de palta por el mayor
rendimiento de polifenoles presentes en este extracto. La depolimerizacion se realiz
con los agente nucleofilico Pirogalol y Resorcinol. Para esto se tomé 1 gr de extracto
total de cascara de palta mas 4g de Pirogalol o Resorcinol en cada caso, 3,2 gr de
Acido Ascérbico, 5,6 mL de HCI y 200 mL de Metanol. Esta mezcla se llevo a un
bafio de agua a 35°C por 20 minutos, una vez finalizado este tiempo se detuvo la
reaccion con 40 mL de acetato de sodio 40mM, (Los agentes nucleofdlicos Pirogalol
y Resorcinol atacan el nucleo de las procianidinas en el enlace C4-C8 rompiéndolo y
uniéndose a la epicatequina libre de la procianidina, formando finalmente el derivado

correspondiente (Fig. 2.1)

La purificacion final de los derivados se realiz6 mediante el sistema CPC con flujo de
6 mL/min, a 1800 RPM utlizando el sistema C descrito anteriormente. La
confirmacion de estos derivados se determind mediante TLC y espectrometria de

masas.
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Figura 2.1: Representacion de la depolimerizacion de procianidinas con los agentes

nucléofilos Pirogalol y Resorcinol. Fuente: Elaboracién propia

2.1.3 Confirmacién por TLC y espectrometria de masas

Para el analisis de confirmacion las procianidinas naturales y derivados semi-
sintéticos se sembré en placas TLC cromatofolios de silica gel G-60 para
cromatografia de capa fina. La cromatografia se realiz6 en camaras de desarrollo
utilizando como fase movil 10 mL de la solucidn Tolueno: Acetona: Acido férmico en

proporciones 3:6:1 v/v, utilizando como medio revelador una solucién de DMCA

Los derivados semi-sintéticos generados fueron analizados por medio de
espectrometria de masa para verificar la formacion y analizar su pureza
(Departamento de Analisis Instrumental, Facultad de Farmacia). El extracto y las
principales fracciones bioactivas fueron analizadas mediante HPLC-DAD-ESI-MS en

un sistema Nexera UHPLC System (Shimadzu, Japan) acoplado a un 3200 QTRAP
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Mass spectrometer (ABSCIEX, USA, MA). La separaciéon se llevd a cabo en una
columna core-shell C18 (Kinetex 150x4.6 mm, 2.6 ym) con una precolumna UHPLC
C18 (4.6 mm, 2.6 pym) (Phenomenex, USA, CA). Las fases modviles 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
por 6 min a 15% B. La deteccion MS/MS de los compuestos fendlicos se llevé a cabo
en las siguientes condiciones optimizadas previamente: modo electrospray ionizacion
negativa, -5 V de energia de colision, —-4000 V de voltaje de ionizacion, y
temperatura del capilar a 450 °C. Se usé nitrégeno como gas de nebulizacion (40

psi) y de secado (50 psi).

2.2 Efecto de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos sobre la

actividad Ureasa y Anhidrasa Carbonica

2.2.1 Cepas de H. pylori y condiciones de cultivo

H. pylori cepa ATCC 43504 y SS1 se activo desde cepario a "80°C y se cultivd bajo
condiciones de microaerofilia, a 37°C durante 3-4 dias en placas de agar Columbia
suplementado con 5% de sangre de caballo y DENT. Luego se realizd un traspaso a
placa de agar sangre y nuevamente se cultivé 2-3 dias para su uso. Antes de cada
ensayo se realizaron los respectivos test de las cepas mediantes tincibn Gram,

pruebas de catalasa y ureasa.

2.2.2 Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion
Minima Bactericida (CMB)
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La Concentracion Minima Inhibitoria, es decir la minima concentracion a la que las
muestras de procianidinas naturales y semi-sintéticas son capaces de inhibir a H.
pylori ATCC 43504 y SS1, se determind mediante el método de microdilucién en
caldo empleando placas de 96 pocillos (TPP, Suiza). Se utiliza este método en vez
de la dilucion en agar como lo recomienda el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI, 2010) por la dificultad de obtener grandes cantidades de
muestras. Se preparé 20 mL de un in6culo con ambas cepas por separado en caldo
BHI estéril suplementado con 20% de Suero Fetal Bobino (SFB). Desde un Mc
Farland N°2, correspondiente a una concentracién bacteriana de 6x10° ufc/mL la cual
se modificé a 1x10° ufc/mL. Se preparé 100 mL caldo BHI estéril suplementado con
20% de Suero Fetal Bobino. Posteriormente se prepararon las muestras de
procianidinas naturales y sus derivados semi-sintéticos disueltos en DMSO y PBS
estéril 1x para una concentracion final de 3000 pug/mL en pocillo, se debe tener en
cuenta que la concentracion de DMSO no supere al 1% en el pocillo de la placa, las

muestras se filtraron con filtros de 0,22um.

El montaje del ensayo se realizo de la siguiente manera: En una microplaca de 96
pocillos se agreg6 en las filas A de 1-3, 20 uL cranberry, 4-6, 20 uL cascara de palta,
7-10, 20 pL de controles antibidticos (Amoxicilina y Metronidazol) 11-12 control del
medio. Ademas a cada pocillo se agregé 180 uL de caldo BHI suplementado con
SFB al 20%. A continuacion las muestras de la filas se homogenizan y se pipetean
100 pL para realizar diluciones seriadas en columnas, desde las filas A-H las cuales
previamente fueron llenadas con 100 pL de caldo BHI estéril suplementado con SFB
al 20% (de B-H). Finalmente se agreg6 100 uL del inéculo bacteriano preparado en
BHI suplementado con SBF a cada pocillo desde las columnas 1 a 11 de A-H. Los
controles antibidticos Metronidazol se disolvié en 20 uL de DMSO vy diluido en agua

esteéril y la Amoxicilina se disolvio y diluyé en agua estéril.
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El control negativo corresponde a 200 pL de caldo BHI estéril, y el control positivo 1
fue 100 pL de caldo BHI estéril y 100 yL de in6culo y control positivo 2, 20 pyL de
H20/DMSO 80 ul caldo BHI y 100 L de inéculo.

Las placas se incubaron tapadas y selladas con parafim por 3 dias, y la
concentracion en donde a ojo desnudo no se observo crecimiento se consideré como
la CMI. Adicionalmente, se utiliz6 20 pL del colorante resazurina al 0,01% estéril,
disuelta en PBS 1X y se dejo incubar a 37° C y en microaerofilia con el objetivo de
evidenciar la viabilidad celular, de modo que al estar las células viables éstas
incorporaran el colorante y lo biotransformaran a resorufina, evidenciandose un color
rosado, si esto no ocurre el color del indicador permanece azul evidenciandose
muerte bacteriana. Los resultados de las cepas ATCC 43504 y SS1 se observaron 2

h después de la incubacién. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Para llevar a cabo la CMB, se utilizo los pocillos en los cuales no hubo crecimiento.
De estos pocillos se tom6 una alicuota de 10 uL, y realizé un ensayo de microgota en
placas de agar sangre, donde no hubo crecimiento de H. pylori después de 5 dias de

incubacion, se consideré como la CMB (Pastene et al., 2010).

2.2.3 Ensayo viabilidad: Medicién de los niveles intracelulares de ATP en H. pylori.

Para conocer si H. pylori mantenia su viabilidad en los ensayos posteriores, como un
equivalente de cargas de energia antibacterianos, se midio el ATP intracelular segun
protocolo publicado previamente y con modificaciones menores (Schweitzer et al.,
2008). Las células bacterianas se tomaron directamente de colonias obtenidas
durante la fase de crecimiento exponencial y se resuspendieron suavemente en
caldo Brucella en un inéculo bacteriano inicial de 10° UFC/ml. El ensayo se realiz6 en
una placa de 96 pocillos, en las que se agregaron las muestras preparadas en agua

estéril y DMSO 10%. En la placa se agregd 20 pL de procianidinas naturales en los
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pocillos de la fila A de 1-4 y procianidinas semisintéticas en la fila A de 5-8,
posteriormente se agregd a estos pocillos 180ul de una preparacion de un inéculo
bacteriano de 10° UFC/mL de H. pylori (ambas cepas por separado) cuidando que
esta concentracion corresponda a la final en el pocillo y teniendo en cuenta que las
concentraciones de los compuestos en pocillo fueran valores cercanos a la CMI.
Luego se agrego a los pocillos de las filas B-F de 1-8, 100 pL de inoculo bacteriano
preparado anteriormente para realizar diluciones a la mitad desde A - F y en todos
las filas de 1 a 8, finalmente se utilizaron los pocillos sobrantes para los controles
respectivos. El control negativo fue medio de cultivo sin bacterias y el control positivo
fue medio de cultivo con bacterias y sin inhibidores. En total las muestras se
incubaron 1 h y luego se determiné el contenido de ATP en las células, utilizando el
reactivo BacTiter-Glo (una mezcla de reactivos luciferasa-luciferina dependiente de
ATP; Promega Inc., Madison, WI) se afiadid directamente a las suspensiones
bacterianas vivas en una proporcion de 1: 1 después del tiempo de incubacion
deseado. Las suspensiones se incubaron durante 5 min a 37° C para lisar las
bacterias y para iniciar la reaccion enzimatica. La emision de fotones se medi6é con

un luminémetro. (Pastene et al., 2009)

2.2.4 Ensayo sobre actividad ureasa de H. pylori

Como enzima control se utilizé6 una ureasa comercial de Jack bean (Tipo IV, Sigma).
La generacién de amoniaco se evidencido mediante el ensayo del rojo fenol (Tanaka
et al., 2004). Una unidad de actividad de la ureasa se define como la cantidad de
enzima requerida para hidrolizar 1 mol de urea (produciendo 2 mol de amoniaco) por
minuto por mg de proteina total. La cantidad de amoniaco liberado se determiné a
partir de una curva estandar. Este indicador de pH puede detectar cambios entre pH
6.8 a 7.7 lo que se manifiesta como un viraje desde el color amarillo al rojo intenso.
Este cambio concuerda con la aparicion de una banda de absorcion intensa a 570

nm. Para el ensayo las muestras de procianidinas naturales o semi-sintéticas se
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prepararon en agua ultrapura y 10% DMSO, la concentracién inicial fue %2 CMI de
cada compuesto realizando 8 diluciones a la mitad, para el ensayo en pocillo se
utilizé 10 yL de enzima Jack bean preparada en agua/glicerol 1:1 mas 20 uL de cada
muestra por separado, esta mezcla se incub6 durante 1 hr y posteriormente se
agrego 100 pL de sustrato el cual contenia urea 250mM y el indicador rojo fenol. Los
controles fueron, la enzima sin inhibidores mas el sustrato e indicador, y la enzima
incubada con 10 pL del solvente donde se prepararon las muestras. La base del
meétodo considera que la ureasa al tener disponibilidad de urea a pH 6.8 (buffer
fosfato), rapidamente puede generar amoniaco y elevar el pH hasta 7.7.
Matematicamente esta variacion de la absorbancia en el tiempo (dA/dt), corresponde
a la pendiente en la porcion recta de cada curva, la que se relaciona linealmente con
la actividad enzimatica remanente en el medio de incubacion (rango 0.0065-0.4 Ul; y
= 0.0043x + 0.0066, r2 = 0.9971), lo que permite estimar los porcentajes de
inhibicién. Posteriormente se establecen los parametros experimentales para trabajar
con la enzima de H. pylori, tales como la concentracion de las muestras a utilizar y el

tiempo de pre-incubacion de la enzima y las muestras.

Para aislar la ureasa desde H. pylori se realizaron suspensiones bacterianas en agua
estéril de la bacteria cultivada en las condiciones anteriormente mencionadas. Las
bacterias se lisaron mediante 7 ciclos de congelamiento-descongelamiento y
ultrasonido (60 segundos). Luego se centrifugaron los lisados (8.000 rpm por 10 min)
y los sobrenadantes se colectaron, posteriormente se utilizaron tubos de
ultrafiltracion de 100kD para concentrar la enzima ureasa en la parte superior del
tubo de ultrafiltracion ya que estd enzima posee un peso molecular de 600kD,

mientras que el resto de las proteinas eluyen a la parte inferior del tubo.

