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RESUMEN

En el presente trabajo se evalu6 la actividad antimicrobiana de “Bicarinalina” un
nuevo péptido aislado de Tetramorium bicarinatum sobre cepas caracterizadas de
Helicobacter pylori aisladas de pacientes dispépticos peruanos. Luego de
caracterizar las cepas de H. pylori se determiné que la concentracion minima
inhibitoria de Bicarinalina necesaria para inhibir el crecimiento sobre el 50% del
panel de cepas aisladas fue de 0.86 pM. Se observo que Bicarinalina no presenta
toxicidad sobre macrdfagos pertenecientes a la linea celular murina RAW 264.7 y
células de mucosa de la linea celular gastrica NCI-N87 con un indice de selectividad
de 31.1 y >17.3 respectivamente indicando que la Bicarinalina no es toxico en
ambos modelos celulares. Se determind que la Concentracion Inhitoria Media de
Bicarinalina sobre la adhesion de H. pylori sobre la linea celular gastrica NCI-N87
fue menor de 0.098 uM. Por lo tanto, Bicarinalina podria ser considerada como un
nuevo compuesto alternativo de adecuado perfil de actividad y baja toxicidad sobre

un modelo de infeccion celular frente a cepas de H. pylori.

Palabras clave: Tetramorium bicarinatum, Helicobacter pylori, Bicarinalina,

Dispepsia.



ABSTRACT

This report evaluated the antimicrobial activity of a new peptide isolated from
Tetramorium bicarinatum on Helicobacter pylori strains isolated from Peruvian
dyspeptic patients. Characterized H. pylori strains we determined that the Minimum
Inhibitory Concentration of Bicarinalina required to inhibit 50% isolates was 0.86
pM, it was found that Bicarinalina had no toxicity on cell line murine macrophages
RAW 264.7 and cell line gastric NCI-N87 with a selectivity index of 31.1 and >17.3
respectively indicating the Bicarinalina is not toxic in both cell models. It was
determined that the Half Inhibitory Concentration of Bicarinalina in the inhibition
of adhesion of H. pylori adhesion to cell line gastric NCI-N87 was <0.098 uM.
Therefore, Bicarinalina could be considered as a new alternative compound of
adequate activity profile and low toxicity over a cellular infection model against H.

pylori strains.

Keywords: Tetramorium bicarinatum, Helicobacter pylori, Bicarinalin, Dyspepsia



1. INTRODUCCION

H. pylori, la principal especie del genero Helicobacter, es un patbgeno comun en
humanos y agente causal de una variedad de patologias gastrointestinales como
gastritis, Ulcera péptica, linfoma y adenocarcinoma géstrico en paises desarrollados
y en desarrollo. Se estima que el 50% de la poblacion a nivel global es portadora de

H. pylori. (1)

En el afio 1994 la OMS a través de la IARC catalogd a H. pylori como un agente
carcinégeno para el ser humano y estimé que el tratamiento frente aH.
pylori reduciria la incidencia de casos de cancer en 60%, siendo una estrategia
efectiva en la prevencién de enfermedades neoplasicas asociadas a esta infeccion.
La terapia frente a la infeccién por H. pylori incluye el empleo de un IBP como
Omeprazol 'y la asociacion de antimicrobianos (ATMs) como
Claritromicina/Amoxicilina o Metronidazol, estrategia globalmente aceptada desde

el primer consenso Maastricht. (2, 3)

Actualmente la eficacia de esta combinacion ha disminuido a un 70% de éxito de
erradicacion, aspecto relacionado en parte con el aumento de tasas de resistencia a
ATMs empleados frente a la infeccion y la dificultad del cumplimiento del régimen
terapéutico a largo plazo. De este modo, la edicion actual del consenso Maastricht
recomienda que la primera linea de tratamiento frente a la infeccion debe
establecerse considerando la resistencia al ATM Claritromicina, farmaco de gran

relevancia en los esquemas terapéuticos dirigidos a erradicar H. pylori. (4, 5)

La finalidad de erradicar H. pylori es reducir el nimero de casos asociados a ulcera

péptica y el riesgo de cancer. Sin embargo, los problemas asociados a la resistencia



antimicrobiana son una de las causas mas importantes que conllevan a fallo en la
terapia y aumento de riesgo de casos de céncer. Frente a los problemas de
resistencia antimicrobiana los productos naturales brindan posibilidades de una
amplia diversidad de estructuras unicas como futuras alternativas dirigidas a

solucionar este problema emergente de salud global. (6)

La naturaleza contiene una vasta diversidad de compuestos bioactivos y es por lo
tanto una amplia fuente de recursos de potenciales beneficios. Es asi, que diversos
productos naturales han demostrado actividad frente a H. pylori generando una
significativa contribucion e incremento del arsenal terapéutico en los casos de

infeccion y enfermedades gastrointestinales. (7-9)

La biodiversidad y especificidad de compuestos bioactivos presentes en venenos
animales representan una fuente poco comun e invaluable de recursos los cuales

podrian ser establecidos como agentes farmacoldgicos o terapéuticos. (10)

Las hormigas constituyen un grupo muy diverso de artrépodos con mas de 14 700
especies conocidas y varios miles restantes aun por describir. A pesar de esta
diversidad taxonomica, los venenos de hormigas han sido pobremente estudiados

en comparacion con otros venenos animales. (11-13)

Los venenos de hormigas son también fuente de recursos de moléculas
antimicrobianas. Entre estas moléculas, los péptidos antimicrobianos (AMPS) han
sido identificados en diversas especies de hormigas, tales como las Ponericinas
aisladas de Pachycondyla goeldii o Pilosulina desde Myermecia pilosula,
demostrando una potente actividad y selectividad de espectros frente a diversos

microorganismos. (14)



En este estudio evaluamos la actividad antimicrobiana de Bicarinalina, la cual es
un AMP aislado a partir del veneno de hormigas pertenecientes a la especie
Tetramorium bicarinatum de la subfamilia Myrmicinae, presente en habitats
tropicales alrededor del mundo y principalmente en la regién oriental de Australia.
(15) Este péptido contiene 20 aminodcidos y muestra actividad antimicrobiana
frente a Staphylococcus aureus y Staphylococcus xylosus de la misma magnitud
que la Melitina y otros AMP hymendpteros tales como Pilosulina o Defensina. (16)
Ademas, se ha reportado que Bicarinalina presenta una débil actividad hemolitica

indicando una toxicidad general leve. (17)

Adicionalmente, Tené et al (2016) reportaron que Bicarinalina presenta actividad
antibacteriana, antifingica y antirapasitaria en una amplia variedad de
microorganismos observando particularmente mejores perfiles de actividad sobre
Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Pseudomonas auroginosa, Candida
albicans, Aspergillus niger y Leishmania infantum. (17) llustrando su importancia

e interés como una nueva molécula bioactiva.

Por lo cual, la basqueda y evaluacion de nuevos compuestos bioactivos son
necesarios para brindar futuras posibilidades no solo en el tratamiento de la
infeccion por H. pylori sino a su vez permitiria brindar solucion a problemas

emergentes de salud global relacionados a la resistencia antimicrobiana.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia antimicrobiana representa un riesgo creciente en la salud global que
involucra la prevencion y el tratamiento eficaces de esquemas de tratamiento

dirigidos a infecciones causadas por patdgenos. (2)

La terapia de erradicacion de H. pylori es la principal estrategia frente a este
patogeno. Esta consiste en la asociacion de un inhibidor de secrecion gastrica como
Omeprazol y dos ATMs, Claritromicina y Amoxicilina, como terapia de primera
linea. Sin embargo, el principal determinante en el fracaso del tratamiento de dicha
infeccion se encuentra asociado a la resistencia antimicrobiana. Resistencia que

aumenta debido al uso continuo e inapropiado de estos agentes terapéuticos. (18)

En consecuencia, se promueve una disminucién de las tasas de erradicacion de H.
pylori, un aumento de la recurrencia de infeccion debida a la incompleta
erradicacion del patdgeno, y el incremento de incidencia de casos de cancer
gastrico, haciendo necesaria la busqueda de nuevos compuestos que haga frente a

este problema de salud global. (19)

Por otro lado, la naturaleza contiene una vasta diversidad de compuestos bioactivos
con potenciales beneficios terapéuticos, entre ellos los venenos de hormigas son
fuente de moléculas antimicrobianas. Entre estas moléculas los AMP han
demostrado una potente actividad y selectividad de espectros frente a diversos

microorganismos. (10)

Es asi que Bicarinalina, un nuevo AMP aislado a partir del veneno de hormigas
pertenecientes a la especie Tetramorium bicarinatum, presentaria una actividad

frente a un panel de cepas caracterizadas de H. pylori aisladas de pacientes



peruanos, permitiendo evaluar y comparar la actividad de nuevos AMPs sobre este
patdgeno como una futura alternativa que brinde solucién a los problemas de

resistencia antimicrobiana.



1. JUSTIFICACION

La infeccion por H. pylori se considera una de las causas principales de riesgo de
adenocarcinoma de estomago, atribuyéndose como un problema a escala mundial.
En nuestro medio la prevalencia de cancer gastrico estd aumentando. Diferentes
estudios muestran que la cura permanente no siempre es posible, principalmente en
los paises en desarrollo, cuya frecuencia de recurrencia de infeccion es muy coman.
Esto podria sugerir una elevada tasa de resistencia antimicrobiana cuya
consecuencia directa es el fracaso de la terapia de erradicacion a mediano plazo y
el incremento a largo plazo de nuevos casos de cancer gastrico y enfemedades

asociadas.

La erradicacion de la infeccion por H. pylori tiene el potencial de reducir el riesgo
de aparicion de cancer de estdbmago. De este modo, las actuales recomendaciones
de la terapia de erradicacion segun el cuarto consenso Maastricht consideran la
eleccion de ATMs para el desarrollo de protocolos mas idéneos en base a las tasas

de resistencia antimicrobiana observadas en una poblacién.

La resistencia a los ATMs es un problema de salud global que afecta principalmente
las estrategias terapéuticas frente a patdgenos emergentes como H. pylori,
condicionando al fallo terapéutico en su erradicacion y disminuyendo las

alternativas de antimicrobianos empleados en su tratamiento.

Por lo cual es necesario evaluar la actividad de nuevos compuestos con actividad
antimicrobiana que presenten potenciales beneficios dirigidos a erradicar H. pylori
y brinden soluciones a los problemas asociados a la resistencia antimicrobiana. De

este modo el presente estudio pretendio evaluar la actividad antimicrobiana de un



nuevo péptido aislado de Tetramorium bicarinatum sobre cepas caracterizadas de

H. pylori aisladas de pacientes peruanos.



IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de un nuevo péptido aislado de Tetramorium
bicarinatum sobre cepas caracterizadas de Helicobacter pylori aisladas de pacientes

dispépticos peruanos.

4.2. Objetivos especificos

Caracterizar las cepas de H. pylori aisladas de pacientes dispépticos mediante

el método de Microdilucion en caldo, PCR-RFLP y secuenciamiento.

e Determinar la CMI de Bicarinalina sobre cepas caracterizadas de H. pylori
mediante el método de Microdilucion en caldo.

e Determinar la CCso de Bicarinalina sobre la linea celular murina RAW 264.7
y la linea celular gastrica NCI-N87.

e Determinar la Clso de Bicarinalina sobre adhesion de H. pylori sobre la linea

celular gastrica NCI-N87.



V. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

5.1. Helicobacter pylori

Los estudios que permitieron la identificacion de la bacteria H. pylori se originaron
a finales del siglo XX. Diversas observaciones demostraron la presencia de
microorganismos de morfologia espiral en sedimentos de lavados de estmago a
partir de necropsias de humanos y biopsias gastricas de pacientes con ulceraciones
y cancer de estobmago. Estos hallazgos sugirieron la idea de estos microorganismos
como patégenos gastricos. La dificultad para relacionar el papel de la bacteria
espiral con la patologia gastrica humana era el no poder cultivar el microorganismo
del estbmago. En 1983 B.J. Marshall y J.R. Warren lograron cultivar y aislar H.
pylori, una bacteria microaerofilica de lento crecimiento mediante cultivo de tejido
de mucosa estomacal. Este microorganismo inicialmente fue denominado
Campylobacter pylori y posteriormente clasificado dentro del género Helicobacter,
el cual se conforma actualmente de al menos 23 especies provenientes de tejidos

géstrico, intestinal o enterohepéticos de diversos mamiferos. (20)

El descubrimiento de esta bacteria inicié estudios para evaluar su relacion con
enfermedades gastrointestinales y capacidad de colonizar el epitelio gastrico
ocasionando una infeccion cronica asociada a la respuesta inflamatoria e inmune
por su hosperedo. Estos estudios definieron a la gastritis como una de las principales
consecuencias generadas por H. pylori. (21) En 1994 la OMS mediante IARC
declaré que H. pylori juega un rol causal en la cadena de acontecimientos que
conllevan a malignidad, refiriéndose al adenocarcinoma y linfoma de estomago,

catalogando a H. pylori como carcindgeno tipo I. (2, 19)



5.1.1. Morfologia

H. pylori es un bacilo Gram negativo, curvado o espiral y microaerofilico que mide
de 2.5 pm a 3.5um de longitud y de 0.5pum a 1.0um de didmetro. Es una bacteria
de crecimiento lento y sus colonias pueden ser observadas entre 5 a 7 dias de cultivo
en medios sélidos. Presenta superficie lisa recubierta con un glicocélix de hasta 40
nm de espesor, y un penacho de 4 a 6 flagelos unipolares que emergen de sus
extremos. Sus flagelos miden 2.5um de longitud y alrededor de 30nm de grosor con
un distintivo bulbo terminal. (22, 23) En ciertas circunstancias, H. pylori podria
presentar una transicion de su tipica forma bacilar espiralada a una forma cocoidal,

la cual es metabdlicamente activa pero inviable para cultivarse in vitro. (24)

5.1.2. Factores de Virulencia

H. pylori presenta diversos componentes que le permiten colonizar y prolongar su
permanencia en el tejido gastrico. La heterogeneidad genética de sus cepas resulta
en una variacion de la composicion de sus factores de virulencia, implicando una

via multifactorial en la patogénesis de la infeccién. (25, 26)

Los flagelos de H. pylori permiten al microorganismo movilizarse en la mucosa
gastrica contrarrestando el peristaltismo, permitiéndole introducirse a través de la
capa de mucina secretada por las células superficiales de la mucosa, para alcanzar
la superficie epitelial y escapar del ambiente &cido del estomago. (27)
Posteriormente su adherencia es un requisito indispensable para la colonizacion de
la mucosa estomacal. Esta adherencia es facilitada por la presencia de proteinas de
membrana BabA y SabA, que le permite a H. pylori interactuar con los antigenos

de superficie de las células géstricas. (28-30)
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Por otro lado, los efectos agresivos del entorno luminal gastrico acido pueden ser
contrarrestados por la presencia de la enzima ureasa, que aumenta el pH del
microambiente facilitando la colonizacion del epitelio gastrico por H. pylori. (31,

32)

Otros factores de virulencia se asocian a VacA, citotoxina que promueve la
vacuolizacién en la mucosa epitelial y con capacidad apoptética. Los polimorfismos
del gen vacA presentan los subtipos sla, slb, slc y s2; y los genotipos m1 o m2.
Los alelos s1ml1 y sim2 se correlacionan con la promocion de ulcera péptica y
adenocarcinoma debido a su mayor actividad vacuolizante, mientras que el

genotipo s2 se presenta con mayor frecuencia en pacientes con gastritis. (33-35)

Durante el proceso de infeccion por H. pylori, cagPAI la cual contiene al gen cagA
juega un importante rol en el desarrollo de gastritis atrofica, Glcera péptica y cancer
gastrico asociado a cepas cagA™. (36-39) Existe una asociacion significativa entre
la presencia de los genes cagA y vacA, de modo que las cepas cagA™ rara vez
expresan el genotipo vacA sl. Las cepas de H. pylori pueden ser divididas como
tipo | cagA*/vacA* y cepas tipo Il cagA’/vacA". Las cepas tipo | son mucho mas
virulentas observandose en pacientes con Ulcera péptica y cancer gastrico, mientras
que las cepas tipo 11 no se encuentran asociadas con patologias gastricas citotoxicas.
La expresion de CagA se ha considerado como un marcador de la presencia de la
isla de patogenicidad y es una de las proteinas mas inmunogénicas de H. pylori.

(40)
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5.1.3. Epidemiologia

La infeccion por H. pylori presenta una prevalencia mundial mayor al 50% de la
poblacion mundial. En los paises en desarrollo las tasas de infeccion alcanzan
valores del 80 a 90%, porcentajes bastante mayores respecto a paises desarrollados

(10-50%). (41, 42)

En Europa, las tasas de infeccion son menores en paises del Norte que del Sur y
Este del continente. En los Paises bajos se reportan valores de prevalencia de 32%
con un 28% de cepas CagA*. En Portugal la prevalencia de infeccion alcanza
valores de 84% con un 61% de cepas positivas a CagA, con tasas de incidencia de
3.6/100 personas-afio, considerandose los valores méas altos de prevalencia en
Europa. Similares valores se reportan en Turquia cuya prevalencia alcanza un
82.5%. (43, 44) Las tasas de prevalencia en Asia oscilan en un rango de 54% a 76%
de infeccién. En Estados Unidos la infeccion presenta una incidencia de 0,5/100
personas-afio, con una prevalencia del 1% para menores de 10 afios y un 37.9% en
adultos, considerando que en afroamericanos y latinos de ese pais, la infeccién se
presenta a corta edad y la transmision entre parientes es alta. México muestra una

prevalencia de 52.2%. (1)

En Perd en el intervalo del afio 1983 al afio 2008 las tasas de infeccion en la
poblacién de bajo nivel socioecondmico han permanecido invariable; mientras que
en los estratos socioecondmicos medio y alto se ha observado una disminucion
sostenida de 78% a 47%. Esta variacion ha ido acompafiada de una reduccién
significativa de las casos de Ulcera gastroduodenal y adenocarcinoma, hecho

posiblemente ligado a un mejor acceso de recursos. (45, 46)
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La predisposicion racial no es un factor de riesgo de infeccion en Perd entre
pobladores peruanos y japoneses residentes del mismo nivel socioeconémico. (47)
Los pobladores peruanos de diferentes zonas geograficas no presentan diferencias
en sus tasas de infeccidn entre pobladores de la costa, sierra'y selva del mismo nivel
socioecondémico. Sin embargo, los pobladores de la altura presentan signos de
gastritis mas severos comparados con los del nivel del mar, relacionada a una

respuesta aguda de la infeccidn por H. pylori en la altura. (45, 48)

Es de considerar que la infeccion por H. pylori esta relacionada principalmente con
factores socioecondmicos y factores de residencia, mostrando una asociacion
directa de riesgo de infeccion en sujetos con bajos ingresos familiares, residentes

de zona rurales y de bajo disposicion de recursos. (49)

La ruta de transmision de la infeccion por H. pylori es adn incierta. Considerando
a la transmision interpersonal como una principal ruta, asi como la transmision
ambiental a partir de recursos de agua potable contaminada. La transmisién parental
ha sido frecuentemente reportada, observando mayor frecuencia en individuos
cercanamente emparentados y habitantes de una misma residencia. (50) Un
importante mecanismo de transmisién, principalmente de madres a hijos, es

mediante el uso de utensilios alimenticios comunes. (51, 52)

En el Perq, la via fecal-oral seria un mecanismo importante de transmisién de H.
pylori. Klein et al (53), reportaron que el agua de la central de procesamiento la
Atarjea responsable de la distribucién de agua a la ciudad de Lima, presenta
material genético de la bacteria y que aquellos que la consumian presentaban un

riesgo de infeccién. Adicionalmente, Hulten et al (54), reportaron una mayor
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resistencia de cepas de H. pylori al tratamiento con cloro respecto a coliformes
comunes, permaneciendo viable en el agua por varios dias y favoreciendo su

transmision.

La recurrencia de infeccion tras el éxito de erradicacion suele ser un evento poco
frecuente que abarca tanto la recrudescencia de la infeccion y la reinfeccion. Yan
et al (55), realizaron una revision sistematica en adultos y un tiempo minimo de
seguimiento de 6 meses, abarcando 16 827 pacientes, reportando tasas de
recurrencia de infeccidn de 2.8/100 pacientes-afio e indicando que las areas de bajo
desarrollo socioeconémico muestran una alta probabilidad de recurrencia de
infeccion. En Corea, Kim et al (56), evaluaron las tasas de reinfeccion durante un
periodo de seguimiento de 37 meses, reportando valores de 3.5/100 pacientes-afio.
Estudios realizados en Latinoamérica reportan altas tasas de recurrencia de
infeccion. Morgan et al (57), reportaron indices de recurrencia de infeccion por H.
pylori de 11.5/100 pacientes-afio, esta evaluacion involucr6 a 7 paises
latinoamericanos en un seguimiento de 12 meses finalizada la terapia de

erradicacion.