Finalmente, para estabilizar la ureasa, el concentrado se resuspendié en un volumen
de agua/glicerol 1:1 y se almacend a -20°C. Para el ensayo rojo fenol de la ureasa de
H. pylori se procedio como con la de Jack Bean. La lectura de absorbancias se

realizd6 en un espectrofotometro a 570 nm durante 30 min con lecturas cada 30
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segundos. A partir de los datos de absorbancia obtenidos se realizaron las curvas de
A versus tiempo. Se eligié el rango de tiempo de la parte recta de la curva en cada
tratamiento para obtener la pendiente y en base a esto realizar los célculos del
porcentaje de inhibicion de cada tratamiento con respecto al control de la actividad
enzimatica sin inhibidor y una vez realizados los graficos de % de inhibicion versus
Log (concentracién pg/mL) en el programa Graph Pad Prism se calcul6 la IC50 que

corresponde a la concentracion que inhibe el 50 % de la actividad ureasa.

2.2.5 Ensayo sobre la actividad Anhidrasa Carbdnica de H. pylori

La inhibiciébn de AC se evalu6 a través de su actividad esterasa con el sustrato p-
Nitro fenil acetato (NPA) a 348 nm de acuerdo con Barrese et al. (2008). La actividad
esterasa de AC Il con 4-NPA proporciona una medida fiable de la actividad que no
requiere el uso de CO2 disuelto, cuya concentracion es dificil de manejar. Para el
ensayo se utilizO6 a modo comparativo la hAC-Il. Para esto se prepar6 AC (315
unid/mL de AC, 0,9 mg en 10mL de AC 3500 unid/g) la cual se disolvié en buffer tris
ajustado con H2S0O4 a pH 7,6 (2,423g de Tris base para 100mL)

La actividad se midié en microplacas 96 pocillos donde en cada pocillo se agreg6 10
uL de la enzima hAC-Il y se incubo durante 30 min con 20 pL de diferentes
concentraciones de los compuestos desde 100-0 pug/mL realizando diluciones a la
mitad al igual que para el ensayo de actividad ureasa. Posteriormente se agregd 170
uL de buffer tris ajustado con H2SO4 a pH 7,6 a cada pocillo y 100 pL de sustrato 4-
NPA. (13,6 mg de 4-NPA en 1mL de Acetona y 24 mL de Agua). Esta mezcla
inmediatamente se llevd a un espectrofotometro para realizar la lectura de
absorbancias las cuales se hicieron durante 15 min cada 30 s. El mismo
procedimiento se siguié con la anhidrasa carbdnica de H. pylori (HpAC). Para
obtener esta enzima se recolecté la HpAC desde la parte inferior (Eluato) del tubo de

ultrafiltracion en el que se realizo el proceso de concentracion de la ureasa, ya que
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esta enzima es de menor tamafio que el cut-off de la membrana de ultrafiltracion.
Inicialmente se estandarizé la cantidad de HpAC que se debia usar en el ensayo
para obtener una actividad similar a la hAC-1 y se prosiguié del mismo modo. Una
vez obtenidos todos los datos se calcularon los porcentajes de inhibicion de cada
tratamiento del mismo modo en que se realizaron los célculos para la actividad
ureasa. Posteriormente con los datos obtenidos se realizaron los graficos de

inhibicion y se procedio a calcular las IC50 de cada compuesto.

2.3 Efecto de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos sobre la

adherencia de H. pylori y la produccién de IL-8

2.3.1. Ensayo de citotoxicidad en células AGS

Previamente se realizd el ensayo de citotoxicidad para determinar las
concentraciones de compuestos que permitieron la viabilidad de las células AGS. Las
células de adenocarcinoma gastrico (AGS) fueron sembradas en frascos de cultivo T-
75 con filtro, con medio RPMI 1640, con un 10% de suero bovino fetal, 100 U/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, en condiciones de microaerofilia con un
5% de CO, y 37°C, el medio de cultivo se renové cada dos dias. Se dejaron crecer
las células hasta confluencia de aproximadamente 90%, luego se retiré el medio de
cultivo y las células fueron lavadas dos veces con PBS 1X y se despegaron con
tripsina. Las células AGS se contaron con una camara de Neubauer y se traspasaron
a placas de 96 pocillos con una concentracién de 2x10° células por pocillo. Estas
placas fueron cultivadas segun las condiciones anteriores por 24 horas y luego se
prosiguio de la siguiente forma: Se prepararon diferentes concentraciones de las
muestras de procianidinas naturales y semi-sintéticas en tubos eppendorf en agua
estéril y 10% de DMSO, 20 uL de este contenido fue agregado a las células AGS
confluentes contenidas en las placas de 96 pocillos previa eliminacién del medio de

cultivo. Para el ensayo se utilizaron concentraciones desde 2000-47 pg/ml en pocillo
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de cada compuesto y posteriormente se agregd 100 puL de medio de cultivo RPMI
completo. Los controles fueron las células AGS en el medio de cultivo, y las células
AGS con 20 uL del solvente donde se prepararon las muestras. Las placas fueron
incubadas por tres horas y posteriormente se les agrego 10 uL de resazurina el cual
es un indicador de oOxido-reduccion que permite estimar la viabilidad celular. La
resazurina se preparé con 5 mg en 50 mL de agua, se filtr6 y guardé refrigerada
(Sarker et al., 2007). Las placas con resazurina se dejaron incubar por 2 horas
adicionales y posteriormente se procedid a la lectura de absorbancias en un
espectrofotometro a 570 nm y 600 nm. Con los datos obtenidos se calcul6 el
porcentaje de viabilidad en base al control positivo que solo tenia células AGS. Los

gréficos se realizaron en el programa GraphPad Prism.

2.3.2. Ensayos anti-adherencia en células AGS mediante imagen molecular en

tiempo real

Las células de adenocarcinoma gastrico (AGS) se cultivaron segun las condiciones
descritas anteriormente. Para el marcaje H. pylori cepa ATCC 43504 y cepa SS1 se
prepar6 una suspension bacteriana concentrada con un asa plastica en 1ml de
PBS1X, se agregé 10 pl de FITC (10mg/mL DMSO), la mezcla se incubd 1 h
protegida de la luz. Posteriormente la preparacion se centrifugé a 7000 RPM por 5
min, se elimind el sobrenadante y el pellet se lavd 2 veces con PBS 1X, finalmente H.
pylori-FITC se resuspendié en medio RPMI sin antibiotico llegando a un Mc Farland
N° 2 (6 x 10® ufc/mL). Se prepararon diferentes concentraciones de las muestras de
procianidinas naturales y semi-sintéticas en tubos eppendorf, 20 yL de estas
soluciones fueron agregados a las células AGS contenidas en las placas de 96
pocillos previa eliminacion del medio de cultivo. Posteriormente se agrego 100 pL de
la suspension bacteriana H. pylori-FITC. Las placas fueron cultivadas por tres horas,
luego se les retir6 el medio, el cual se reservé para la determinacién de IL-8

mediante ELISA y los pocillos se lavaron 3 veces con PBS (Pastene et al., 2014).
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Finalmente se agreg6 100 uL del PBS y el resultado se observé usando un equipo de
imagen molecular UVP IBOX Sciencia mediante Video Imagen en tiempo Real con
Filtro excitacion 502-547 vy filtro emision 565-625 nm.

2.3.3. Ensayo de inflamacion

La determinacion de la citoquiinas proimflamatoria IL-8 se realiz6 mediante ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) utilizando un kit comercial (Pharmingen). En una placa de
96 pocillos de fondo plano se agregaron en los primeros pocillos 50 puL de la
muestras de la curva de calibracion realizada segun lo indica el protocolo y en el
resto de los pocillos, 50 pL de las muestras obtenidas de los sobrenadantes
recolectados anteriormente en el ensayo de adhesion. Ademas se agreg6 50 pL de
solucion de biotina anti-IL-8, esta mezcla se incub6 durante 1,5 h a temperatura
ambiente, posteriormente se retird la solucion y los pocillos se lavaron 4 veces con
solucion de lavado preparado segun el protocolo, luego se agreg6 a cada pocillo 100
UL de espreptavidina-HRP, y se dejé incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavd 4 veces con la solucion de lavado, y se adicion6 100 pL del
cromdgeno estabilizado, se dejé incubar durante 30 min a temperatura ambiente y en
oscuridad, transcurrido este tiempo, se agrego la solucion de stop a cada pocillo y se
leyé la absorbancia a 450 nm en un espectrofotdmetro. Con los datos obtenidos se
realizé el grafico de la curva de calibracion para obtener la cantidad de IL-8 en cada
tratamiento. Los datos fueron expresados en picogramos por mL. Finalmente se
realizaron las graficas de produccion de IL-8 (pg)/mL versus concentracién de las

muestras utilizadas en el programa GraphPad.

2.4 efecto de procianidinas naturales y semi-sintéticos sobre la produccidon de

ROS en neutréfilos estimulados por H. pylori
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2.4.1 Ensayo de bioluminiscencia en neutrofilos humanos.

Inicialmente se realiz6 un ensayo control para evidenciar la produccion de ROS en
neutrofilos, para lo cual se utilizaron microplacas negras de 96 pocillos negras. En
cada pocillo se agreg6 200 pL de sangre fresca heparinizada, 20 uL Luminol sédico
(100 uM). El luminol se utiliz6 como sonda ya que es un compuesto sensible a
diferentes ROS y que emite luminiscencia azul (Amax = 425 nm). El luminol permite
la deteccion de bajas concentraciones de especies oxidantes en los sistemas
biologicos (Fig. 2.2). En algunos pocillos se agregd 10 pL de forbol miristato
acetato (PMA) (5 uM) que se utiliz6 como control estimulante de ROS en neutrofilos,
150 pL de buffer HBSS, inmediatamente el resultado se visualizé en el equipo de
imagen molecular IBOX sciencia usando Video Imagen en tiempo Real, mediante el
cual se fueron tomando fotos de de la luminiscencia de la placa completa cada 5 min.
Las fotos se procesaron para cuantificar la luminiscencia en cada tratamiento. Los
datos de RLU (unidades relativas de luminiscencia) se graficaron para visualizar el
tiempo en el que se obtuvo el peak mas alto de luminiscencia producto de la mayor

produccion de ROS en neutrdfilos estimulados.

Posteriormente se realizé el ensayo para analizar el efecto de las de procianidinas
naturales y derivados semi-sintéticos sobre la produccion de ROS inducida en
neutrdéfilos estimulados con H. pylori. Se preparé las placas de la siguiente manera:
200 pL de sangre fresca heparinizada se incubaron con 20 pL de diferentes
concentraciones de procianidinas naturales y semi-sintéticas (100-75-50-20-5-0)
pg/ml por 10min, luego se agregd 20 pL Luminol (100 uM) y H. pylori cepa ATCC
43504 y SS1 Mc farland 2 (6,0x10® ufc/mL) preparado en buffer HBSS 60 pL. Luego
de 10 min se tomaron fotos de la placa completa para cuantificar la luminiscencia

como se explicoé anteriormente. (Gross et al., 2009).
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Figura 2.2: Representacion esquemética de la base bioquimica del uso de la
bioluminiscencia del luminol en la detecciéon de ROS. HOCI producido por MPO
puede oxidar directamente o indirectamente luminol para producir luz.
Alternativamente, MPO también puede utilizar el anién superoéxido (linea discontinua)
o de otro ROS (por ejemplo, NO¢) como sustratos para la oxidacion de luminol

catalizada por peroxidasa. Fuente: Gross et al., 2009, Nat Med, 15(4): 455-461.

2.5. Anédlisis estadisticos

Se utilizé el software GraphPad Prism para los analisis estadisticos. Los resultados
de este estudio se compararan por ANOVA de una via, seguido por el post-test de
Dunnett para la comparacion de los tratamientos con el control. El nivel de

significancia fue p <0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Obtencion polimeros de procianidinas naturales y sus derivados semi-

sintéticos a través de ataque nuclelofilico

3.1.1 Obtencién de procianidinas naturales desde cascara de palta y zumo de

cranberry.