La recurrencia de infeccion en Per(, comparado con lo observado a nivel global,
afecta principalmente a pobladores de bajo nivel socioecondémico observandose
tasas de recurrencia de 73%. Soto et al (58), reportaron que finalizado el esquema
triple de tratamiento en pobladores de este estrato socioeconémico, se observan
tasas de éxito de erradicacion de 93%, con porcentaje de recaida de 30% a los 18
meses. De los cuales el 20% se deberian a recurrencia de la infeccion y el 80%

reinfeccion.
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5.1.4. Patogénesis

La adquisicion de H. pylori inicia, en la mayoria de casos, en la nifiez.
Estableciéndose en la mucosa gastrica y persistiendo a través de los afios. (59) La
historia natural de la enfermedad presenta diferentes escenarios clinicos: infeccién
aguda, gastritis cronica, gastritis cronica atrofica, metaplasia intestinal, displasia y

cancer gastrico. (20, 60)

Una de las principales consecuencias de la infeccion por H. pylori es la Glcera
péptica. Consiste en la lesion de la mucosa epitelial que protege al estbmago de la
accion del acido gastrico y de enzimas. Localizadas principalmente en la curvatura
menor gastrica y en la porcion proximal del duodeno. EIl riesgo de ulceracion
gastrica entre las personas infectadas con H. pylori es de 10% a 15% vy la
prevalencia de infeccion por H. pylori en pacientes con ulcera de duodeno es

superior al 90% vy entre el 70% a 80% en la Ulcera gastrica. (61)

Adicionalmente, la cascada de eventos que desencadena la infeccion establece la
evolucion a adenocarcinoma gastrico. Sin embargo, no es posible identificar a
aquellos pacientes asintomaticos infectados con H. pylori que presenten alto riesgo
de promocidn de cancer condicionandolos al desarrollo de padecimientos severos.
Las tasas de infeccidn entre pacientes con adenocarcinoma gastrico son ligeramente
mayores en paises en desarrollo (60%) con respecto a lo observado en paises
desarrollados (53%). En un estudio multicéntrico en 13 paises de Europa se
encontrd que el riesgo de desarrollo de céncer gastrico es 6 veces mayor en
poblaciones infectadas, en comparacion con poblaciones que no presentan la

infeccion. Aproximadamente, el 1% de los pacientes infectados con H. pylori
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desarrollaran cancer, detectdndose con mayor frecuencia en los estadios tempranos

de la malignidad. (20, 62)
5.1.5. Diagnoéstico

El diagnéstico de la infeccion puede establecerse por técnicas invasivas y no
invasivas. Las técnicas invasivas permiten detectar la bacteria en muestras
obtenidas por endoscopia 0 mediante la prueba de la cuerda facilitando su cultivo,

evaluacion histopatologica y ensayos moleculares. (63)

De este modo, el cultivo microbiolégico de H. pylori constituye la ruta mas
especifica para establecer el diagnostico de infeccion a partir de biopsias obtenidas
mediante endoscopias, heces y jugo gastrico. Debido a la dificultad de su
aislamiento el éxito de aislamiento promedio de la bacteria oscila entre el 75% al
90%, por lo cual se encuentra limitado a estudios de investigacion y a la préctica
médica permitiendo desarrollar pruebas de susceptibilidad a agentes utilizados en
terapia de erradicacion, un factor importante para el efectivo manejo de problemas
gastrointestinales causados por este microorganismo y una importante contribucion
en la patogénesis de la enfermedad mediante el manejo de técnicas de
fenotipificacion y genotipificacion de los aislamientos bacterianos; y estudios de

los mecanismos patogénicos in vitro e in vivo. (64-66)

Por otro lado, las técnicas no invasivas, refieren al estudio de alguna propiedad de
la bacteria, tal es el caso de la prueba de urea espirada empleando urea marcada con
13C 0 14C, la respuesta inmune especifica del hospedero y la presencia de antigenos

en saliva o heces. (63, 67, 68)
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5.1.6. Tratamiento

Durante la infeccién cronica el sistema de defensa del hospedero es incapaz de
erradicar a H. pylori, lo que requiere del uso de ATMs; sin embargo, no existe un
tratamiento ideal y la terapia mas iddnea debe realizarse en base a los patrones de
susceptibilidad locales a un esquema de tratamiento establecido en cada paciente.
En 1994 el Isntituto Nacional de Salud (NIH) en los Estados Unidos organizé el
primer consenso sobre H. pylori y la Glcera péptica, donde se concluyé que los
pacientes con Ulcera péptica deberan curarse de la infeccién utilizando farmacos
inhibidores de la secrecion é&cida combinada con ATMs anti H. pylori.
Posteriormente la EHPSG organiz6 una reunion en Maastricht con expertos
microbidlogos, medicos generales y gastroenter6logos, cuyos lineamientos
recomiendan la terapia de erradicacion en pacientes positivos a la infeccion por H.
pylori con Ulcera duodenal o géstrica, linfoma de bajo grado, gastritis con severos
cambios macro o microscopicos y luego de una reseccion de cancer gastrico
temprano. El tratamiento para la erradicacion debe tener una tasa de erradicacion
superior al 90%, utilizando una terapia triple con un IBP, Claritromicina, y
Amoxicilina o Metronidazol por siete dias, lo que corresponde con los lineamientos
establecidos. En el 2000 el segundo reporte del consenso Maastricht, considera
terapias de erradicacion de primera y segunda linea. La terapia de primera linea
considera el empleo de un IBP como Omeprazol o antagonistas de los receptores
tipo 2 de la histamina como RBC y Claritromicina mas Amoxicilina o
Metronidazol. La segunda linea de tratamiento es una terapia cuadruple con IBP,
Bismuto, Tetraciclina y Metronidazol. Ambas terapias deben seguirse por un

minimo de siete dias. Actualmente el cuarto y ultimo reporte del consenso
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Maastricht recomienda que el régimen de tratamiento debe ser seleccionado acorde
a regiones o areas de baja o alta resistencia a Claritromicina, considerando a las
areas con alta resistencia a Claritromicina porcentajes de resistencia mayores al
20%. EI tratamiento de primera linea segun este Gltimo reporte para regiones de
baja resistencia antimicrobiana consiste en la utilizacion de Amoxicilina y
Metronidazol asociada con IBP o el empleo de la terapia cuadruple con Bismuto.
De haber un fallo terapéutico, entonces la segunda linea de tratamiento recomienda
suplir el Metronidazol por el antimicrobiano Levofloxacino y asociarlo a
Amoxicilina mas un IBP como terapia triple o terapia cuadruple en presencia de
Bismuto. En las regiones de alta resistencia a Claritromicina el tratamiento de
primera linea recomienda la eleccion de la terapia cuddruple con Bismuto y de
existir la ausencia de Bismuto iniciar con la terapia secuencial o concomitante, tras
su fallo terapéutico se recomienda como segunda linea de tratamiento el empleo de
terapia triple conformada por Levofloxacino, Amoxicilina y un IBP. Finalmente, la
tercera linea de tratamiento recomendada deberia ser elegida en base a pruebas de

susceptibilidad mediante cultivo de H. pylori. (4, 69, 70)

Actualmente los mejores perfiles en las tasas de erradicacion se han observado en
los esquemas triples de tratamiento de infeccion por H. pylori. (5) En el Pert se han
observado esquemas de tratamiento con tasas de erradicacion superiores al 90% con
las siguientes conbinaciones: Tetraciclina, Furazolidona y Bismuto; y Omeprazol,
Amoxicilina y Claritromicina; con porcentajes de erradicacion de H. pylori de

94.7% y 93% respectivamente. (71)
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5.1.7. Resistencia antimicrobiana

Los microorganismos tienen el potencial de adaptarse a diversas condiciones para
poder sobrevivir, esta adaptacion les conlleva a adquirir mecanismos de resistencia
a los ATMs conduciendo a una inactivacion del agente terapéutico, modificacion
de la diana celular o alteracién de su permeabilidad. De este modo, la resistencia
antimicrobiana condiciona el éxito de la terapia frente a H. pylori y es en gran

medida responsable de la reduccion de las tasas de erradicacion. (72)

Con respecto a Claritromicina las tasas globales de resistencia se han incrementado
desde 9% en el afio 1998 a 17.6% en el afio 2008 en Europa y desde 7% en el afio
2000 a 27.7% en el afio 2006 en Japdn. En Ameérica Latina las fluctuaciones de
resistencia oscilan entre 2.2% a 63.1% entre los afios 1996 al 2009, con porcentajes
mas altos de resistencia en Colombia y el Peru. En el Peru las tasas de resistencia a
Claritromicina alcanzaron un 50% para el afio 1996 y se gener6 una disminucion a
27% en el afio 2006, valores considerados para areas de alta resistencia, (45, 73)
que se atribuye en H. pylori a la pérdida de capacidad de interaccion del ATM con
el ribosoma evitando inhibir la sintesis de proteinas por union a la subunidad
ribosomal 23S. Los cambios observados en la horquilla del dominio V del ARNr
23S asociadas con la resistencia a Claritromicina son debidos a mutaciones
puntuales en la region que codifica para la peptidiltransferasa. Estas mutaciones en
el gen de ARNr 23S incluyen transiciones de adenina a guanina en las posiciones
2142 y 2143, y una transversion de adenina a citocina en la posicion 2142,

mostrando una prevalencia de 69.8%, 11.7% y 2.6% entre cepas resistentes. (74)
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La prevalencia de resistencia a Metronidazol en H. pylori ha sido reportada en un
rango de 8 a 80% en diferentes paises. Observando porcentajes de resistencia
superiores al 60%, en paises en desarrollo que en paises desarrollados. En el Per(
se reportan porcentajes de resistencia de 50% a Metronidazol. (48) El Metronidazol
es un profarmaco que necesita ser activado mediante la reduccion de su grupo nitro
en el anillo imidazol, esta paso puede ser mediada por las nitrorreductasa RdxA,
FdxB y FrxA en H. pylori. Diferentes mutaciones que involucran el gen de rdxA
han sido identificadas en cepas resistentes a Metronidazol, producto de la insercion
y delecidn de transposones, y mutaciones con cambio de sentido y desplazamiento
de marco de lectura, las cuales podrian presentarse de forma simultanea.
Mutaciones puntuales en frxA y frxB podrian incrementar la resistencia bacteriana.
(75) Adicionalmente, las mutaciones en rdxA no son siempre esenciales para la
resistencia a Metronidazol. (76) Kwon et al (77), evaluaron la expresion de
proteinas involucradas en la activacion de Metronidazol incluyendo proteinas tipo
ferredoxina como proteinas de union a ferredoxina tales como POR, FOR, FdxA,
FdxB, FIdA y RdxA, reportando una disminucién significativa de FOR y RdxA en
cepas H. pylori expuestas a Metronidazol, implicando su contribucion en la

resistencia por mecanismos ligados al metabolismo del antimicrobiano.

La resistencia de H. pylori a Amoxicilina es poco frecuente. En el Per( los
porcentajes de resistencia se encuentran entre 1% al 7%. Amoxicilina actua
interfiriendo con la sintesis de peptidoglicano por bloqueo de PBPs. Se ha reportado
que multiples mutaciones en el gen de pbpl son la principal razon de resistencia a
Amoxicilina, la cual podria incrementar gradualmente con un mayor nimero de

sustituciones. (73) Gerrits et al (78) reportan similares observaciones indicando que
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mutaciones en las secuencias conservadas en motivos de PBP1 son responsables de
conferir resistencia. Tseng et al (79), investigaron la asociacion de betalactamasas
en cepas de H. pylori resistentes, observando que los altos niveles de resistencia a
Amoxicilina se encuentran asociados a su produccién y los bajos niveles de
resistencia a mutaciones en el gen pbpl. Adicionalmente, sustituciones en las
porinas HopB y HopC que estdn presentes en cepas de H. pylori resistentes a
Amoxicilina, podrian disminuir las concentraciones intracelulares del ATM y evitar
su efecto en el sitio activo. (80) La expresion de otras Omp podrian estar
relacionadas a la resistencia a Amoxicilina; Godoy et al (81), identificaron cambios
en la expresién de Omp35 y Omp32, ésto sugiere que el aumento de expresion de

porinas estaria involucrado en la resistencia a betalactamicos en cepas de H. pylori.