Una vez obtenidos los polifenoles de cada fuente vegetal, estos se pesaron en seco
para estimar el rendimiento final. La tabla 3.1 muestra el rendimiento en gramos de
cascara de palta y de zumo de cranberries, observando que el rendimiento fue mayor
con cascara de palta con 27 gr de extracto seco por kilo de cascara, mientras que a

partir de 1 litro de zumo de cranberry se obtuvo 15 gr de extracto seco.

Luego de seguir la metodologia descrita para la obtencidn de los extractos naturales
de zumo de cranberry y cascara de palta, estos se utilizaron para obtener las
fracciones poliméricas o fracciones de alto peso molecular. Para esto se inyecté al
sistema CPC, 1,5 gr de cada extracto por separado, utilizando las condiciones
nombradas en la metodologia. La figura 3.1 A muestra el registro del perfil
polifendlico del extracto total cascara de palta que fueron obtenidos mediante este
sistema CPC. Con esta metodologia se logré separar la fraccion polimérica de
procianidinas de tipo B perteneciente al peak numero 4 del cromatograma. La
separacion fue confirmada por TLC (Fig. 3.1 B) donde se observa en B1 el perfil del
extracto total de cascara de palta y en B2 el perfil de la fraccion polimérica aislada en
la parte inferior de la placa TLC. El mismo procedimiento se realiz6 para obtener los
polimeros de procianidina de tipo A del jugo de cranberry. Dado que en modo
ascendente los polimeros de cranberry tardan demasiado en eluir, se uso el sistema
CPC en modo descendente para obtener los polimeros al inicio del sistema (Fig. 3.2).

Este resultado también fue confirmado mediante TLC (Fig. 3.2 B) donde se observa
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el perfil del extracto total y la fraccién polimérica por separado. El rendimiento total de
los extractos totales y poliméricos esta detallado en la tabla 1.
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Figura 3.1: Obtencién de polimeros de procianidinas desde extracto total de cascara
de palta. A.- Cromatograma del perfil polifendlico de extracto de cascara de palta
separado por CPC en modo ascendente. B.- TLC del perfil polifendlico del extracto
total de cascara de palta (1) y perfil de la fraccidon polimérica del extracto de cascara
de palta (2). Nota: el peak 4 (polimeros) corresponde a las bandas que se observan

en el carril 2 de la TLC. Fuente: Elaboracién propia
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Figura 3.2: Obtencion de polimeros de procianidinas desde extracto total de
cranberry. A. Cromatograma del perfil polifendlico de extracto de cranberry separado
mediante CPC en modo descendente. B.- TLC del perfil polifendlico del extracto total
cranberry (1) y perfil de la fraccion polimérica del extracto de cranberry (2). Nota: el
peak 1 (polimeros) corresponden a las bandas que se observan en el carril 2 de la

TLC. Fuente: Elaboracién propia

3.1.2 Obtencién de procianidinas semi-sintéticas desde extracto de cascara de palta

Para la depolimerizacion de las procianidinas se escogi6 el extracto de cascara de
palta debido a que este posee mayor rendimiento de polimeros en comparacion con
el extracto de cranberry. Otro motivo para dicha elecciéon es el hecho que los
nucledfilos empleados en esta tesis no generan una buena degradacion de los
polimeros tipo A, llegando a rendimientos muy bajo y productos intermediarios de

estructura no definida. Para la depolimerizacion se utilizé el agente nucleofilo
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Pirogalol para formar el derivado epicatequina-pirogalol, y Resorcinol para formar el
derivado Epicatequina-Resorcinol. Mediante CPC se intent6 aislar dichos derivados,
con las condiciones descritas en la metodologia. La figura 3.3 A, muestra el
cromatograma de la depolimerizacion realizada con el agente Pirogalol, se
recolectaron todos los peak y se determin6é mediante TLC que el peak 3 que se
muestra en el cromatograma del sistema CPC pertenecia al derivado epicatequina-
pirogalol. En la figura 3.3 B se observa la placa de TLC donde se verifica el
aislamiento de este derivado, en B1 esta el perfil del extracto total de palta para la
comparacién de los compuestos, en B2 se observa el derivado que se logro aislar del
sistema CPC (peak 3). La banda que se observa no coincide con ninguna banda del
extracto natural (sin depolimerizar), ni tampoco corresponde a ninguno de los
reactivos usados en la reaccion. Lo anterior indica que es el nuevo derivado
epicatequina-pirogalol. Junto a esta banda en B3 se agregd un estdndar de
epicatequina a modo de comparacion.

La figura 3.4 A, muestra el cromatograma de los productos de depolimerizacion
realizada con el agente Resorcinol se recolectaron todos los peaks y se determiné
mediante TLC que el peak 5 que se muestra en el cromatograma del sistema CPC
pertenecia al derivado Epicatequina-Resorcinol. En la figura 3.4 B se observa la
placa de TLC donde se verifica el aislamiento de este derivado. En B1 se observa el
perfil del extracto total de palta para la comparacion de los compuestos, en B2 esta el
derivado que se logré aislar del sistema CPC (peak 5). La banda que se observa no
coincide con ninguna banda del extracto natural, lo que indica que es el nuevo
derivado epicatequina-resorcinol. Junto a esta banda en B3 se agreg6 un estandar

de epicatequina a modo de comparacion.
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Figura 3.3: CPC de los productos de depolimerizacion de extracto de cascara de
palta con pirogalol. A.- Cromatograma del perfil de la depolimerizacion de los
polimeros del extracto de cascara de palta con el agente Pirogalol (modo
ascendente). B.- TLC, (1) perfil polifendlico del extracto de cascara de palta, (2)
derivado Epicatequina-Pirogalol, (3) estandar epicatequina. Nota: el peak 3 (aducto)

corresponde a la banda que se observa en el carril 2 de la TLC. Fuente: Elaboracién

propia
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Figura 3.4: CPC de la depolimerizacion de extracto de cascara de palta con
resorcinol. A.- Cromatograma del perfil de la depolimerizacion de los polimeros del
extracto de céscara de palta con el agente resorcinol. B.- TLC , (1) perfil polifendlico
del extracto de céscara de palta, (2) derivado Epicatequina-resorcinol, (3) estandar
epicatequina. Nota: el peak 4 (aducto) corresponde a la banda que se observa en el

carril 2 de la TLC. Fuente: Elaboracion propia

La tabla 3.1 muestra el rendimiento de polifenoles obtenidos por litro de zumo de
Cranberry y por kg de céscara de palta, ademas del rendimiento de la fraccién
polimérica obtenida mediante el sistema CPC, en donde el mayor rendimiento de
polimeros es para el extracto de palta ya que se obtienen mas polimeros por gramo
de extracto total mediante el mismo sistema y bajo las mismas condiciones. Los
derivados semi-sintéticos se obtuvieron desde extracto de palta debido a la mayor

cantidad de polimeros en la muestra.
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Tabla 3.1: Rendimiento de extracto polifendlico de palta y cranberry, sus fracciones

poliméricas y derivados semi-sintéticos. Fuente: Elaboracion propia

Fuente Extracto polifenolico Extracto Epicatequina-  Epicatequina-

polimérico Resorcinol Pirogalol

Palta Céscara 27 g de extracto por 350mg/ g 180 mg/g de 216 mg/g de
fresca kg de cascara de extracto extracto extracto
Cranberry  Zumo del 15 g de extracto por 300mg/ g - -
fruto Lt de zumo de extracto

Finalmente la formacion de ambos derivados se confirmé por espectrometria de
masas mediante la cual se pudo determinar el peso molecular, la relacién de la
masa/carga (m/z) de los principales fragmentos del aducto y su abundancia. La
Figura 3.5 muestra el espectro de abundancia relativa, donde aparece el pico del
reactivo pirogalol con una m/z 125,1 g/mol y la sefial mas abundante perteneciente a
la epicatequina con una m/z 287,6 g/mol. Luego el derivado epicatequina-pirogalol
aparece en el espectro con una m/z 413,6 g/mol. EI mismo procedimiento se realizo
para el derivado epicatequina-resorcinol donde su espectro muestra al compuesto
resorcinol con una m/z de 110 g/mol, a la epicatequina con una relacion m/z 287
g/mol y al derivado con 398,0 g/mol (Fig 3.6). Los datos pueden ser comprobados
con la tabla 3.2, donde se observan las formulas quimicas de los nucleofilos

utilizados y su respectivo peso molecular.
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Tabla 3.2: Agentes nucleofilicos usados para la obtencion de derivados de

procianidinas del extracto de cdscara de palta. Fuente: Elaboracién propia

Férmula quimica Peso Molecular
Pirogalol CeHgO3 126,1
Resorcinol CeHgO» 110,1
Epicatequina C15H1406 290,26

3.2 Efecto de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos sobre la

actividad ureasa y anhidrasa carbonica de H. pylori.

3.2.1- Determinacion de CMIy CMB

Se determind la CMI (concentracibn minima inhibitoria) y la CMB (concentracion
minima bactericida) para conocer las concentraciones a utilizar en los ensayos
posteriores. La Figura 3.7 ilustra los resultados del ensayo que se realizé en placas
de 96 pocillos, donde se analizaron las CMI de las procianidinas naturales. Se
observa que para la cepa SS1 de H. pylori las CMI para los polimeros naturales de
cranberry y cascara de palta es de 1500 y 750 pg/mL respectivamente. Para la cepa
ATCC 43504 la CMI fue de 750 pg/mL para polimeros cranberries y 375 pg/mL para

polimeros de cascara de palta. En cuanto a las procianidinas semi-sintéticas (Fig.
3.8) se observa que la CMI para la cepa SS1 fue de 375 pg/ml para el derivado
epicatequina-pirogalol y 750 pug/ml para el derivado epicatequina-resorcinol. Para la
cepa ATCC 43504 se obtuvo la menor CMI con una concentracion de 187,5 pg/ml
con el derivado epicatequina-pirogalol y de 375 pg/ml con el derivado epicatequina-
resorcinol. Ademas se agreg6 a cada ensayo un control antibiotico y controles del
medio para asegurar la confiabilidad del ensayo. A partir de la CMI obtenidas se

realiz6 la CMB, para lo cual se tomaron alicuotas en los pocillos donde no se observo
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crecimiento y se sembraron en placas de agar sangre y se incubaron durante 4 dias.
La tabla 3.3 muestra un resumen de todas las CMI y CMB obtenidas para cada cepa
de H. pylori y cada compuesto.
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Figura 3.7: Determinacion de viabilidad celular mediante biooxidacion de resazurina.
CMI de polimeros de cranberry y cascara de palta sobre H. pylori cepa SS1y ATCC
43504 después de 3 dias de cultivo. Columna 1, 2 y 3 son réplicas de polimeros de
Cranberry (PC), Columna 4, 5 y 6 son réplicas de polimeros de palta (PCP),
concentraciones decrecientes desde A-H (3000-62,5 pg/mL). Columna 7 y 8
amoxicilna (A) de A-H (1,28 - 0,01 pg/mL). Las columnas 9 y 10 contienen
Metronidazol (M) A-H (128-8 pg/mL). La columna 11 de A-C control positivo DMSO y
de D-F control positivo PBS. Columna 12 A-H control negativo. Fuente: Elaboracion

propia
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Figura 3.8: Determinacion de viabilidad celular mediante biooxidacion de resazurina.
CMI de derivados semi-sintéticos de cascara de palta sobre H. pylori cepa SS1 y
43504 después de 3 dias de cultivo. Columnas 1, 2 y 3 son réplicas de epicatequina-
resorcinol (ER). Columna 4, 5 y 6 son réplicas de epicatequina-pirogalol (EP),
concentraciones decrecientes desde A-H (3000-62,5 pg/mL). Columna 7 y 8
amoxicilna (A) de A-H (1,28 - 0,01) pg/mL. Las columnas 9 y 10 contienen
Metronidazol (M) A-H (128-8 pg/mL). La columna 11 de A-C control positivo con
DMSO y de D-F control positivo con PBS. Columna 12 A-H corresponde al control

negativo. Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.3: Concentracién minima inhibitoria y concentracion minima bactericida (CMI
y CMB) de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos para Helicobacter

pylori cepas SS1 y ATCC 43504. Fuente: Elaboracion propia

ATCC 43504 (ug/mL)  SS1 (ug/mL)

Polimeros de cranberry CMmI 750 1500
CMB ND ND

Polimeros de cascara de palta CMmI 375 750
CMB 1500 3000

Derivado epicatequin-pirogalol CMI 187,5 375
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CMB 1500 1500

Derivado epicatequin-resorcinol CMmI 375 750
CMB 3000 3000
Amoxicilina CMI 0,01 0,01
CMB 0,01 0,01
Metronidazol CMI 32 32
CMB 32 32
Controles ATCC 43504 SS1
Contol positivo PBS/DMSO CMI + +
CMB + +
Control negativo CMI - -
CMB - -

ND: No determinado

(+) Hubo crecimiento bacteriano, (-) No hubo crecimiento bacteriano

3.2.2 Viabilidad de H. pylori mediante la produccion de ATP

Un ensayo adicional se realiz6 para medir la produccion de ATP bacteriano
incubando con diferentes concentraciones de compuestos durante 1 hr. Los graficos
(fig 3.9 Ay B) muestran el efecto de concentraciones crecientes de los compuestos
sobre el nivel de ATP en H. pylori, representado como porcentaje. Para realizar este
ensayo se utilizaron valores cercanos a la CMI de cada compuesto como
concentraciones mas altas y como punto de comparacion, disminuyendo estas
concentraciones a la mitad con un total de 6 concentraciones mas el control cero (sin
compuestos). A partir de una curva de calibrado se obtuvieron los porcentajes del
nivel de ATP en cada tratamiento. El ensayo realizado con los polimeros de
procianidinas naturales se observa que a medida que aumenta la concentracion de
los compuestos, disminuye el nivel de ATP, lo que indica que a las concentraciones

mas altas, las bacterias disminuyeron su viabilidad evidenciado por la menor
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produccién de ATP. Ambos polimeros lograron disminuir la viabilidad bacteriana
hasta un 35 % en su CMI. El ensayo también se realizé con los derivados semi-
sintéticos en donde la disminucién de la viabilidad fue mayor para ambos
compuestos con tan solo un 18% de viabilidad en su CMI para Epicatequina-
Resorcinol y un porcentaje menor al 10% de viabilidad para el derivado Epicatequina-

Pirogalol en la CMI, disminuyendo ain mas la viabilidad en concentraciones mas
altas del derivado

A) B)
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704 -e- Epicatequina-Pirogalol|CMI: 187,5 pg/ml

60 . . .
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-= Polimeros de cranberry [cmi: 750 ua/ml
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Figura 3.9: Efecto de procianidinas naturales (A) y semi-sintéticas (B) sobre los
niveles intracelulares de ATP de H. pylori (ATCC 43504). H. pylori (10" UFC/mL)
fueron incubados con varias concentraciones los compuestos por 60 min a 37°C.

Cada punto representa la media de dos experimentos. Fuente: Elaboracién propia

3.2.3 Efecto de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos sobre la actividad
ureasa

Previo a los ensayos de inhibicion de la ureasa comercial Jack Bean se procedi6 a
incubar las muestras a diferentes horas para conocer si existia un aumento de la

actividad anti-ureasa a través del tiempo mediante el ensayo del rojo fenol. Para esto
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se tomo una concentracion de cada muestra (200 pg/mL) y se incubé por 30 min, 1,
2, 3y 4 h debido a que el vaciamiento gastrico ocurre cada 4 hr. En la figura 3.10 se
muestra el grafico de inhibicibn de ureasa Jack Bean a diferentes tiempos y se
observa que a mayor incubacién existe una mayor inhibicion de la actividad
enzimatica frente a todos los compuestos ensayados. Sin embargo, dicha tendencia
es algo mas marcada para los aductos, para los cuales existe una tiempo-
dependencia desde el comienzo. Para las procianidinas s6lo hay una dependencia
en los primeros minutos y luego la inhibicion se hace independiente del tiempo de

incubacion, fendbmeno ya reportado anteriormente por Pastene et al. (2009)
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Figura 3.10: Inhibiciébn de la Ureasa Jack Bean por las procianidinas naturales y
derivados semi-sintéticos con diferentes tiempo de incubacion a 200 pg/mL. Fuente:

Elaboracion propia

Las muestras de polimeros naturales de procianidinas y los derivados semi-sintéticos
se probaron a diferentes concentraciones frente a la actividad ureasa Jack bean,
mediante el ensayo rojo fenol previo a los ensayos con la Ureasa de Helicobacter
pylori para comparacion. Se agrego a los pocillos la ureasa previamente preparada y

se incubo con diferentes concentraciones de los compuestos, inicialmente se tomo la
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CMI de cada compuesto como concentracion mas alta, pero en este caso debido a
que algunos compuestos al tener color y estar en una alta concentracién en cada
pocillo afectaba la lectura de absorbancias, ademas el derivado Epicatequina-
Pirogalol después de un tiempo de incubacion comienza a cambiar de color, debido a
esto se tom6 como concentracion mas alta Y2 de la CMI de cada compuesto, y
ademas el ensayo de actividad ureasa se realizé6 con un tiempo maximo de

incubacion de 1hr.

Una vez obtenidos los datos, estos se analizaron y los graficos obtenidos muestran el
porcentaje de inhibicion de la actividad ureasa Jack bean por las diferentes
concentraciones de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos expresados
en logaritmo (Fig.3.11). De las procianidinas naturales (A), ambos polimeros
evidencian una respuesta similar alcanzando casi un 90% de inhibicion a la mayor
concentracion, en cuanto a los aductos semi-sintéticos (B), ambos muestran una
inhibicion similar al de las procianidinas poliméricas, pero estos evidencian que a
concentraciones mas bajas el derivado epicatequina-pirogalol tiene mayor actividad
anti-ureasa en comparacion al resto de las muestras analizadas, teniendo en cuenta
ademas que este compuesto presentd la menor CMI. Por lo tanto, la menor
concentracion utilizada en el ensayo, es la menor concentracién entre todos los
compuestos. Ademas todos los compuestos utilizados en este ensayo mostraron
concentracion-dependencia en donde a medida que se aumenta la concentracién de

los compuestos, aumenta la inhibicion de la actividad ureasa Jack Bean.

Posteriormente, mediante la metodologia sefalada se logré extraer la ureasa de
Helicobacter pylori de las cepas ATCC 43504 y SS1 para realizar el ensayo de
actividad ureasa. Previo a realizar el experimento con las enzimas nativas se
procedié a realizar un ensayo comparando la actividad de las enzimas de ambas
cepas con la actividad de la ureasa Jack bean con el ensayo rojo fenol. En este
experimento se logré estandarizar la cantidad suficiente de enzima nativa que se

agrego a los pocillos para alcanzar una actividad similar a la obtenida con la ureasa
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Jack Bean. Los graficos (3.12 A y B) (3.13 A y B) muestran el porcentaje de
inhibicién de la actividad ureasa de ambas cepas frente los diferentes compuestos
ensayados. Se observa para ambas enzimas de las cepas ATCC 43504 y SS1 de H.
pylori que presentaron un comportamiento similar a la obtenida con la ureasa Jack
Bean, en donde a medida que aumenta la concentracibn de los compuestos,
aumenta también el porcentaje de inhibicion de la ureasa nativa alcanzando un
porcentaje cercano al 90% con los polimeros naturales para las enzimas de ambas
cepas y un porcentaje similar de inhibicion frente a los derivados semi-sintéticos.
Para una mejor comprensién de los datos en el grafico se agregdé una tabla de
conversion de concentracion en pg/mL a logaritmo de la concentracion (Tabla 3.4).
Un ensayo adicional se realizé con la enzima de la cepa ATCC 43504 en donde se
incub6 esta enzima durante 2 horas con las dos concentraciones mas bajas
utilizadas en este experimento (1,46 y 2,29) pg/mL, el resultado mostré que hubo un
aumento de la inhibicibn enzimatica en comparacion al ensayo realizado incubando
solo 1 hora con las mismas concentraciones de compuestos, este aumento de la

inhibicion fue de aproximadamente un 20 % mas en cada caso (datos no mostrados).

A partir de los graficos obtenidos, mediante el programa Graph pad se calcularon las
IC50, este dato representa a la concentracion que se necesita para inhibir al 50% de
la actividad ureasa. La tabla 3.5 muestra los valores IC50 para la ureasa Jack Bean y
para la ureasa nativa de ambas cepas de H. pylori, los datos evidencian que en todos
los casos la mayor IC50 obtenida fue para los polimeros naturales de cranberry y
luego los polimeros de palta, y las menores IC50 son para los derivados semi-
sintéticos epicatequina-resorcinol y Epicatequina-pirogalol siendo este ultimo el que
necesité una menor concentracion para alcanzar la IC50 en todos los ensayos con la
enzima, como comparacion se agrego al ensayo el mondmero epicatequina para
demostrar que la inhibicion de la enzima es producto de la unién del agente
nucleofilico resorcinol o pirogalol al monémero epicatequina. Se observa que este
monomero epicatequina por si solo no logra inhibir la actividad de la enzima a las

mismas concentraciones utilizadas con los derivados semi-sintéticos.
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Tabla 3.4: conversién de concentraciones (ug/mL) a Logaritmos. Fuente: Elaboracién

propia
Concentracion (ug/ml) Log conc (pg/ml)
0,73 -0,13667714
1,46 0,16435286
2,92 0,46538285
5,85 0,76715587
11,71 1,0685569
23,43 1,36977229
46,87 1,67089495
93,75 1,97197128
187,5 2,27300127
375 2,57403127
750 2,87506126
A B
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Figura 3.11: Porcentaje de inhibicion de la actividad ureasa Jack Bean por

procianidinas naturales (A) y derivados semi-sintéticos (B). Fuente: Elaboracién propia
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Figura 3.12: Porcentaje de inhibicion de la actividad Ureasa de H. pylori cepa ATCC

43504 por las diferentes procianidinas naturales (A) y derivados semi-sintéticos (B).

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3.13: Porcentaje de inhibicion de la actividad Ureasa de H. pylori cepa SS1

por las diferentes procianidinas naturales (A) y derivados semi-sintéticos (B). Fuente:
Elaboracion propia

Tabla 3.5: IC50 de las ureasa Jack Bean y ureasa de H. pylori cepas ATCC 43504 y

SS1. Fuente: Elaboracion propia

IC50 Jack IC50 H. pylori IC50 H. pylori
Bean (ug/mL)  SS1 (ug/mL) 43504(pg/mL)

Polimeros cranberry 25,09 50,46 39,73
Polimeros cascara de palta 19,56 30,13 25,61
Epicatequina-Resorcinol 17,06 17,60 19,91
Epicatequina-Pirogalol 12,217 15,84 12,89
Epicatequina 953,2 953,2 953,2
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3.2.4 Efecto de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos sobre la actividad

Anhidrasa Carboénica

Previo a los ensayos con la AC nativa de H. pylori, se realizaron ensayos de
actividad con la anhidrasa comercial hAC-I a diferentes tiempo para estandarizar el
tiempo de incubacion. El grafico 20 muestra el porcentaje de inhibicion de la
anhidrasa comercial durante 30 min, 1, 2, 3, 4 hr a 100 pg/mL, se observa al igual
que para la ureasa que a medida que aumenta el tiempo de incubacion, aumenta el
porcentaje de inhibicion de la hAC-I. A medida que se realizaba el ensayo en pocillos
se observo que al incubar la enzima comercial junto a los compuestos, el color de
estos interferia en la lectura de absorbancias, lo mismo que sucedié en el ensayo
ureasa. El efecto de la oxidacion de los aductos es mas critico en este ensayo
colorimétrico, puesto que en la reaccion de hidrolisis del sustrato NPA para medir la
actividad de AC se evidencia por el cambio de color desde transparente al amarillo.
Asi, cualquier color como el rosado de cranberry o el color que adquiere el derivado
epicatequina pirogalol al incubarse més de 1 hr afectaron las lecturas. Debido a esto
las muestras con la enzima solo se incubaron durante media hora y las
concentraciones que se utilizaron fueron de 100-0 pg/ml para eliminar el posible error

de lectura de absorbancias debido al color de los compuestos.
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Figura 3.14: Inhibicion de la Anhidrasa carbdnica comercial por las procianidinas
naturales y derivados semi-sintéticos con diferentes tiempos de incubacién a 100

pg/ml. Fuente: Elaboracion propia

Se realiz6 el ensayo de actividad esterasa con la enzima comercial y se observo en
la Figura 3.15 que el porcentaje de inhibicion de la actividad enzimética aumenta a
medida que aumentan las concentraciones de los compuestos alcanzando alrededor
de un 50% de inhibiciébn con los polimeros naturales de procianidinas a la mayor
concentracion utilizada para cada compuesto (Fig. 3.15 A) y mas de un 60% de
inhibicién con los derivados semi-sintéticos a la mayor concentracion, Ademas, se
observa ademas que el monémero epicatequina no muestra inhibicion de la enzima a

las mismas concentraciones. (Fig. 3.15 B).