La resistencia de H. pylori a fluoroquinolonas ha sido reportada entre 2% al 22%
en paises de Europa y Asia. En el PerU la resistencia a Levofloxacino resulta
infrecuente; sin embargo, el uso inadecuado de fluoroquinolonas condiciona una
rapida adquisicion de resistencia, por lo que se recomienda reservarse solo para
casos de falla de tratamiento. Levofloxacino ejerce su actividad antimicrobiana por
inhibicion de la funcién de la enzima ADN girasa mediante su interaccion con la
subunidad A, responsable de la escision y uniéon del ADN. EI ADN girasa es un
tetramero que consiste en 2 subunidades A y 2 subunidades B codificadas por los
genes gyrAy gyrB, respectivamente. Mutaciones puntuales en QRDR de gyrA evita
la interaccion entre el ATM vy la enzima; estas mutaciones se reportan en las
posiciones C261A, C261G, G271A, G271T y A272G del gen, responsables de
generar cambios en los aminoacidos de la posicion 87 (Asn a Lys o Tyr) 0 91 (Asp

a Gly, Asn o Tyr) de la subunidad A del ADN girasa. (73)
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5.1.8. Pruebas de susceptibilidad

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana permiten determinar un patrén de
sensibilidad o resistencia de microorganismos a un conjunto de agentes ATMs en
base a la determinacion de la CMI, que se define como la concentracion méas baja
de antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo despues
de su incubacion (82); o en base a caracteristicas genotipicas que involucren la
deteccion de genes responsables de la resistencia antimicrobiana. Existen diversos
métodos estandarizados por la CLSI que permiten detectar el grado de
susceptibilidad tomando en cuenta el volumen, contenedor, medio, temperatura,
pH, farmacos y microorganismos. Sin embargo, el método Optimo para la
determinacion de la susceptibilidad a ATMs frente a H. pylori ain no ha sido
establecido. (83) Se ha observado mejores correlaciones de valores de CMI
utilizando los métodos de dilucién en agar, dilucién en caldo y la prueba E-test. (84,

85)

Adicionalmente, la evaluacién de la susceptibilidad de H. pylori podria basarse en
pruebas moleculares que en su mayoria de casos se respaldan en la aplicacion de la
técnica de PCR y su capacidad de detectar cambios especificos en el genoma de H.
pylori permitiendo una evaluacion mucho mas rapida y eficiente de genes

involucrados en la resistencia a ATMs. (69)

En los casos de los ATM Claritromicina y Levofloxacino, el bajo niumero de
mutaciones concernientes a sus mecanismos de resistencia antimicrobiana,
permiten el empleo de numerosos métodos genotipicos dirigidos al gen de ARNr

23S y el gen de gyrA respectivamente. (86-89) Por otro lado, los diversos cambios
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genéticos que condicionan un fenotipo resistente a Metronidazol y Amoxicilina
hacen no recomendable el empleo de técnicas moleculares en la evaluacion de

susceptibilidad de cepas de H. pylori. (73, 74)

5.2. Peptidos antimicrobianos

Las diversas actividades de los productos naturales son reflejo de la composicion
de sus compuestos bioactivos. Compuestos que han permitido responder a las
necesidades de tratamiento en diversas enfermedades, formando la base de la

medicina tradicional. (90)

Los compuestos bioactivos podrian ser obtenidos de diversos recursos en los reinos
animal y vegetal. Formando parte, en algunos casos, de complejas mezclas de
toxinas que se han optimizado en el curso de la evolucién permitiendo una mayor
selectividad y afinidad a sus dianas celulares en beneficio de la especie, tales como

los venenos. (10)

La evolucidn de estos compuestos bioactivos se encuentra intimamente relacionada
a la constante exposicion de los seres vivos a patdgenos ya sea a través del contacto,
ingesta o inhalacion. Esto favorece el desarrollo de diversos componentes que
involucran los mecanismos de defensa del hospedero. Es asi que, durante la
invasion de un patégeno, diversos compuestos bioactivos tales como los péptidos
son constitutivamente expresados e inducidos generando un mecanismo de

inmunidad innata antimicrobiana de accion rapida y efectiva. (91)

Los péptidos enddgenos con capacidad antimicrobiana incluyen todos aquellos
péptidos con capacidad de matar microorganismos e inhibir su crecimiento. Este

grupo de moléculas son polipéptidos codificados por genes y ribosémicamente

23



sintetizados por casi todos los organismos, desde bacterias a plantas y animales. De
entre los cuales ciertos AMPs exhiben un estrecho espectro antimicrobiano,
mientras que otros muestran excepcionalmente un amplio espectro de actividad
contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, hongos, virus, parasitos y

células tumorales. (91, 92)

5.2.1. Clasificaciony origen de los AMPs

Los AMPs pueden ser clasificados en cuatro grupos de acuerdo a su origen: 1)
insectos, 2) animales, 3) sintéticos y 4) microorganismos que incluyen los
genéticamente modificados. Ademas, el analisis de la estructura tridimensional de
estos péptidos mediante técnicas de resonancia magnética nuclear ha permitido un
mejor entendimiento de su funcién pudiendo dividirse en cinco grupos: 1)
formadores de hélices a, 2) formadores de hebras o laminas [, 3) ricos en residuos
de cisteina, 4) ricos en aminoacidos naturales cargados (histidina, arginina y

prolina) y 5) ricos en compuestos de aminoacidos modificados o no naturales. (93)

Adicionalmente, en base a sus potenciales implicancias como agentes terapéuticos
los AMPs también se clasifican segun su espectro de actividad frente a diversos
microorganismos pudiendo dividirse como compuestos con actividad 1)

antibacteriana, 2) antifingica, 3) antiparasitaria, 4) antivirica y 5) antitumoral. (94)

5.2.2. AMPs de insectos

El sistema inmune innato en el insecto presenta factores relacionados con la
eliminacion de microorganismo invasores, que han demostrado actividad
antimicrobiana frente a bacterias, hongos, parasitos y virus. Estos factores se han

asociado a la presencia de AMPs que pueden estar presentes de forma constitutiva
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o0 inducible, y juegan un rol de importancia en la respuesta humoral. De este modo,
durante la respuesta sistémica a patdgenos, los AMPs son sintetizados en
estructuras excretoras mesodérmicas, denominados cuerpos grasos, y luego son

liberados a la hemolinfa. (95, 96)

Una mejor comprension de la produccion de péptidos por el sistema inmune innato
fue desarrollada en un modelo de infeccion en Drosophila melanogaster en
respuesta a la invasion de patdgenos. Este modelo sugirié que el dafio séptico en el
insecto rapidamente induce la expresion de los genes de AMPs en las células del
cuerpo graso para producir diversos linajes de péptidos denominados drosomicinas,
cecropinas, diptericinas, drosocinas, attacinas y metchnikowinas. Por otro lado, los
AMPs también podrian estar presentes de forma constitutiva en células epiteliales
de tejidos especificos tales como glandulas labiales, glandulas salivares, intestino

medio, trdquea, tubulos de Malpighi o en el tracto reproductor del insecto. (94, 97)

Desde el descubrimiento de los primeros AMPs, denominados Cecropinas, aislados
a partir de Hyalophora cecropia y caracterizados por presentar actividad frente a
bacterias, hongos y protozoarios, mas de 200 de estos péptidos han sido
identificados en varios insectos; (14) tales como las Cecropinas Hinanvina Il y SL
Moricina aisladas de Artogeia rapae y Spodoptera litura, la Defensina Acaloleptina
(Acalolepta luxuriosa), los péptidos ricos en glicina Bactroceina (Bactrocera
dorsalis) y Armadillidina (Armadillidium vulgare); y el péptido 1l rico en prolina

aislado de Galleria mellonella.(94)

Por otro lado, en algunos insectos venenosos como las hormigas, los AMPs se han

reportado que en las subfamilias Paraponerinae, Ponerinae, Amblyoponerinae,
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Dorylinae, Myrmeciinae, Pseudomyrmecinae, Myrmicinae y Ectatomminae. Estos
insectos presentan abundantes péptidos de hasta 35 residuos con caracteristicas
citoliticas, insecticidas, hemoliticas y/o antimicrobianas. Se considera que los
AMPs que muestran actividad antibacteriana conjunta frente a Gram-positivos y
Gram-negativos son muchos mas numerosos que aquellos con actividad especifica

frente a Gram-negativos o Gram-positivos. (10)

5.2.3. Caracteristicas y modo de accion de los AMPs

Los AMPs son moléculas cationicas con regiones hidrofobicas espacialmente
separadas, pueden diferir en tamafio, secuencia de aminoacidos y estructuras, que
caracterizan el mecanismo de accién propuesto sobre la membrana plasmatica.
Estos pueden ser agrupados de acuerdo a su origen, estructura y espectro de

actividad. (98)

Los AMPs presentan un amplio espectro antimicrobiano y sus caracteristicas
amfipaticas les permiten interactuar con las membranas microbianas a través de una
carga negativa neta dando lugar a la desestabilizacion directa de la superficie de las
membranas. Esta accion genera una disrupcion de la membrana resultando en la
lisis celular, o mediante la formacion de poros facilitando el transporte del péptido

al interior celular. (99)

Actualmente, se ha descrito cuatro modelos que describen el modo accién de los
AMPs: (a) el modelo de poro toroidal, describe como los agregados peptidicos
promueven un continuo doblés sobre la monocapa lipidica y los lipidos
involucrados adquieren una curvatura positiva generando la formacion de un poro

en donde alinean tanto los péptidos agregados como las cabezas polares lipidicas;
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(b) el modelo tipo tapiz “carpet-like”, en el cual los péptidos actGan como un
detergente y cubren la superficie de membrana a manera de un tapiz hasta alcanzar
una concentracién umbral que supere la proporcién péptido-lipido generando una
drastica disrupcion de membrana mediante agregados estabilizados de forma
toroidal; (c) el modelo de barril “barrel-stave”, en el cual un conjunto de hélices
anfipaticas oligomerizan y forman un poro transmembrana con residuos hidrofilicos
orientados hacia la luz del poro mientras que la superficie hidrofébica del péptido
interactua con los lipidos de membrana; y (d) el modelo de agregados, en el cual la
accion inicial de los péptidos involucra un desplazamiento competitivo de los
cationes divalentes asociados a membrana lo que desestabiliza el ensamblado
supramolecular y permite el acceso del péptido tanto a la membrana externa e

interna de la bicapa. (93, 94)

Es aso, que la mayoria de los AMPs interactdan con la superficie de la membrana
y generan una perturbacion directa provocando lisis y muerte celular por autofagia,
necrosis o apoptosis, permitiendo que los componentes del microorganismo
eliminado sean empleados en el reclutamiento, activacion y promocion de

mecanismos inflamatorios. (14)

De otro modo, los mecanismos que involucran la interaccion con la membrana
facilitan la formacion de poros y el acceso intracelular del péptido propiciando su
interaccion con macromoléculas y organelas intracelulares. Esto da lugar a efectos
pleiotropicos en las rutas metabdlicas y bioenergéticas que activan las reacciones
inflamatorias. Se estimulan las células de la respuesta inmunitaria innata y
adaptativa reforzando, inhibiendo o complementando funciones como la

guimiotaxis, la apoptosis, la transcripcién de genes y la produccién de citocinas.