Posteriormente se realizo el mismo ensayo con la anhidrasa carbonica nativa. Para
extraer la enzima de H. pylori de ambas cepas se prosiguid de acuerdo al
procedimiento sefalado en la metodologia. Una vez obtenidas las enzimas de ambas
cepas se realizO un ensayo comparativo de actividades en donde se logré
estandarizar la cantidad suficiente de enzima nativa que se agrego a los pocillos para

alcanzar una actividad similar a la obtenida con la enzima comercial.
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Los graficos de inhibicion obtenidos (Fig. 3.16 y 3.17) muestran una tendencia similar
a la obtenida con la AC comercial, pero la inhibicion de la enzima obtenida de la cepa
ATCC 43504 alcanza mas de un 80% frente a los polimeros naturales con la mayor
concentracion utilizada 100ug/ml (Fig. 3.16 A), y frente a los derivados semi-
sintéticos la inhibicion de la enzima alcanza casi un 90% con el derivado
epicatequina-resorcinol y casi un 100% con epicatequina-pirogalol (Fig. 3.16 B),
también se observa concentracion dependencia en todos los casos. Los polimeros
naturales frente a la anhidrasa carbénica de la cepa SS1 presentan un
comportamiento similar en donde la inhibicién con los polimeros naturales alcanzan
alrededor de un 70% (Fig. 3.17 A) mientras que la inhibicion con los derivados semi-
sintéticos se logra una inhibicién cercana al 70% con el derivado epicatequina-
Resorcinol y casi un 90% con epicatequina-pirogalol (Fig. 3.17 B), ademas se
observa que a medida que aumenta la concentraciéon de los compuestos, aumenta
también la inhibicién. En todos los casos el derivado epicatequina-pirogalol es el que
evidencia un mayor efecto anti-HpAC. Para tener una vision mas amplia del efecto
inhibitorio, al igual que con la ureasa se tomaron las concentraciones mas bajas de
compuestos utilizadas en este ensayo (6,25 — 3,125) ug/ml y se incubaron 2 horas
con la anhidrasa carbonica extraida de la cepa ATCC 43504 de H. pylori y se
observé un aumento de la inhibicion enzimatica llegando a aproximadamente un 70%
de inhibicidbn con las procianidinas naturales y alcanzando hasta un 100% de

inhibicion con los derivados semi-sintéticos (datos no mostrados).

A partir de los datos de inhibicion se calcularon las IC50 (tabla 3.6) se verifica que el
derivado epicatequina-pirogalol es el que necesita una menor concentracion para
lograr inhibir el 50% de la actividad de la AC, luego el derivado epicatequina-

resorcinol y finalmente los polimeros naturales.
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Figura 3.15: Porcentaje de inhibicion de la Anhidrasa Carbdnica Comercial Humana

frente a los polimeros naturales (A) y derivados semi-sintéticos (B). Fuente:

Elaboracion propia
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Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 3.6: IC50 de las anhidrasa carbdénica comercial y anhidrasa carbdnica de H.
pylori cepas ATCC 43504 y SS1. Fuente: Elaboracién propia

IC50 (ug/mL) IC50 (ug/mL)  IC50 (ug/mL)

hAC-I H. pylori H. pylori
comercial SS1 43504
Polimeros cranberry 55,4 25,44 40,32
Polimeros cascara de palta 60,54 25,34 38,65
Epicatequina-Resorcinol 63,69 16,87 15,23
Epicatequina-Pirogalol 59,57 10,45 11,41
Epicatequina 953,2 953,2 953,2
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3.3 Efecto de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos sobre la
adherencia de H. pylori y la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias en células

de adenocarcinoma gastrico (AGS).

3.3.1 Ensayo de citotoxicidad

Previo a los ensayos de adherencia bacteriana a células AGS se realiz6 un analisis
para determinar las concentraciones de los compuestos que no afecten la viabilidad
celular. En base a los graficos obtenidos se puede observar que la viabilidad se
mantiene alrededor del 90% con 1000 pg/mL en la mayoria de los casos, para
asegurar la viabilidad celular en todos los ensayos se tomd como concentracidon mas
alta 700 pg/mL (Fig. 3.18 Ay B)

El efecto de los diferentes compuestos sobre la adherencia bacteriana a células AGS
se determind midiendo la intensidad de fluorescencia de FITC-H. pylori. Los graficos
(Fig. 3.19 y 3.20) muestran el porcentaje de la intensidad de fluorescencia de cada
compuesto a diferentes concentraciones. Se tomé como el 100% de intensidad de
fluorescencia a las células AGS infectada con H. pylori (sin compuesto) y en base a
esto se calculd el porcentaje de fluorescencia de los tratamientos en cada ensayo.
Los gréficos realizados con la cepa ATCC 43504 (Fig. 3.19 A) claramente muestran
gue a menor concentracion de los compuestos (47 pg/mL) existe una mayor
intensidad de fluorescencia lo que indica que hay una mayor adherencia de H. pylori
a las células AGS. Ademas a medida que aumenta la concentracibn de los
compuestos (47-700 pg/mL), la intensidad de fluorescencia disminuye, evidenciando
una menor adherencia de H. pylori lo que indica que estos compuestos estan
inhibiendo su adherencia en células AGS. El comportamiento es similar para los
polimeros naturales y derivados semi-sinteticos siendo estadisticamente
significativos en todos los tratamientos en comparacion con el control sin los
compuestos (0 pg/mL). La figura 3.19 B muestra las imagenes obtenidas del ensayo

de adherencia con el equipo IBOX scientia donde se logra visualizar que a la mayor
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concentracion hay menos intensidad de fluorescencia y en todos los casos a medida
que disminuye la concentracion se observa mayor fluorescencia, esto se puede
comparar con el control positivo el que se ve de un color rojo mas intenso lo que
indica que H. pylori marcado esta fuertemente adherido a las células AGS a
diferencia del control negativo (sin bacterias) donde no se observa fluorescencia.
Para la cepa SS1 de H. pylori (Fig. 3.20 A) se observa el mismo patron siendo todos
los tratamientos estadisticamente significativos en comparacion con el 100% de
adherencia o cero concentracién de compuestos, las imagenes de fluorescencia (Fig.

3.20 B) confirman los resultados.
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Figura 3.18: Viabilidad de células AGS frente a los polimeros naturales de
procianidinas (cranberry y céscara de palta) (A) y derivados semisintéticos

(epicatequina-pirogalol y epicatequina-resorcinol) (B). Fuente: Elaboracién propia
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3.3.2 Ensayo de adherencia a células AGS
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Figura 3.19: A) Efecto de la adherencia de H. pylori ATCC 43504 frente a las

procianidinas naturales y semi-sintéticas. B) Intensidad de fluorescencia posterior a
la infeccion de células AGS con H. pylori ATCC 43504 marcado con FITC. PC:
Polimeros de cranberry, PCP: Polimeros de cascara de palta, EP: Epicatequina-

pirogalol, ER: Epicatequina-resorcinol. Fuente: Elaboracién propia
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3.3.3 Ensayo de inflamacion

Se analiz6 la produccion de IL-8 la cual es una citoquina proinflamatoria mediante el
kit comercial de ELISA. Para esto se tomaron los sobrenadantes del ensayo de
adherencia. Las células producen interleuquina-8 inducidas por la adherencia de H.
pylori a las células AGS, el objetivo de este ensayo era saber si los polimeros
naturales o los semi-sintéticos tenian algun efecto protector en la inflamacion frente a

la infeccién por H. pylori.

Los graficos de la figura 3.21 A para la cepa ATCC 43504 muestran que los
polimeros naturales desde los 94 upg/mL en adelante son estadisticamente
significativos con respecto al control, y mas diferencias significativas se observan con
las mayores concentraciones usadas 350 pg/mL y 700 pg/mL, en cuanto a los
compuestos semi-sintéticos (Fig. 3.21 B) para ambos se observan diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control con todas las concentraciones
utilizadas en el tratamiento desde 47-700 ug/ml, por lo tanto las células producen
menos IL-8 cuando son tratadas con estos compuestos.

El mismo patrén se observa para las células infectadas con la cepa SS1 de H. pylori,
en este caso en todos los tratamientos se observan diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control. Estos resultados concuerdan con los datos
obtenidos en el ensayo de adherencia (Fig. 3.22 Ay B)
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Figura 3.21: Efecto de procianidinas naturales y semi-sintéticas en la produccion de
interleuquina 8 (IL-8) en células AGS inducido por la cepa ATCC 43504 de H. pylori.

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 3.22: Efecto de procianidinas naturales (A) y semi-sintéticas (B) en la
produccion de interleuquina 8 (IL-8) en células AGS inducido por la cepa SS1 de H.

pylori. Fuente: Elaboracion propia
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3.4- Efecto de procianidinas naturales y semi-sintéticos sobre la produccion de
ROS en neutroéfilos estimulados por H. pylori

3.4.1- Efecto de procianidinas naturales y semi-sintéticos sobre la produccion de

ERO en neutrdfilos estimulados por H. pylori

Se evaluo el efecto de las procinidinas naturales y derivados semi-sintéticos sobre la
produccion de ERO en neutroéfilos estimulados por H. pylori, para esto inicialmente se
realiz6 un ensayo que demostro la respuesta de los neutrdfilos frente a dos
estimulos, PMA y H. pylori. PMA es un activador directo de las proteina kinasas
(PKCc) que no requiere union a receptor. Como resultado de su activacion, hay
movilizacion de calcio y ensamblaje del complejo NADPH oxidasa. Lo anterior genera
primeramente ERO al interior del neutrdfilo y posteriormente un flujo hacia el exterior,
esta produccién de ERO se mide con luminol sédico que finalmente al oxidarsees
capaz de emitir luz. Asi también H. pylori es un inductor de ERO. En la figura 3.23, se
observa en el gréfico la respuesta de neutrofilos frente a PMA y H. pylori en el
tiempo. Inicialmente se agregd la sangre fresca ("10"3 células polimorfonucleares +
luminol), luego de 10 minutos se estimularon con 200 nM de PMA. Por otro lado las
células se incubaron con H. pylori con una MOI 25:1. En ambos experimentos se
evidencio una respuesta similar en el tiempo, en donde se observa un aumento de la
luminiscencia a partir de los 10 min producto de la estimulacién, luego de 10 min
después del estimulo se llega a un maximo de luminiscencia lo que indica el punto de
mayor produccion de ERO. Se utilizé esta concentracién de bacterias en pocillo para

realizar todos los ensayos posteriores.
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Figura 3.23: Produccion de ERO en neutrofilos estimulados con PMA y H. pylori.

Fuente: Elaboracién propia

Luego para realizar el ensayo con los diferentes compuestos, se prosiguio
reemplazando el PMA por H. pylori, el ensayo se realizO con ambas cepas por
separado. A partir de los datos de luminiscencia obtenidos en el equipo IBOX se
calcularon los porcentajes de inhibiciébn de cada compuesto con respecto al control
cero o sin inhibidor, estos célculos se realizaron en el méximo de luminiscencia el
cual fue a los 10 min luego de la estimulacion con H. pylori como se muestra en el
grafico anterior. Se observa el efecto de las procianidinas poliméricas y derivados
semi-sintéticos sobre la produccion de ERO en neutrdfilos, estimulados por H. pylori,
para la cepa ATCC se muestra que los polimeros de procianidinas naturales logran
inhibir la luminiscencia, lo que indica una menor produccion de ERO en neutrofilos,
las concentraciones utilizadas en este ensayo fueron de (100-0) pg/mL en donde a la
mayor concentraciéon logra una mayor inhibicion de la produccién de ERO
alcanzando casi un 90% (Fig. 3.24 A). Los derivados semi-sintéticos también logran
inhibir la produccion de ERO de modo similar a los polimeros naturales (Fig. 3.24 B).
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Un comportamiento similar se evidencié con la cepa SS1 de H. pylori (Fig. 3.25 Ay
B). En todos los casos hay concentracion dependencia, en donde, a medida que

aumenta la concentracion de compuestos, aumenta el porcentaje de inhibiciéon
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Figura 3.24: Porcentaje de inhibicion de ERO en neutrdfilos estimulados con H. pylori
43504 frente a procianidinas naturales (A) y derivados semi-sintéticos (B). Fuente:

Elaboracion propia
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Figura 3.25: Porcentaje de inhibicion de ERO en neutrdfilos estimulados con H. pylori

SS1 frente a procianidinas naturales (A) y derivados semi-sintéticos (B). Fuente:

Elaboracion propia
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4 DISCUSION

4.1 obtencion de polimeros de procianidinas naturales y sus derivados semi-

sintéticos.

En este trabajo se utiliz6 como fuente de extraccién de polifenoles, la cascara de
palta y zumo de cranberries, estas fuentes vegetales presentan una alta cantidad de
polifenoles y como es conocido estos presentan una gran variedad de propiedades
beneficiosas para la salud, ademas, la cascara de la palta es un desecho
agroindustrial, ya que esta se elimina para los preparados de puré de palta entre
otros. En este trabajo a partir de 1 kg de cascara fresca se logré obtener 27 gr de
extracto polifendlico seco (2,7% de rendimiento) a través de la extraccion acuosa
mencionada en la metodologia, estos resultados son concordantes con el trabajo
realizado por Chavez et al. (2011), donde emplearon la misma metodologia y
lograron obtener a partir de 15 g de cascara fresca 420 mg de extracto seco, lo que
representa un 2,8 % de rendimiento. Por otro lado a partir del cranberry se obtuvo un
menor rendimiento de polifenoles en comparacion con la cascara de palta, pero se
debe tener en cuenta que la extraccién se realizé a partir de la trituracion del fruto en
agua y fue necesario centrifugar previo a limpieza en la columna, por lo tanto debido
al centrifugado pudo perderse gran cantidad de los polifenoles (fraccién unida) de
este fruto. Las procianidinas pueden estar libres o unidas, pero lo habitual es que
interaccionen fuertemente con las fibras vegetales. Su interaccién con la celulosa
solo puede ser eliminada mediante tratamientos con NaOH. Posteriormente se utilizé
el sistema CPC para la obtencién de las fracciones poliméricas de procianidinas y
debido a que la preparacion del extracto de cascara de palta fue mas facil de realizar,
se tomo esta muestra para obtener los derivados semi-sintéticos de procianidinas, se
realizaron varias metodologias descritas en bibliografia para lograr obtener un
rendimiento significativo de los derivados, finalmente se modific6 un método el cual

permitié6 obtener mayores cantidades de los derivados.
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La ventaja del sistema CPC que se utilizd en este estudio es que se logré obtener
rapidamente una gran cantidad de muestra con una sola inyeccion en comparacion
con otras técnicas de separacion en que el volumen de inyeccidon es menor, por lo
tanto la muestra obtenida es pequefia y se requiere varias repeticiones para obtener
una cantidad de muestra significativa. En el sistema utilizado en este estudio se pudo
inyectar un volumen de 10 mL lo que permiti6 aumentar la cantidad de muestra
recolectada. Esta técnica tiene ademas otras ventajas es que al ser una separacion
liquido- liquido, disminuye el riesgo de degradacién de ciertos compuestos labiles. En
CPC los polifenoles se separan de acuerdo a su coeficiente de particion. El sistema
utiliza la fuerza centrifuga que produce un mezclado altamente eficiente de ambas
fases liquidas que son inmiscibles y la retencion de una gran parte de la fase
estacionaria, esto permite mejorar la transferencia de masa entre las fases y una
mejor separacion de las fracciones con polaridades similares. Al no tener una fase
con soporte solido, se evita la adsorcion irreversible de la muestra en la columna, por
lo tanto, la recuperacion de los compuestos es casi un 100%. Este sistema tiene la
versatilidad de poder seleccionar la modalidad de separacion desde fase normal a
fase inversa para un mismo sistema de solventes. Ademas, la separacion se puede
hacer mas eficiente y menos laboriosa, invirtiendo las fases o el flujo, lo que se
conoce como CPC en modos extrusion y modo dual, respetivamente. Otra ventaja es
gue ademas una gran parte de las fases utilizadas pudieron ser recuperadas
mediante destilacion simple. Otra técnica que ayuddé a identificar las muestras fue la
cromatografia en capa fina TLC. Este tipo de andlisis al ser una técnica rapida y
sencilla permite conocer la identidad tentativa (usando patrones) de los compuestos
gue se desean purificar. Todas las muestras de procianidinas naturales y semi-
sintéticas que obtuvieron se analizaron rapidamente por TLC, por lo tanto, en base a
esta técnica se logro identificar los compuestos que se deseaban evaluar y se
descartaron el resto de fracciones o picos que no forman parte de los analisis
bioldgicos. Finalmente, gracias al analisis por HPLC acoplado a espectrometria de

masas se logré verificar la presencia de los aductos producto de cada
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depolimerizacién, usando la relacién m/z de sus pesos moleculares y comparandola

con el peso molecular tedrico del compuesto formado

4.2 Determinacion de CMI, CMB y viabilidad de H. pylori frente a procianidinas

naturales y derivados semi-sintéticos

Como se menciono en los resultados, previo a los ensayos de actividad enzimatica
se realizo el calculé de las CMI y CMB para obtener las concentraciones a usar sobre
la enzima aislada. Con respecto a las CMI encontrada para cada compuesto se
observa que son distintas para ambas cepas de H. pylori, pero en general las
diferencias son solo de una dilucion en la concentracion de las muestras. Ademas se
debe tener en cuenta que las concentraciones utilizadas de cada compuesto fueron
disminuyéndose a la mitad desde 3000-62,5 pg/mL, por lo que las diferencias
podrian deberse a pequefias variaciones en la preparacion de los compuestos o los
in6culos bacterianos utilizados en el ensayo. De todos los compuestos la menor CMI
se obtuvo con el derivado epicatequina-pirogalol con 187,5 pg/mL. En cuanto a las
CMB obtenidas, estas fueron mas altas que las CMI en todos los casos, e incluso
con las concentraciones utilizadas no se logré6 determinar la CMB para las
procianidinas de cranberries. A pesar de las altas concentraciones que se obtuvieron
para las CMB en comparacion con los antibiéticos de la triple terapia que se utilizaron
a modo comparativo, hay que tener en cuenta que estos compuestos ademas de
estar inhibiendo el crecimiento bacteriano o matando las bacterias, también podrian
inhibir diferentes factores de virulencia que son vitales e importantes para la
colonizacion in vivo de H. pylori como la actividad ureasa y hpAC, adherencia,

morfologia, movilidad, etc.
Como una forma de entender como los compuestos utilizados en este estudio

disminuyen la viabilidad bacteriana, se realiz6 un ensayo adicional se realizd6 para

medir la viabilidad de H. pylori de la cepa ATCC 43504 a través la medicién de ATP
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intracelular. Los compuestos utilizados disminuyeron la viabilidad de H. pylori en
forma concentracion-dependiente. Interesantemente se encontré que estos
compuestos logran disminuir en gran parte la viabilidad bacteriana después de una
hora de incubacion con la bacteria. Se tomo la CMI de cada compuesto como punto
comparativo y en general todos los compuestos alcanzan una disminucion de la
viabilidad importante. De todos los compuestos utilizados en este trabajo el derivado
epicatequina-pirogalol fue el que logré una mayor disminucién de la viabilidad de H.
pylori, aun siendo el compuesto que poseia la menor CMI de todos. En un estudio
similar, Nagata et al. (2001), reportaron el efecto concentracién-dependiente de
lansoprazol sobre los niveles de ATP en H. pylori. Sin embargo, aun cuando la
actividad respiratoria fue suprimida completamente a partir de concentraciones de
100 pg/mL de lansoprazol, no fue posible disminuir los niveles de ATP mas alla de un
20 %. Los autores concluyeron que existe una fraccibn de ATP insensible a

lansoprazol y que probablemente no esté ligado a la actividad respiratoria de H.

pylori.

Si bien es conocido que las procianidinas poseen efecto anti-H. pylori y que este es
considerado moderado, en este trabajo se utilizaron estas procianidinas como
templado para el desarrollo de nuevos derivados con mayor potencia, o que fue
demostrado en éste y el resto de los ensayos. Al respecto, en un estudio realizado
por Li et al. (2007), se fabricO un derivado resultante del acoplamiento entre
antibiotico-antioxidante (metronidazol-genisteina) que mostré6 una actividad anti-H.

pylori muy potente (MIC = 0.39 pg/mL).

4.3 Efecto de procianidinas y derivados semi-sintéticos frente a la actividad
enzimatica de la Ureasa y Anhidrasa carbonica de H. pylori

Para realizar los ensayos de la actividad enziméatica de la ureasa, se eligié la mitad

de la CMI, esto se debi6 a que a medida que se realizaban los ensayos se
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presentaron algunos problemas de método ya que al usar la CMI de cada
compuesto, en algunos casos las concentraciones a usar fueron muy altas y al
agregar los compuestos en pocillo junto con el buffer del rojo fenol y urea este se
visualizaba de un color diferente al del rango de color normal del ensayo que va de
naranjo a rosado intenso cuando hay mayor actividad enzimatica, lo que finalmente
afectaba la lectura de absorbancias. Por otro lado sucedid lo mismo con el ensayo de
la actividad de anhidrasa carbonica (AC), pero este fue alin mas acentuado debido a
qgue el rango de color del ensayo va de transparente a amarillo por lo que el color de
las muestras de las concentraciones mas altas y el tiempo de incubacion de la
enzima con los compuestos afectaba la lectura de absorbancias, incluso en los
ensayos realizados con ¥z de la CMI la lectura se vio afectada, por este motivo se
tomaron concentraciones mas bajas (100-0) ug/mL en todos los casos y tiempos mas

cortos de incubacion de la enzima més los compuestos.

En el caso de los ensayos sobre la actividad enzimatica se utilizaron dos ureasa para
comparacién, la de H. pylori y la ureasa Jack Bean. Las ureasas en general
contienen tres tipos de subunidades, a, B y y. Sus masas moleculares estan en el
rango de 68-73 kDa (a), 8-17 kDa (B) y 8-12 kDa (y). Las ureasas bacterianas
generalmente estan formadas por tres subunidades denominadas a, B, y y. En
contraste, la ureasa de H. pylori posee solo dos de éstas subunidades: a (60—66
kDa) y B (26—-31 kDa), las cuales se encuentran asociadas en forma no covalente. La
subunidad alfa de la ureasa de H. pylori comparte un 48% de identidad en
secuencias de aminoéacidos con las correspondientes N-terminal de la ureasa Jack
bean (Krajewska & Zaborska, 2007). Independiente de sus diferencias estructurales,
las secuencias aminoacidicas de los sitios activos son basicamente similares en
todas las ureasas conocidas, en consecuencias el mecanismo catalitico es el mismo,
el sitio activo esta siempre ubicado en la subunidad alfa y contiene un centro
catalitico con dos atomos de niquel (Il) separados por una distancia de 3,5 a 3,7 A
(Ciurli et al, 1999). Adicionalmente, los inhibidores clasicos de ureasas vegetales,

inhiben de igual manera a las ureasas bacterianas.
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Para los ensayos sobre la AC también se utilizaron dos enzimas con fines
comparativos, la de H. pylori (HpAC) y la anhidrasa humana | (hAC I). La HpAC se
presenta en dos isoformas, una citoplasmatica HpBAC y una en el periplasma
HpaAC. Chirica et al, (2001) encontré que la HpaAC tenia una actividad catalitica
similar a la hACI y posteriormente (Chirica et al., 2002), describi6 el tipo de estructura
de la HpaAC e informaron que compartian un 28% de identidad con la secuencia de
la hACII. Nishimori et al, (2006) encontré que la isoforma citoplasmatica tiene una
actividad catalitica 3.2 veces mayor que la de HpaAC, sin embargo, su Km estd mas
cerca al valor informado para hAC II. En general, la eficiencia catalitica de la AC es
una de las mas altas en naturaleza (kcat CO? 10° s-1) con constantes de segundo
orden préximas al limite de control de difusién (kcat/km CO, 10® M-1 s-1) (Lingskog
& Silverman, 2000).