27



Estos mecanismos generan la eliminacion de los microorganismos por una via de

citotoxicidad indirecta. (100-102)

5.2.4. Bicarinalina

Las hormigas constituyen un grupo muy diverso de artrépodos con mas de 14 700
especies conocidas y varios miles restantes aun por describir. A pesar de esta
diversidad taxondmica, los venenos de hormigas han sido poco estudiados en
comparacion con otros venenos animales. Los venenos de hormigas son también
fuente de recursos de moléculas antimicrobianas. Entre estas moléculas
encontramos a los AMPs que han demostrado una potente actividad y selectividad

de espectros frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. (14)

Bicarinalina es un nuevo AMP aislado a partir del veneno de hormigas
pertenecientes a la especie Tetramorium bicarinatum de la subfamilia Myrmicinae,
presente en habitats tropicales alrededor del mundo y principalmente en la region
oriental de Australia. Contiene 20 aminoacidos y muestra actividad antimicrobiana
frente a Staphylococcus aureus y Staphylococcus xylosus en la misma magnitud
que la Melitina y otros péptidos antimicrobianos Hymendpteros tales como

Pilosulina o Defensina. (16)

En un estudio realizado por Téné et al (103), se reporto la actividad de Bicarinalina
frente a cuatro patdgenos oportunistas presentes en alimentos, tales como
Cronobacter sakazakii, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter hormaechei. En este estudio se muestra una mayor potencia de la

Bicarinalina comparada con los antimicrobianos Meticilina, Ampicilina y
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Tetraciclina, sugiriendo su empleo en el mejoramiento y prevencion de la seguridad

microbiana en alimentos.

Recientes estudios reportan que la Bicarinalina presenta actividad antibacteriana,
antifingica y antiparasitaria en una amplia variedad de microorganismos
observando particularmente mejores perfiles de actividad sobre Salmonella
entérica, Staphylococcus aureus, Pseudomonas euroginosa, Candida albicans,
Aspergilus niger y Leishmania infantum. Ilustrando su importancia e interés como

una nueva molécula bioactiva. (17)

Finalmente, su amplio espectro de actividad antimicrobiana y su baja toxicidad
asociada a una débil actividad hemolitica sugiere a Bicarinalina como una nueva
molécula o “lead compound” para el desarrollo de agentes antibacterianos dirigido
a patogenos emergentes y a los problemas de salud global de resistencia

antimicrobiana. (16, 17)
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VI. MATERIAL Y METODO
6.1. Procedimientos y Técnicas

6.1.1. Tipoy disefio de estudio

El presente trabajo de investigacion es un estudio descriptivo, el cual consté en
evaluar la actividad antimicrobiana de un nuevo péptido “Bicarinalina” aislado de
Tetramorium bicarinatum sobre cepas caracterizadas de Helicobacter pylori

aisladas de pacientes peruanos afectados con sintomas de dispepsia.

6.1.2. Muestra
6.1.2.1. Obtencion  del nuevo péptido antimicrobiano

“Bicarinalina”

Bicarinalina fue sintetizada en un sistema automatizado Liberty Microwave peptide
synthesizer (CEM, Saclay, Francia) a un alto grado de pureza (98.6%) y
proporcionada por el equipo de investigadores VacBio EA 4357 de la Universidad

de Toulouse, Francia.
6.1.2.2. Obtencion de las cepas de Helicobacter pylori

El panel de cepas de H. pylori se obtuvo a partir de una poblacién de estudio
conformada por pacientes reclutados en el SG-CMCH que presenté sintomas de

dispepsia y cumplié con los criterios propuestos.

La presencia de dispepsia fue evaluada durante la consulta médica del paciente por
el médico responsable en el SG-CMCH. La dispepsia se define como la ocurrencia,
durante los 15 dias previos a la consulta médica, de 2 o mas de los siguientes

sintomas: sensacién de plenitud, plenitud epigastrica postprandial, sensacion de
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ardor, acidez, regurgitacion, néuseas, vomitos, dolor epigastrico postprandial,

eructos que mejoran con la ingesta de alimentos.

A aquellos pacientes que cumplieron con los criterios propuestos se les extrajo
mediante procedimiento de endoscopia dos biopsias de tejido gastrico antral. Una
de las biopsias fue entregada al SP-CMCH para su evaluacién y la segunda biopsia
permitio realizar los procedimienos de nuestro estudio. La toma de muestra fue
realizada por el especialista responsable en el SG-CMCH tomando en cuenta los

cuidados necesarios.

6.1.2.3. Criterios de inclusion

Fueron incluidos en el estudio los pacientes adultos de ambos sexos con diagndstico
de dispepsia, los cuales presentaron indicacion de endoscopia y biopsia. Los
pacientes firmaron de manera voluntaria el consentimiento informado del estudio

aprobado por el CIEH-UPCH.

6.1.2.4. Criterios de exclusion

Se excluyeron del estudio los pacientes que no cumplieron los criterios de inclusién
mencionados y aquellos que a pesar de presentar diagnostico de dispepsia no

presentaron indicacién de endoscopia y biopsia.

Ademas, aquellos pacientes que presentaron las siguientes caracteristicas: Pacientes
gestantes, madres lactantes, pacientes con discapacidad fisica 0 mental, pacientes
con presencia de enfermedades malignas u inmunosupresoras concomitantes,
pacientes con historia de cancer gastrico, enfermedad de ulcera péptica activa,
sindrome de Zollinger-Ellison, pacientes con historia de tratamiento con

antimicrobianos o antisecretores gastricos en los 2 meses previos a la endoscopia.
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6.1.2.5. Tamafno de muestra

Considerando un estimado de 45% de probabilidad de ser infectado con H. pylori
entre los pacientes con sintomas dispépticos en el Perd (IC: 95%, a: 0.05), el
ndmero minimo de participantes a ser considerado en el presente estudio fue de 95
pacientes dispépticos. Los célculos fueron realizados mediante el software
Epilnfo™ v7.2 desarrollado por la CDC y recomendado por la OMS

(https://www.cdc.gov/epiinfo/pc/index.html). (58, 104)
6.1.3. Consideraciones éticas

Los participantes firmaron el consentimiento informado concerniente a los
procedimientos a realizar, conforme a la Declaracion de Helsinki de la Asamblea
Médica Mundial, respecto a los principios éticos para las investigaciones médicas
en seres humanos. El protocolo fue aprobado por el CIEH-UPCH, Lima, Peru.

(Anexo 01)

6.1.4. Caracterizacion de las cepas de Helicobacter pylori
6.1.4.1. Obtencion de tejido gastrico de pacientes dispépticos
Las muestras histologicas fueron obtenidas mediante el procedimiento de
endoscopia previamente descrito en el punto 6.1.2.2. Las biopsias se transportaron
de forma independiente en 1ml de caldo BHI (BBL®) suplementado con 10% de
SFB (Sigma-Aldrich®) y 10% de glicerol purificado Himedia®a 4°C. (105)
Posteriormente, el proceso de extraccion, cultivo, aislamiento e identificacion
microbiologica fue realizado en una cabina de flujo laminar clase 11-A2 (Bellco

Glass®)
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6.1.4.2. Extraccion de Helicobacter pylori a partir de tejido

gastrico

Los tejidos géstricos fueron homogenizados utilizando una malla de disgregacion
celular de 40pum de diametro (BD Falcon®), el homogenizado resultante fue
sometido a diluciones seriadas de 10 y 10?; y posteriormente sembrado sobre
placas con Agar sangre (agar BHI suplementado con 10% de sangre desfibrinada
de cordero, Anfotericina B (Sigma-Aldrich®) y suplemento selectivo para
Campylobacter que contiene Vancomicina, Trimetropina y Polimixina B
(OXOID®) debidamente rotuladas. El codigo empleado para rotular fue elaborado
en funcion del nimero de historia clinica del paciente y la fecha de procesamiento
de la muestra (ejm, G3465 04052015). Las placas se cultivaron a 37°C en una
atmosfera de 5% O. y 10% de COz durante 5 a 7 dias. Se observo la presencia de
pequefias colonias transparentes que luego fueron repicadas a un Agar sangre
fresco. Paralelamente se criopreservd todos los homogenizados de las biopsias
aisladas de pacientes utilizando caldo BHI suplementado con 10% de SFB y 10%

de glicerol y se almacend a -70°C. (104)
6.1.4.3. Cultivo y aislamiento de cepas de Helicobacter pylori

Las cepas de H. pylori extraidas de tejido antral de estomago provenientes de
pacientes reclutados en el SG-CMCH fueron cultivadas a 37°C en una atmdsfera
de 5% O2 y 10% de CO- y repicadas cada 72 horas en Agar sangre. (106, 107)
Durante el proceso de cultivo y crecimiento de las bacterias se realizaron controles
de viabilidad como son tinciones GRAM para asegurar la presencia de formas

espiraladas y las pruebas bioquimicas catalasa, oxidasa y ureasa. Paralelamente se
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cultivaron las especies bacterianas correspondientes a los controles positivos y

negativos para las pruebas bioquimicas de catalasa, oxidasa y ureasa (Anexo 3).
6.1.4.4. Identificacion de cepas de Helicobacter pylori

Las cepas de H. pylori aisladas a partir de los cultivos de homogenizados de
biopsias de antro de estomago fueron identificadas mediante cribado
microbiologico considerando caracteristicas de cultivo (colonias translucidas
pequefias, ligeramente hemoliticas), morfoldgicas (bacterias bacilares curvas o
espiraladas gram negativas), y bioquimicas (catalasa, oxidasa y ureasa positivo).
Los resultados obtenidos se contrastaron con los reportes histoldgicos del SP-

CMCH. (108). (Anexo 2)

6.1.4.5. Identificacion molecular de las cepas de Helicobacter

pylori

Se realizd la extraccion de ADN gendmico a partir de un cultivo fresco de cepas
aisladas provenientes de muestras gastricas, mediante un kit de purificacion de
ADN (Thermo Scientific®) acorde con las instrucciones de manufactura. Los
cebadores 0 primers se obtuvieron en base a los reportes dirigidos a una region del
gen de ARNr 23s, la cual codifica para el dominio V de la subunidad 23S ribosomal
donde se ubica la peptidiltransfera y se vincula con la resistencia a Claritromicina.
Se consideré como primer forward Hp23-1[5-CCACAGCGATGTGGTCTCAG-
3'] y primer reverse Hp23-2 [5-CTCCATAAGAGCCAAAGCCC-37]. (87, 109) El
PCR fue desarrollado en un volumen total de 50ul con 100ng de ADN, 400uM de
cada dNTP, buffer PCR, 4mM MgCl, 0.1uM de cada primer y 1.2U de enzima

Maxima Hot StartTag DNA polimerasa (Thermo Scientific®). (110)
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Posteriormente el PCR fue desarrollado bajo condiciones de 30 ciclos a 95°C por
30seg, 57°C por 30seg y 72°C por 1min. Los fragmentos de amplificacion
obtenidos fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se
realizd6 la tincion con BrEt y se examinO bajo iluminacion UV en un
fotodocumentador (Bio-Rad®). Se esperd la amplificacion de un fragmento de 425
pares de bases (bp) que fue posteriormente empleado para caracterizar el panel de

cepas de H. pylori.
6.1.4.6. Criopreservacion de cepas de Helicobacter pylori

Las cepas de H. pylori aisladas e identificadas fueron colectadas mediante una asada
completa a partir de una placa de cultivo con Agar sangre correspondiente al
segundo repique. Las bacterias colectadas se resuspendieron en 5ml de BHI + 10%
SFB al 10% de glicerol. Posteriormente fueron homogenizadas por agitacion en

vortex y distribuidas en volumen de 1ml en 5 crioviales y almacenados -70°C. (111)

6.1.4.7. Evaluacién de la susceptibilidad antimicrobiana sobre

cepas de Helicobacter pylori.

La prueba de microdilucion en caldo permitié determinar la CMI. Se emplearon
placas de 96 pozos en donde se evaluaron las cepas aisladas de pacientes y la cepa
de referencia ATCC 43504, acorde a las directrices del centro de referencia CLSI.
Para ello se utilizo un indculo de 1x107 a 1x108 UFC/ml de H. pylori equivalente a
02 McFarland en caldo BHI suplementado con 10% de SFB y 1% de IsoVitalex
(BBL®). Los ATMs Claritromicina, Metronidazol, Amoxicilina y Levofloxacina
(Sigma-Aldrich®) fueron agregados al medio a concentraciones de 0.25 pg/ml - 2

pg/ml, 2 pg/ml - 16 pg/ml, 0.03 pg/ml — 0.24 pg/ml y 0.25 pg/ml -2 pg/mi
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respectivamente. Las cuatro diluciones seriadas para cada ATM se consideraron en
base a los puntos de corte recomendados por la EUCAST. (112) Posteriormente se
incubaron las bacterias a 37°C en una atmdsfera de 5% O, y 10% de CO», durante
72 horas. Luego del tiempo de incubacién las placas fueron examinadas
visualmente para determinar la CMI. La CMI se defini6 como la menor
concentracion de ATM que muestra una completa inhibicion de crecimiento visible
en el cultivo. (82) Finalmente la actividad intrinseca de cada ATM sobre el panel
de cepas de H. pylori aisladas de pacientes peruanos fue expresada como CMlsoque
se define como la concentracion minima de antimicrobiano que inhibe el
crecimiento en el 50% de cepas aisladas. La CMIso de un ATM fue calculada
mediante un andlisis de regresion logistica Probit de los porcentajes de inhibicion
acumulados frente a la distribucion de las CMIs observadas en las cepas aisladas de
H. pylori para cada ATM. (113, 114) Las cepas fueron categorizadas sensibles (S)
o resistentes (R ) segun los puntos de corte, Claritromicina: S<0.25ug/ml,
R>0.5pg/ml; Metronidazol: S<8ug/ml, R>8ug/ml; Levofloxacino: S<Ipg/ml,
R>1pg/ml; Amoxicilina: S<0.12pg/ml, R>0.12pg/ml. recomendados por la
EUCAST. (112) Los ensayos fueron realizados por triplicado considerandose los
controles de calidad de la CMI de los ATMs sobre la cepa de H. pylori ATCC 43504
segun las recomendaciones de la CLSI. (115)

Finalmente, mediante la prueba estadistica X? (p<0.05) se evalué la asociacion de
las cepas de H. pylori sensibles o resistentes para cada ATM sobre las
concentraciones de Bicarinalina evaluadas; y, ademas, sobre su agrupacion

tomando como punto de corte la CMlsg de Bicarinalina.
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6.1.4.8. Deteccion de mutaciones en el gen de ARNr 23s de

resistencia a Claritromicina sobre cepas de Helicobacter

pylori

A partir de los ensayos obtenidos en el punto 6.1.4.5 se desarrollé un andlisis de
RFLP empleando 10ul de ADN amplificado obtenido mediante PCR. El producto
de amplificacién fue digerido con 5U de la enzima de restriccion Bbsl para detectar
mutaciones puntuales en la posicion A2142G o 5U de la enzima Bsal para la
mutacion puntual A2143G y luego incubado a 37°C por 6 horas. EI ADN digerido
se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.5% a 70 voltios en 0.5X
de buffer TAE (40mM Tris, 20 mM &cido acético, 1ImM EDTA, pH 8.0) por 60
min, con tincion de BrEt y fue examinado bajo iluminacion UV. Se utiliz6 100 bp

DNA ladder como marcador de peso molecular. (87)

6.1.4.9. Secuenciamiento de fragmentos de amplificacion del gen

de ARNr 23s de resistencia a Claritromicina.

Los fragmentos de amplificacion obtenidos fueron secuenciados por la empresa de
servicios McLab en Estados Unidos, mediante el método de secuenciamiento por
terminador fluorescente. Los cromatogramas de las secuencias parciales del gen de
ARNTr 23s se editaron en base a la secuencia completa del gen de ARNr 23s de H.
pylori obtenida en Genbank con codigo U27270.1 y la secuencia parcial de la cepa
ATCC 43504 empleando el programa Mega v7 (http://www.megasoftware.net/).
Posteriormente se realizd un alineamiento multiple de secuencias mediante
CLUSTAL W. Se consideraron resistentes a Claritromicina las secuencias que

mostraron transiciones en la posicién A2142G y A2143G, o la transversion en la
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posicion A2142C. Adicionalmente se realiz6 la blsqueda de mutaciones puntuales

que refieren resistencia a Claritromicina segun reportes de otros estudios. (73)

6.1.5. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de Bicarinalina sobre

cepas caracterizadas de Helicobacter pylori.

La actividad antimicrobiana de Bicarinalina fue evaluada mediante la prueba de
microdilucién en caldo, la cual permitio determinar la CMI utilizando placas de 96
pozos en donde se evaluo el panel de cepas caracterizadas de H. pylori aisladas de
pacientes peruanos Yy la cepa de referencia ATCC 43504. Para ello se utiliz6 un
indculo de 1x107a 1x108 UFC/mI de H. pylori en caldo BHI suplementado con 10%
de SFB y 1% de IsoVitalex, equivalente a 02 McFarland. El péptido AMP
“Bicarinalina” fue disuelto en agua tipo | (Mili-Q®) y se agreg6 al medio a partir de
una concentracion maxima de 3.9uM. Posteriormente las bacterias fueron
incubadas a 37°C en una atmdsfera de 5% Oz y 10% de CO3, durante 72 horas. La
CMI fue definida como la menor concentracion de Bicarinalina que muestra una
completa inhibicion de crecimiento visible en el cultivo. (115) Ademas se realizo
el calculo de la CMlsg (segun el punto 6.1.4.7) permitiendo comparar la actividad
intrinseca de Bicarinalina respecto a los ATMs de referencia sobre el panel de
aislados de pacientes peruanos.
6.1.6. Evaluacion de la Citotoxicidad de Bicarinalina
6.1.6.1. Evaluacion de la Citotoxicidad de Bicarinalina sobre

macrdéfagos de la linea celular murina RAW 264.7

La evaluacion de la citotoxicidad del nuevo péptido antimicrobiano “Bicarinalina”

fue realizada mediante la medicion de la actividad metabolica de macréfagos
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pertenecientes a la linea celular murina RAW 264, permitiendo determinar la

Concentracion Citotoxica al 50% (CCso) utilizando placas de 96 pozos.

Los macrofagos RAW 264.7 descriopreservados fueron cultivados en medio RPMI
1640 e incubados a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO>. Luego de su adherencia
se agrego una solucion de tripsina-EDTA 0.05% (Invitrogen®) e incubé por 2 min.
Posteriormente los macréfagos fueron ajustados a una concentracion de 1x10°
macrofagos/ml, colocandose 100pl de la suspensién en cada pozo en una placa de
96 pozos y se incubd por 24 horas. Finalizado el tiempo de incubacion se prepard
el ensayo de microdilucion en un sistema de tres diluciones seriadas de
concentracion maxima de 50uM de Bicarinalina y se incubé por 48 horas a 37°C
en 5% de CO.. Finalizadas las 48 horas de exposicion se agregé MTT e incubo por
4 horas. La reduccion enzimatica de las moléculas de MTT por enzimas
deshidrogenasas mitocondriales (presentes en las células viables) se evidencid por
la formacion de una sal de color azul insoluble llamada Formazan. La reaccion fue
detenida adicionando 100ul de 50% isopropanol (Sigma- Aldrich®)-10% SDS
(Sigma-Aldrich®) e incubado por 30 minutos, bajo agitacion a temperatura
ambiente. Finalmente, se realizo la lectura de la absorbancia a 570 nm en el lector

de placas Chameleon-Hidex®.

Posteriormente la CCso fue obtenida mediante un anélisis de regresion logistica
Probit en base al calculo del porcentaje de células viables (% Celulas viables)

utilizando la formula:

(Abs control — Abs experimental)x100

% Células viables = Abs control
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Mediante el célculo de la CCso y de la CMlIso de Bicarinalina se calcul6 el indice de

selectividad (1S) de Bicarinalina (1S = CCso/CMlsp). (116)

6.1.6.2. Evaluacion de la citotoxicidad de Bicarinalina sobre la

linea celular gastrica NCI-N87

La linea celular gastrica NCI-N87 fue cultivada en medio RPMI 1640 suplementado
con 10% SFB, 1% de IsoVitalex, 1% de penicilina y estreptomicina a 37°C en una
atmdsfera humidificada al 5% de CO>. Luego de 48 horas de incubacion se obtuvo
una capa monocelular que fue removida con 5ml de solucion de tripsina-EDTA
0.05% por 5min a 37°C, la tripsina fue inactivada mediante adicion de 10ml de
medio RPMI 1640 suplementado con SFB. Posteriormente el homogenizado celular
fue centrifugado a 350G por 5min a 20°C. Se prepar6 una suspension celular a una
concentracion de 2x10° células/ml. La viabilidad celular fue evaluada mediante
ensayo con azul de tripano. La suspension celular fue colocada en placas de 96

pozos para su posterior empleo.

La evaluacion de la citotoxicidad fue realizada en una placa de 96 pozos de fondo
plano. Se coloco un indculo de 1x10° células/ml de suspension celular tripsinizada
en cada pozo. Se colocaron sobre las células obtenidas en los pozos diluciones
seriadas de Bicarinalina a partir de una concentracion maxima de 1.7uM.
Posteriormente se incubaron las células durante 24 horas a 37°C en una atmdsfera
humidificada al 5% de CO.. Se utilizd como control un sistema al 0.5% de fenol.
Finalmente, cumplido el tiempo de incubacion se afiadié a cada pozo 50ul de XTT

y se incubd a 37°C por 2 horas. La CCsg fue obtenida en base al célculo de
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porcentaje de células viables mediante la lectura de absorbancias a 450 nm en el

lector de placas Chameleon-Hidex® (seglin 6.1.6.1).

Mediante el calculo de la Clsg de Bicarinalina (segin 6.1.7) se calcul6 el indice de

selectividad (1S) de Bicarinalina (1S = CCso/Clsp). (116)

6.1.7. Evaluacion de la inhibicion de adhesion de Helicobacter pylori

sobre la linea celular gastrica NCI-N87

A partir de un cultivo en Agar sangre de la cepa de H. pylori ATCC 43504, se
realiz6 una suspension en caldo BHI suplementado con 10% de SFB, 1% de
IsoVitalex a una concentracion de 1x10® bacterias/ml. A 10ml de esta suspension
se afiadié 30l de solucién de adenina tritiada (1uCi) y se incub6 por 48 horas a
37°C en una atmosfera de 5% O, y 10% de CO,. Para eliminar los remanentes no
incorporados en el cultivo, las bacterias fueron lavadas con PBS y centrifugadas a

2500G por 10 min a 5°C.