Con la metodologia utilizada se obtuvo la ureasa y las HpAC, pero estas no fueron
purificadas, por lo tanto, ademas de la ureasa y anhidrasa se encontraban otras
proteinas como GroEL, llvC, HsPB, y Hsp60 (Pyndiah et al., 2007), a pesar de esto,
cabe destacar que la enzima ureasa representa alrededor del 2-16% de las proteinas
totales sintetizadas por esta bacteria (Sachs et al., 2003), por lo tanto no se necesitd
acumular tantas bacterias para obtener la enzima concentrada. La HpAC se
encuentra en menor cantidad por lo que fue necesario acumular mas bacterias para

la obtencién de la enzima mas concentrada.

El ensayo de actividad ureasa demostr6 que todos los compuestos naturales y
derivados semi-sintéticos poseen un efecto similar frente a la inhibiciébn de la
actividad enzimatica. Las procianidinas naturales alcanzan casi un 90% de inhibicion,
mientras que de los derivados semi-sintéticos el compuesto epicatequina-pirogalol
también logra alcanzar casi un 90% de inhibicion. No obstante se debe tener en
cuenta que se utiliz6 como concentracion mas alta la ¥2 CMI de cada compuesto, y

este derivado es el que presentd la menor CMI. Por lo tanto, el aducto de pirogalol
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alcanz6 una alta inhibicion a una concentracion menor a las utilizadas con el resto de
los compuestos. Cabe destacar que como un ensayo adicional (datos no mostrados)
se incubd la enzima durante 2 h con las concentraciones mas bajas utilizadas en
este ensayo (1,46 y 2,92) ug/mL y se logro alcanzar una inhibicion mayor a la lograda
incubando solo 1h, con un aumento aproximadamente de 20% mas para cada

compuesto.

Para la actividad AC se observé que las procianidinas naturales presentaron entre un
70-80% de inhibicidbn enzimética para ambas cepas de H. pylori, mientras que los
derivados semi-sintéticos alcanzaron una mayor inhibicion, siendo el derivado
epicatequina-pirogalol el que alcanzé un mayor porcentaje de inhibicidn llegando casi
a 100%. Al igual que con la ureasa se realizé un ensayo adicional donde se incubd la
enzima AC con las concentraciones mas bajas utilizadas en el ensayo (6,25- 3,125)
pug/mL durante 2h (datos no mostrados) y se observo que la inhibicién llegé al 70%
aproximadamente con los polimeros naturales de procianidinas. Interesantemente,
con los derivados, principalmente con epicatequina-pirogalol, la inhibicion aumento
casi al 100%. Por lo tanto, en todos los ensayos se encontré que el derivado
epicatequina-pirogalol fue el que presentd el mayor efecto contra la actividad ureasa
y AC ya que fue el compuesto que requiri6 una menor concentracién para lograr
inhibir el 50% de la actividad enzimética (IC50) lo que concuerda con los datos
obtenidos para las CMI en donde también este derivado fue el mas efectivo. En
general todos los compuestos naturales y semi-sintéticos presentaron concentracion-
dependencia, y alcanzaron altos porcentajes de inhibicion enzimatica a pesar de los
cortos tiempos de incubacion que se utilizaron en estos ensayos. Se debe tener en
cuenta que las graficas que muestran la inhibicibn de la enzima en el tiempo,
evidencian que mientras mas tiempo se incube la enzima con los compuestos (0,5-4
h), mayor es el porcentaje de inhibicion. En estos ensayos se incubaron los
compuestos con la ureasa solo 1 hry para la enzima AC solo 30 min producto de los

problemas de interferencia que se mencionaron anteriormente.
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Con respecto a las procianidinas naturales utilizadas en este estudios sobre la
actividad ureasa, los resultados obtenidos son consistentes con el trabajo realizado
anteriormente por Pastene et al. (2009; 2014) en donde encontraron que las
proantocianidinas (PAC) pueden inhibir la ureasa y se establecié que el efecto de
estos compuestos depende en gran medida de su tamafio molecular y tipo de
monomero. Se demostrd que la estructura activa minima contra la ureasa de H. pylori
corresponde a los dimeros, y a medida que se aumentaba el grado de polimerizacion
desde dimeros hasta polimeros aumentaba el grado de inhibicién de la actividad
enzimatica, por lo tanto son los polimeros de las procianidinas naturales los que

tienen mayor efecto inhibitorio.

Por otro lado con respecto a los derivados semi-sintéticos obtenidos a través del
ataque nucleofilico con pirogalol y resorcinol, la inhibicién presentada frente a las
actividades de la enzima ureasa y anhidrasa carbdnica se debe a la formacion del
derivado, ya que el mondmero epicatequina por si solo no logré inhibir la actividad de
estas enzimas como se observa en los graficos, por ende la formacion de este
derivado conformado por un nudcleo flavan-3-ol y la introduccién de un sustituyente en

la posicién C-4 es la responsable de la inhibiciébn enzimatica.

En el estudio llevado a cabo por Xiao (2013) se determiné que el tamafio y la
hidrofobicidad de las moléculas evaluadas eran factores fundamentales en la
inhibicion de la ureasa de H. pylori, determinando que moléculas mas bien
hidrofobicas y pequefias tenian una actividad mayor sobre la enzima. Debido al gran
tamafio y alta polaridad de las procianidinas utilizadas en este estudio, estas apenas
podrian ingresar e inhibir el pool citoplasmico de ureasa. Esto ultimo sugiere que las
procianidinas solamente neutralizan la fraccion mas externa de la ureasa y podrian
actuar de manera preventiva mas que terapéutica. Pese a ello, varios estudios
reportan que las procianidinas son eficaces in vivo. Por ejemplo, entre los extractos
ricos en procianidinas se han demostrados efectos anti-H. pylori in vivo, los extractos

obtenidos del lapulo y vino tinto han probado ser particularmente eficaces (Yahiro et
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al., 2005; Ruggiero et al., 2007). Sélo unos pocos estudios han evaluado el efecto de
algunos procianidinas diméricas (B1 y B2) sobre la actividad de la ureasa (Lee et al.,
2006).

Es importante destacar que la relevancia de la ureasa para la capacidad de
colonizacion de H. pylori es muy conocida y ha sido ampliamente divulgada (Scott et
al., 1998; Mobley et al., 2001), aunque existe un estudio en Jerbos de Mongolia
donde cepas ureasa negativas aun conservan su capacidad de infectar la mucosa
gastrica (Mine et al., 2005). Pero otro estudio realizado por Bury-Moné et al. (2008)
demostré que la cepa SS1 de H. pylori mutantes para la ureasa y la AC fueron
incapaces de colonizar la mucosa gastrica murina. Estos hallazgos demuestran
claramente que no solo la ureasa es uno de los factores de virulencia mas
importantes para H. pylori, sino que ambas enzimas son esenciales para la

colonizacion de H. pylori.

El rol de la AC se ha respaldado con estudios documentados mediante la delecién de
genes. Stahler et al. (2005) demostraron a través de un analisis mutacional de los
genes de la AC que es requerida para la sobrevivencia en el nicho gastrico y
ademas, que esta implicada en el metabolismo del bicarbonato. Otro estudio de
Marcus et al. (2005) demostraron el rol especifico que cumple la HpaAC ya que al
suprimirla, los niveles de supervivencia de H. pylori en comparacion con la cepa
salvaje, disminuian en 3,3 logip en medio acido, incluso en presencia de urea,
ocurriendo lo mismo cuando se inhibia con el farmaco acetazolamida. Ellos también
demostraron a través de microscopia confocal, que en ausencia de HpaAC, los
niveles de pH periplasmico disminuian drasticamente, dafiandose la integridad de la
membrana interna (Marcus et al., 2005; Nishimori et al., 2008). Esto explicaria por
qué los niveles de expresion de la HpaAC, aumentan hasta cinco veces al estar

expuesta en pH acido (Wen et al., 2007).
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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 (Frost & McKenna, 2014; Supuran, 2015). La AC es
inhibida por compuestos que presentan grupos capaces de coordinar con el zinc del
sitio catalitico. Es interesante que, al igual que con a-ACs de otras especies, la
HpaAC es inhibida por las mismas sulfonamidas, en particular por la acetazolamida
(Chirca et al., 2001; Marcus et al., 2005; Shahidzadeh et al., 2005; Nishimori, et al.,
2006; 2007). Estudios anteriores demostraron que la acetazolamida puede inhibir el
crecimiento bacteriano in vitro y la capacidad infectiva de H. pylori (Nishimori, et al.,
2006; 2008). Sorprendentemente, los datos mostraron que los inhibidores de AC
mejoraron la cicatrizacion de las Ulceras pépticas con 91% a 97% de tasas de
curacién, con una sola recaida del 6% en 2 afios (Shahidzadeh et al., 2005; Puscas
& Ann, 1984). Por lo tanto, dicha estrategia terapéutica empirica demostré ser eficaz
no sélo en la curacion de Ulceras, sino también en la prevencion de la recurrencia de
éstas. Esto sugiere que probablemente el tratamiento de las Ulceras con
acetazolamida dio lugar a la erradicacion de H. pylori. Sin embargo, uno de los
inconvenientes de la utilizacién clinica de sulfonaminas es que inhiben todas las
isoformas de AC de manera no especifica. Esto es un problema muy complejo ya
que existe un gran namero de isoformas en muchos tejidos y 6rganos humanos
(Supuran, 2010). Por lo tanto, en el proceso de disefio de inhibidores de HpAC se
intentd garantizar que estas nuevas moléculas en lo posible, deben ser altamente
especificas y no clasica, es decir, que no se basen en las estructuras de
sulfonamidas, sulfamatos, o sulfamidas (Pastene et al., 2014; Supuran, 2015;
Compostella et al., 2015; Marcus et al., 2016).

Tars et al. (2013) sintetizaron varias sulfocumarinas, que sufrieron hidrdlisis. Los
productos de esta escision fueron acidos 2-hidroxifenil-vinilsulfonicos. Se observé
qgue el acido sulfénico se anclaba a la molécula de agua coordinada con Zinc,
teniendo interacciones favorables con Thr200 y Pro201. Davis et al. (2011)

describieron este hallazgo en un estudio en el que se ensayaron 21 compuestos
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naturales fendlicos (fungicos y vegetales) contra las B y aACs de Mycobacterium.
Este trabajo revel6 que el hidroxilo fendlico de estos compuestos interacciona con
AC de una manera no clasica uniéndose directamente a la molécula de agua unida al

Zinc mediante enlace puente de hidrégeno.

Teniendo en cuenta todo lo antedicho, estos resultados nos llevan a proponer que los
derivados fendlicos podrian ser una fuente ilimitada de candidatos para el desarrollo
de nuevas moléculas con actividad inhibidora de la AC y ureasa. Sin embargo, hay
un nimero reducido de agentes nucledfilos que pueden usarse para generar aductos

de flavan-3-ol a partir de PAC.

4.4 Efecto de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos frente a la

adherencia de H. pylori

Luego que H. pylori logra llegar al estbmago, una estrategia importante para que
permanezca en la mucosa gastrica humana es la adherencia, esto es un primer paso
en la colonizacion y permanencia en el epitelio gastrico (Oleastro & Ménard, 2013).
H. pylori se adhiere a las células epiteliales a través las adhesinas las cuales son
proteinas bacterianas, que estan implicadas en las etapas iniciales de la colonizacion
por medio de la interaccion entre la bacteria y la superficie de la célula huésped. In
vivo, 15% a 20% de H. pylori se fija a las células epiteliales gastricas (Hessey et al.,
1990). Por eso, los mecanismos de adhesion resultan ser una diana molecular muy

atractiva para limitar la colonizacion gastrica de H. pylori.