La evaluacion de la inhibicion de adhesion fue realizada en una placa de 96 pozos
previamente preparada colocando una suspension de bacterias tratadas de 1x108
bacterias/ml (segun 6.1.6.2). Luego las células fueron tratadas con diluciones
seriadas de Bicarinalina a partir de una concentracion méxima de 1.7uM durante 2
horas de contacto a 37°C, posteriormente las bacterias no adheridas fueron lavadas
con PBS. Al finalizar el tratamiento las células gastricas recibieron 500ul de
solucion lisis (0.1% de SDS en NaOH 5M). La medicion de la radioactividad fue

realizada mediante un sistema de recuento de centelleo en fase liquida.
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Los porcentajes de inhibicion de adherencia (% Inhibicion) fueron calculados

mediante el recuento por minuto (RPM) de los grupos, empleando la férmula:

(RPM control — RPM experimental)x100
RPM control

% Inhibicion =

La concentracion necesaria de Bicarinalina para inhibir la adherencia del 50% de
bacterias correspondientes a la cepa de H. pylori ATCC 43504 sobre la linea celular
NCI-N87 fue expresada como Clso, la cual fue calculada mediante un analisis de

regresion logistica probit.
6.1.8. Analisis de datos

El nimero de pacientes con sintomas de dispepsia positivos para H. pylori por el
método de cultivo fue reportado como porcentaje de prevalencia. La actividad
antimicrobiana de los ATM de referencia y Bicarinalina fue reportada en base a la
CMlso obtenida sobre el panel de cepas caracterizadas de H. pylori aisladas de
pacientes peruanos. La evaluacion de la susceptibilidad a antimicrobianos sobre las
cepas caracterizadas fue designada como sensible o resistente segun los reportes de
punto de corte recomendados por la EUCAST. (112)EI analisis por PCR-RFLP fue
reportado en base a los patrones de restriccion obtenidos y mediante
fotodocumentador de geles indicando el patron de restriccion correspondiente. Las
secuencias parciales del gen de ARNr 23s se reportaron indicando los cambios de
las secuencias primarias en relacion a la cepa de referencia ATCC 43504 y la
secuencia completa del gen de ARNr 23s con cddigo U27270.1 obtenida del
Genbank. Los valores fueron reportados como medidas de tendencia central, y la

asociacion entre variables fue evaluada mediante la prueba de X? considerando un
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valor de p<0.05 para un valor estadisticamente significativo o diferente, y un valor

de p>0.05 para un valor estadisticamente no significativo o no diferente. (117)
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VIl. RESULTADOS
7.1. Caracterizacion de las cepas de Helicobacter pylori

7.1.1. Obtencidn de tejido gastrico de pacientes dispépticos

Se obtuvo 190 biopsias de antro tomadas mediante procedimiento de endoscopia de
un total de 95 pacientes reclutados en el SG-CMCH. Cada biopsia fue colocada
rapidamente en 1 ml de BHI suplementado con 10% de SFB y al 10% de glicerol a

4°C para su transporte.
7.1.2. Extraccién de Helicobacter pylori a partir de tejido gastrico

Del total de 95 biopsias gastricas procesadas de forma independiente se logro la
extraccion de H. pylori a partir de 44 biopsias obteniéndose 44 cepas. Tomando en
cuenta el diagnostico por cultivo, los pacientes peruanos presentaron una

prevalencia de infeccion de 46.3% (44/95). (Tabla 1)

7.1.3. Cultivo y aislamiento de cepas de Helicobacter pylori

Los 44 cultivos positivos para H. pylori fueron extraidos a partir de biopsias de
antro y cultivados a 37°C en una atmosfera de 5% Oz y 10% de CO.. Estos cultivos
se repicaron en intervalos de 72 horas lograndose aislar, cultivar y criopreservar las
44 cepas de H. pylori. Posteriormente los resultados fueron contrastados mediante
diagnostico por histologia observandose 47 casos positivos. Estos resultados

mostraron una tasa de aislamiento del 93.6% (44/47).
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Tabla 1. Distribucién del total de pacientes dispépticos evaluados segln

cultivos positivos y cepas aisladas.

NuUmero de
Prevalencia de Tasa de
pacientes
Infeccion (%) aislamiento (%0)
dispépticos
Total de casos 95
evaluados
Cultivos positivos? 44 46.3
Cepas aisladas® 44 93.6%
Histologia 47 49.5
positivos

a: Cultivos positivos con presencia de H. pylori identificadas segun punto 6.1.4.4. a partir de
muestra clinica.

b: Cepas de H. pylori aisladas, cultivadas y criopreservadas.

7.1.4. ldentificacion de cepas de Helicobacter pylori

A partir de las muestras clinicas obtenidas se identific a las cepas extraidas
mediante la observacion de colonias transltcidas pequefias ligeramente hemoliticas
(Figura 1). La observacion microscopica permitié visualizar bacterias Gram
negativas con morfologia bacilar curva tipica de las cepas de H. pylori (Figura 2).
Ademas, se evaluaron las caracteristicas bioquimicas de las cepas dando como

resultado catalasa positivo, oxidasa positivo y ureasa positivo (Figura 3).
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Figura 2. Visualizacién microscopica de cepas de H. pylori, Tincion Gram

(1000X).

Figura 3. Pruebas bioquimicas Oxidasa, Catalasa y Ureasa positivo de cepas de H.

pylori aisladas de pacientes peruanos.
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7.1.5. Ildentificacion molecular de las cepas de Helicobacter pylori
Mediante el método de PCR convencional dirigido al gen de ARNr 23s de H.
pylori se pudo amplificar un fragmento de 425 bp. Se logr6 detectar y confirmar
la presencia de H. pylori en las 44 cepas aisladas a partir de pacientes dispépticos

peruanos (Figura 4).

425 bp

Figura 4. Deteccion de fragmentos de 425 bp correspondientes al gen de ARNr
23s de las cepas de H. pylori aisladas de pacientes peruanos. Carril 1: Marcador
de ADN de 100bp; Carril 2: Blanco; Carril 3-8: Cepas de H. pylori aisladas de

pacientes.

7.1.6. Criopreservacion de cepas de Helicobacter pylori

Mediante el empleo del glicerol al 10% como agente crioprotector se logré

criopreservar por quintuplicado 44 cepas de H. pylori aisladas e identificadas.
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7.1.7. Evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana sobre cepas de

Helicobacter pylori

Se observd que la resistencia antimicrobiana de las cepas de H. pylori a
Claritromicina, Levofloxacino, Metronidazol y Amoxicilina fue de 52.3%, 45.5%,
29.6% y 4.6% respectivamente. Los valores de la CMI de los ATMs de referencia
frente a la cepa de H. pylori ATCC 43504 estuvieron acorde a los reportado por la

CLSI. (Tabla 2) (Tabla 3).

Tabla 2. CMIs de los ATMs de referencia evaluados sobre la cepa de H. pylori

ATCC 43504.
CMI (ug/mil)
ATMs de referencia CMI (pg/mi)*

CLSI M45-A2
Claritromicina 0.015 0.015-0.125
Metronidazol 64 64 -256
Levofloxacino 0.125 0.064 -0.5

Amoxicilina 0.015 0.015-0.125

*MICs obtenidos como control de calidad sobre la cepa ATCC 43504 en nuestro estudio.
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Tabla 3. Distribucion de los porcentajes de susceptibilidad antimicrobiana segun
los ATMs de referencia evaluados en las cepas de H. pylori aisladas de pacientes

peruanos.

Susceptibilidad antimicrobiana (%)"

ATM de referencia Resistente Sensible
Claritromicina 52.3 (23/44) 47.7 (21/44)
Levofloxacino 45.5 (20/44) 54.5 (24/44)
Metronidazol 29.6 (13/44) 70.4 (31/44)
Amoxicilina 4.6 (2/44) 95.4 (42/44)

n: 44 cepas H. pylori

*Puntos de corte segun EUCAST: Claritromicina: S<0.25pg/ml, R>0.5pg/ml; Metronidazol:
S<8ug/ml, R>8ug/ml; Levofloxacino: S<lug/ml, R>1ug/ml; Amoxicilina: S<0.12ug/ml,

R>0.12ug/ml.

7.1.8. Deteccion de mutaciones en el gen de ARNr 23s de resistencia a

claritromicina sobre cepas de Helicobacter pylori

Se observd que del total de cepas de H. pylori que muestran fenotipo resistente a
Claritromicina solo el 43.5% (10/23 cepas) mostraron un patron de restriccion. De
las 10 cepas con un patrén de restriccion se observé que el 70% (7/10) muestran
transiciones en la posicion A2142G y el 30% (3/10) en la posicion A2143G. (Figura

5) (Tabla 3)
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331 bp 319 bp

94 bp 106 bp

Figura 5. Patrones de PCR-RFLP que indican la presencia de mutaciones en un
segmento del gen de ARNr 23s de resistencia a Claritromicina en las cepas de H.
pylori aisladas de pacientes peruanos. Carril 1: Marcador de ADN de bajo peso
molecular; Carril 2: fragmento de 425 bp; Carril 3: Digestion con Bbsl; Carril 4:

Digestion con Bsal.

Tabla 4. Distribucion de las mutaciones puntuales detectadas mediante PCR-

RFLP de las cepas de H. pylori aisladas de pacientes peruanos.

Fenotipo susceptible a Porcentaje Mutacion
Porcentaje (%)
Claritromicina (%) puntual
A2142G 70 (7/10)
Resistente 52.3 (23/44)
A2143G 30 (3/10)
Sensible 47.7 (21/44)
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7.1.9. Secuenciamiento de productos de amplificacion del gen de ARNr

23s de resistencia a Claritromicina

Se confirmd la presencia de las mutaciones en las posiciones A2142G y A2143G
observadas en el analisis de PCR-RFLP. Ademas, se observd mutaciones
adicionales en las posiciones T2182C, C2195T. Finalmente se reporta que el 34.8%
de los fenotipos resistentes a Claritromicina de las cepas de H. pylori aisladas
presentan genotipo nativo para la secuencia parcial del gen de ARNr 23s evaluada

(Figura 6) (Tabla 5)

u27270.1 2111 GTGAAAATTC CTCCTACCCG CGGCAAGACG GAAAGACCCC GTGGACCTTT
ATCC 43504 GTGAAAATTC CTCCTACCCG CGGCAAGACG GAAAGACCCC GTGGACCTTT

JGO05 GTGAAAATTC CTCCTACCCG CGGCAAGACG GGAAGACCCC GTGGACCTTT
JG08 GTGAAAATTC CTCCTACCCG CGGCAAGACG GAGAGACCCC GTGGACCTTT
JG12 GTGAAAATTC CTCCTACCCG CGGCAAGACG GAAAGACCCC GTGGACCTTT

kkkkokokokokokk kokkkkkkkkk ckokokokokkkkkk *k %k %k ok ok ok ok %k ok ok ok ok %k ok ok %k ok k

U27270.1 2161 ACTACAACTT AGCACTGCTA ATGGGAATAT CATGCGCAGG ATAGGTGGGA
ATCC 43504 ACTACAACTT AGCACTGCTA ATGGGAATAT CATGCGCAGG ATAGGTGGGA

JG05 ACTACAACTT AGCACTGCTA ACGGGAATAT CATGCGCAGG ATAGGTGGGA
JG08 ACTACAACTT AGCACTGCTA ACGGGAATAT CATGCGCAGG ATAGGTGGGA
JG12 ACTACAACTT AGCACTGCTA ATGGGAATAT CATGTGCAGG ATAGGTGGGA

kkokokkkkokskk kokkskkkokokskk k  kokckskkoksksk kkokk  ckskkoksk skskkokokskkkokk

U27270.1 2211 GGCTTTGAAG TAAGGGCTTT GGCTCTTATG
ATCC 43504 GGCTTTGAAG TAAGGGCTTT GGCTCTTATG

JGO05 GGCTTTGAAG TAAGGGCTTT GGCTCTTATG
JG08 GGCTTTGAAG TAAGGGCTTT GGCTCTTATG
JG12 GGCTTTGAAG TAAGGGCTTT GGCTCTTATG

%k %k ok ok ok ok ok ok ck ok ok ok k ok ok ok ok %k %k %k ok ok ok ok ok %k ok %k k ok

Figura 6. Mutaciones puntuales en la posicion A2142G, A2143G, T2182Cy
C2195T de la secuencia parcial del gen que codifica al ARNr 23S de las cepas de

H. pylori aisladas de pacientes peruanos.
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Tabla 5. Distribucion de los genotipos observados en las secuencias parciales del
gen que codifica al ARNr 23S de las cepas de H. pylori resistentes a

Claritromicina aisladas de pacientes peruanos.