En este trabajo previamente se realizdé un ensayo de viabilidad con resazurina, donde
se logro encontrar la concentracion a la cual realizar los ensayos sin tener un efecto
negativo en la viabilidad de las células por los extractos, se consideré6 como células

viables cuando estan a un 90-100% de viabilidad. La concentracion 1000 pg/ml
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gener6 una viabilidad de cercana al 90%, por lo tanto para asegurar la viabilidad

celular se eligié6 como concentracion maxima utilizada fue 700 pg/mL.

Como se mencion6 anteriormente la adhesion de H. pylori a las células del huésped
es el primer paso para la colonizacién, esto induce a que la bacteria exprese factores
de virulencia causantes de dafio tisular. Las muestras analizadas en este estudio
mostraron un efecto de inhibicion de la adherencia de esta bacteria a sus células
huésped. Para determinar la actividad anti-adherencia producto de las procianidinas
naturales y derivados semi-sintéticos de procianidinas se utiliz6 H. pylori marcado
con FITC lo que permitié visualizar y cuantificar la adherencia. Todos los compuestos
evidenciaron inhibicién de la adherencia, siendo los polimeros de cranberry los que
mostraron mayor efecto inhibitorio, similar al resultado obtenido con el derivado
epicatequina-pirogalol, como en la mayoria de los ensayos. Los resultados obtenidos
sugieren que, las fracciones y aductos utilizados serian capaces de afectar
mecanismos de adherencia de H. pylori, lo que podria dificultar su permanencia en el
epitelio gastrico. Alternativamente, la adherencia se puede ver afectada
indirectamente por la inhibicion de la actividad enzimatica de la ureasa y AC
demostrada in vitro para todos los compuestos. La suma de dichos mecanismos,

finalmente podrian impedir que H. pylori se adhiera a las células

Algunos estudios respaldan el efecto anti-adherencia de las procianidinas. 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).
Ellos informaron que los componentes de alto peso molecular de jugo de arandano
son capaces de inhibir la unién 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 combinacion 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)
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bebieron 250 mL de jugo de arandano diariamente durante 90 dias, mientras que los
otros recibieron una bebida placebo. Después de 35 y 90 dias, respectivamente,
hubo una disminucion significativa de pacientes positivos para H. pylori en el grupo
que ingirié el zumo de arandano rojo (Zhang et al., 2005).

Rohdewald & Beil. (2008) demostraron que un extracto rico en PACs de corteza de
pino (Pycnogenol) inhibi6 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 vacuolizacién en células
HelLa (Pastene et al., 2010). Se encontré que el APPE ejerce un doble efecto anti-H.
pylori, inhibiendo el proceso de adhesion de las bacterias y su actividad ureasa. El
efecto anti-adherencia de APPE se observo con ICsp = 5.3 mg/mL. Los resultados de
otro estudio, en los cuales se evaluo 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 limitd la adherencia de FITC-H.
pylori a células AGS (Pastene et al., 2014)

Junto al ensayo de adherencia se realiz6 un ensayo complementario para medir la
produccion de interleuquina-8. En este estudio se observd una disminucion de la
produccién de IL-8 en los tratamientos analizados con respecto al control.
Interesantemente, algunos aductos como el pirogalol inducen un potente efecto anti-
inflamatorio, incluso mayor al de las procianidinas naturales. Se sugiere que estos
compuestos poseen mayor probabilidad de penetrar en la bacteria comparada con
las PACs, asi también podrian hacerlo en las células AGS, promoviendo

mecanismos de defensa antioxidante y anti-inflamatorios.
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4.5 Efecto de procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos frente a la

produccion de ERO en neutroéfilos estimulados por H. pylori

Cuando las bacterias patdégenas ingresan al organismo, los neutrofilos
inmediatamente despliegan mecanismos para promover su fagocitosis. La forma
convencional para la destruccion de las bacterias es a través de la formacion de
fagosomas por parte de los neutréfilos. Una de las caracteristicas de la infeccién por
H. pylori es su capacidad de promover un alto grado de infiltracion linfocitica (Allen,
2001). Los neutrofilos y células inflamatorias mononucleares infiltran la mucosa del
estbmago infectado con H. pylori causando inflamacion y produccion de especies

reactivas de oxigeno (ERO).

En este estudio, inicialmente se intentd demostrar la produccion de ERO en un
equipo de imagen molecular, logrdndose estandarizar la concentracion de los
reactivos utilizados. El ensayo se realizd con sangre fresca, para esto, los neutréfilos
que fueron estimulados primero con PMA, y luego con un in6culo de H. pylori
estandarizado a 9x10”5 ufc/mL. Cuando a este ensayo se agregaron los inhibidores
(procianidinas naturales y derivados semi-sintéticos) se encontr6 que estos
efectivamente disminuyen la produccion de ERO, siendo nuevamente el derivado

epicatequina-pirogalol el que genera una mayor inhibicién de ERO.

Esto es importante ya que estos compuestos estarian protegiendo el dafio a nivel del
epitelio gastrico. Es conocido que la gastritis puede progresar a cancer gastrico, y se
cree actualmente que el cancer gastrico se debe a multiples factores, incluyendo el
estrés oxidativo y las toxinas ambientales, que aumentan las tasas de mutacion de
ADN. Handa et al. (2010) y Herrera et al. (2009) observaron exceso de la produccion
de ROS / RNS en la mucosa gastrica humana infectada con H. pylori, lo que se
correlaciona directamente con dafio histologico de la mucosa. Por lo tanto estos
resultados estan entrelazados con los obtenidos anteriormente, ya que estos

compuestos estan actuando en el primer paso para la colonizacion de H. pylori
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inhibiendo gran porcentaje de la adherencia a las células AGS, posteriormente se
comprobd que ellos logran inhibir la produccion de citoquinas proinflamatorias y
luego se encontré que ejercen un efecto protector ya que inhibe la produccion de
ERO.

Ademas, otro punto importante es que la actividad de la ureasa también puede ser
responsable indirectamente del dafio tisular mediante su interaccién con el sistema
inmune, estimulando el estallido respiratorio de neutréfilos. Bryk et al. (2000),
demostraron experimentalmente con células intactas de H. pylori, que estas son
capaces de estimular e inclusive causar una activacion directa del estallido
respiratorio de leucocitos, neutrofilos polimorfonucleares y monocitos; ademas ejerce
accion quimiotdxica sobre otras células inflamatorias mediante liberacion de
citoquinas proinflamatorias e intermediarios reactivos del oxigeno que colaboran con
el proceso inflamatorio, por lo que estos compuestos también estarian colaborando

en inhibir la actividad de la enzima e impedir el dafio producto de la inflamacién.

Satén et al. (2000) informaron que la proteina NAP HP es uno de los factores que
estimulan la NADPH oxidasa de los neutrdfilos. Allen et al. (2005) han reportado que
H. pylori puede evadir el efecto bactericida de la ERO cuando estimula los
neutroéfilos, causando dafio a la mucosa gastrica del hospedador. Esto dltimo 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 inflamacion (Unemo et al.,, 2005). Este ultimo
mecanismo de evasion promueve dafio adicional a la mucosa gastrica. Con respecto

a esto, en trabajos anteriores, en el laboratorio de Farmacognosia se comprob6 que
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los polifenoles de cdscara de manzana (flavonoides y procianidinas) mejoran el dafio

inflamatorio observado en los primeros pasos de la colonizacion de H. pylori.

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 liberacion de IL-13 desde células
sanguineas estimuladas con LPS (Mitjans et al., 2004). En otro estudio, los aductos
43-(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, (Ugartondo et al, 2008; Lozano et al., 2006; Torres et al., 2002)
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5. CONCLUSIONES

Se obtuvo cantidades significativas de polimeros de procianidinas naturales de
cranberries y céscara de palta (entre 300 y 350 mg/mL respectivamente) que
permitieron realizar todos los ensayos microbiolégicos. A partir de este ultimo tipo
de procianidina se llevd a cabo la sintesis de dos aductos mediante
depolimerizacibn con dos agentes nucleofilicos. Esta reaccion de
depolimerizacién fue estandarizada exitosamente, logrando obtener una cantidad
suficiente de los derivados para realizar los ensayos biolégicos y finalmente la
identidad de estos compuestos se logré determinar de mediante TLC y HPLC

acoplada a espectrometria de masas.

Se realizaron los ensayos de CMI en medio liquido y se determind la
concentracion que se utilizé en cada analisis bioldgico para lograr comparar los
resultados obtenidos con cada compuesto. A partir de este ensayo se encontrd
gue de los cuatro compuestos utilizados, el derivado epicatequina-pirogalol fue el
que presentd la menor CMI para ambas cepas de H. pylori. El efecto sobre la
viabilidad de H. pylori se evidencié mediante la determinacion de los niveles de
ATP. Todos los compuestos lograron comprometer tempranamente la viabilidad
bacteriana, aunque el derivado de pirogalol presenté la menor CMI y disminuyé
en mayor grado la viabilidad de H. pylori en comparaciéon con el resto de los

compuestos.

Todos los compuestos mostraron ser buenos inhibidores de las enzimas ureasa y
anhidrasa carbonica (AC), siendo el derivado epicatequina-pirogalol el que logro
un mayor porcentaje de inhibicion. El mismo derivado presento mejor efecto
inhibitorio frente a la AC. El calculo de IC50 confirmé que este derivado presentd
la menor IC-50 frente a ambas enzimas y sobre ambas cepas de H. pylori,
ademas en todos los casos se presentd concentracion-dependencia.

Adicionalmente, se demostré que la inhibicion presentada por los derivados se
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debe a la formacion de estos (introduccion del sistema hidroxilado pirogalol y
resorcinol), ya que el monémero epicatequina por si solo no logré inhibir la

actividad enzimatica en ningun caso

e Se determiné que para las concentraciones utilizadas no hubo efecto citotdxico,
por lo tanto se aseguro la viabilidad celular para los ensayo. Posteriormente para
los ensayos de adherencia de H. pylori a células AGS se demostré que todos los
compuestos logran disminuir el porcentaje de fluorescencia extrapolado a una
menor adherencia. También se realizO un ensayo para medir produccion de
sefales pro-inflamatorias tempranas en células AGS, en donde se observé una
disminucién de la producciéon de IL-8 en las células infectadas en comparacion
con las no infectadas. Finalmente esta disminucion de la adherencia y el potencial
efecto antiinflamatorio presentaron concentracion-dependencia, y fueron
estadisticamente significativos en todos los casos comparando los tratamientos

con el control no infectado.

e Las procianidinas naturales y sus derivados semi-sintéticos fueron capaces de
inhibir el estallido respiratorio en neutréfilos activados por y H. pylori. En todos los

casos se observo un efecto antioxidante concentracién-dependiente

e Los resultados obtenidos en este trabajo permiten aceptar la hipotesis de que las
procianidinas naturales y sus derivados semi-sintéticos ejercen efectos
protectores frente a la infeccion por H. pylori. Dichos efectos estan vinculados con
la inhibicion dual de las enzimas ureasa y anhidrasa carbénica, lo que finalmente
contribuye a limitar la capacidad de la bacteria para infectar células AGS e inducir

ROS por parte de los neutrdfilos.

Proyecciones
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La literatura muestra un aumento en la apariciéon de cepas de H. pylori resistentes a
los antibidticos, por lo que hoy en dia es importante buscar sustancias no-antibidticas
con actividad anti-H. pylori. EI mecanismo anti-H. pylori de las procianidinas naturales
y derivados semi-sintéticos, no necesariamente implica un efecto bactericida que
pueda afectar concomitantemente la microbiota normal del individuo, por lo que su
empleo constituye una aproximacion ideal para la prevencién y el manejo de la
infeccion en la mayoria de la poblacion. La posibilidad de poder usar fuentes baratas
de procianidinas (desechos agrarios), es ciertamente muy interesante porque nos
permitird sintetizar nuevas moléculas con elevada capacidad citoprotectora asociada

a mecanismos antimicrobianos, antioxidantes y antiinflamatorios.
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