Genotipos de

Porcentaje (%) Mutaciones Porcentaje (%)
ARNTF 23S
A2142G 40 (6/15)
A2143G 6.7 (1/15)
T2182C 26.6 (4/15)
Tipo mutado 65.2 (15/23)
C2195T 6.7 (1/15)
A2142G + T2182C 6.7 (1/15)
A2143G + T2182C 13.3 (2/15)
Tipo nativo 34.8 (8/23) - -

7.2. Evaluacién de la actividad antimicrobiana de Bicarinalina sobre cepas

caracterizadas de Helicobacter pylori

Se observé que la CMI requerida de Bicarinalina para inhibir el crecimiento del
50% de cepas de H. pylori aisladas de pacientes peruanos fue de 0.86uM. Ademas,
la prueba de X? mostré que no existe asociacion entre las cepas de H. pylori
sensibles y resistentes a los ATM y las concentraciones de Bicarinalina evaluadas.

La CMI de Bicarinalina frente a la cepa ATCC 43504 fue 3.9uM. (Tabla 6)
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Tabla 6. CMlIso de Bicarinalina y ATMs de referencia sobre cepas de H. pylori

aisladas de pacientes peruanos.

Rango de MICs

ATMs CMlso (UM) (ng/ml)
(Hg/ml)
Cepas de H. Bicarinalina 0.86 (2.2) <0.3->10
pylori aisladas Claritromicina 1.4 (0.5) <0.25->2
de pacientes Levofloxacino 0.94 (0.7) <0.25 ->2
peruanos Metronidazol 23.4 (4.0) <2 ->16
Amoxicilina <0.07 (<0.03) <0.03-0.24

La CMI de la Bicarinalina en la cepa de referencia de H. pylori ATCC 43504 fue de 3.9 uM (10
ug/ml)
7.3. Evaluacion de la citotoxicidad de Bicarinalina
7.3.1. Evaluacién de Ila citotoxicidad de Bicarinalina sobre

macrofagos de la linea celular murina RAW 264.7

Se determind que la concentracion citotoxica requerida de Bicarinalina que causa
la muerte celular del 50% de macréfagos viables fue de 26.8uM. Este resultado

permitio obtener un indice de selectividad de 27. (Tabla 7)

7.3.2. Evaluacion de la citotoxicidad de Bicarinalina sobre la linea

celular gastrica NCI-N87

Se determiné que la concentracion citotoxica requerida de Bicarinalina para causar
la muerte del 50% células géstricas viables fue mayor de 1.7uM. Este resultado

permitio obtener un indice de selectividad de 7. (Tabla 7)
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Tabla 7. Evaluacién de la citotoxicidad de Bicarinalina en la linea celular de

macrdfagos RAW 264.7 y células gastricas NCI-N87.

Evaluacién de citotoxicidad de Bicarinalina

CCso (UM) (ug/ml) IS
Macrofagos RAW 264.7 26.8 (68.4)" 31.1°
Células gastricas NCI- >1.7 (4.4 >17.3°

N87

a: 1S = CCso'/ CMlso; b: 1S = CCso ™ /Clso

7.4. Evaluacién de inhibicion de adhesion de Helicobacter pylori sobre la

linea celular gastrica NCI-N87

Se determind que la concentracion requerida de Bicarinalina para inhibir la
adherencia del 50% de cepas de H. pylori sobre un modelo de cultivo celular

gastrico es menor a 0.098uM. (Tabla 8)

Tabla 8. Concentracion inhibitoria media (Clso) de Bicarinalina para la inhibicion

de la adhesion de H. pylori sobre la linea celular gastrica NCI-N87.

Clso (UM) (ug/ml)

Celulas gastricas NCI-N87 <0.098 (<0.25)
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VIII. DISCUSION

Los venenos de hormigas son una fuente invaluable de recursos que podrian ser
establecidos como agentes terapéuticos. Entre estos compuestos bioactivos se
pueden encontrar estructuras peptidicas con actividad antimicrobiana, tales como
los AMP. (10) La Bicarinalina es un AMP aislado del veneno de la hormiga
Tetramorium bicarinatum que ha demostrado actividad antimicrobiana sobre
bacterias Gram positivas, Gram negativas y parasitos, con el potencial de
convertirse en un “lead compound”. (16, 17, 103) Es asi, que se evalud su actividad
antimicrobiana frente a un panel de cepas de H. pylori, el cual es un patégeno

emergente a nivel global y de alta prevalencia en Peru (45-78%). (41, 45)

Durante la primera parte de la investigacion se propuso caracterizar las cepas de H.
pylori a partir de biopsias obtenidas mediante endoscopia de la mucosa géstrica de

pacientes peruanos afectados con sintomas de dispepsia.

El procedimiento de obtencién de las 44 cepas de H. pylori provenientes de
pacientes dispépticos (Tabla 1) fue realizado considerando aquellas variables que
puedan limitar su recuperacion, cultivo y aislamiento, tales como el lugar de toma
de muestra en la mucosa gastrica, (118, 119) el transporte de las muestras, (120) el

medio de cultivo y las condiciones de incubacion. (121-123)

Del mismo modo, a pesar de las exigencias requeridas para mantener la viabilidad
de las cepas de H. pylori, el empleo de medios de cultivo con adicion de
suplementos nutritivos predispone a observar la presencia de colonias
contaminantes. (122) Es asi que el cribado microbiologico abarco desde las

caracteristicas generales del cultivo hasta las caracteristicas metabolicas
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particulares de este microorganismo. (20) Se observo la formacion de colonias
pequefas translucidas, tipicas de H. pylori, luego de cinco dias de incubacion.
(Figura 1) La tincién Gram permitié reconocer la presencia de bacterias Gram
negativas de morfologia bacilar curvada (Figura 2) y debido al metabolismo
microaerobio de H. pylori se las identific6 mediante una reaccion de Oxido-
reduccion como oxidasa positivo debido a que H. pylori emplea al oxigeno como
aceptor de electrones durante el proceso de la cadena respiratoria; ademas, la
formacion de peroxido de hidrogeno derivado del empleo de oxigeno permitio
identificarla como catalasa positivo. Adicionalmente H. pylori presenta una enzima
responsable de su estabilidad de membrana, metabolismo y virulencia denominada
ureasa, esto posibilita su identificacion mediante la actividad de esta enzima y su
capacidad de degradar la urea, catalogandola como ureasa positivo. (Figura 3) (20,

108)

Para verificar la identidad taxondmica de la bacteria se realiz6 la identificacion
molecular de H. pylori mediante un PCR convencional. Se observé la amplificacion
de un fragmento de 425bp del gen de ARNr 23s en el total de 44 cepas de H. pylori
aisladas de pacientes peruanos dispépticos, (Figura 4). Esta region amplificada
corresponde a la horquilla del dominio V de la subunidad 23 del ARNr en donde se
ubica la peptidiltransferasa. Esta region del gen de ARNr 23s es una region
conservada en el genoma de H. pylori y es un candidato para ser empleado en su
deteccion e identificacion; asi como los genes UreA, gimM, UreC, ARNr 16s,

HSP60 y VacA. (124)

Se conoce que la PCR es una herramienta extensamente utilizada por su excelente

sensibilidad y especificidad (>95%) comparada con los métodos convencionales;
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(125) sin embargo, este rendimiento puede conllevar a riesgos de falsos positivos
que podrian depender tanto de la muestra como de la técnica utilizada, los cuales se
controlaron mediante el uso de la cepa ATCC 43504 de H. pylori como control
positivo y la cepa ATCC 25922 de E. coli como control negativo; y mediante la
evaluacion de los primers utilizando BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

y confirmando su identidad (99.9%) sobre cepas de H. pylori. (87, 109, 110)

De este modo, mediante la técnica de cultivo desarrollada, se determind que la
prevalencia de infeccion por H. pylori fue del 46.3% del total de pacientes con
sintomas de dispepsia que representan a una poblacion de la CMCH. (Tabla 1) El
ultimo reporte de prevalencia a este nivel realizado hace mas de una década (afio
2002) en una clinica privada de Lima-Perd, reporta valores de prevalencia del 45%.
(45) Estas observaciones que son contrastables con nuestros hallazgos y se
respaldan en la asociacién directa de riesgo de infeccion entre poblaciones con
caracteristicas socioecondmicas similares. (49) Por otro lado, se observo que el sexo
no es un factor de riesgo de infeccion por H. pylori (mujer: 45.7%; hombre: 47.2%)

(Anexo 4). (45, 48)

El diagnostico de infeccion del total de pacientes evaluados fue contrastado
mediante la prueba histoldgica, diagndstico de rutina en la CMCH. Se observé una
asociacion significativa entre los casos de cultivos positivos y casos de histologia
positivos. Al comparar el numero de hallazgos positivos entre cada técnica
observamos una tasa de aislamiento por cultivo del 93.6%. Durante el analisis se
observO la presencia de tres casos diagnosticados positivos por la técnica de
histologia que fueron diagnosticados negativos por la técnica de cultivo. Esta

diferencia de resultados entre ambas técnicas corresponde a una baja densidad de
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microorganismos presentes en la muestra, que a su vez presentaron una cruz (la
menor cualificacion) en la evaluacion histolégica de las biopsias gastricas. (64, 66)

(Tabla 1)

Como parte de la caracterizacion de las cepas de H. pylori aisladas de pacientes
dispépticos, se procedid a desarrollar pruebas de susceptibilidad a los farmacos de
referencia, los cuales se optaron en base a la transicion de los antimicrobianos
utilizados en los tratamientos de primera linea (Claritromicina/ Amoxicilina o
Metronidazol) y segunda linea (Levofloxacino) de la terapia de erradicacion. (126,
127) Se observd un aumento en las tasas de resistencia antimicrobiana a
Claritromicina y Levofloxacino, respecto a lo reportado entre el afio de 1983 y el
afio de 2008 para Claritromicina (6.7% a 27%) (45, 128) y lo reportado en el afio
2011 para Levofloxacino (36.9%), en Peru. (Tabla 3) (129) Este aumento de las
tasas resistentes podria estar influenciada por la presion de seleccion ejercida por
macrolidos y quinolonas, (130) antimicrobianos cuyo consumo se ha incrementado
en los altimos afios (70% respecto a otros antimicrobianos). (131, 132) Ademas, se
ha observado que H. pylori podria iniciar su colonizacion a muy temprana edad en
sus hospederos (tres meses de edad). Este hecho generaria un aumento en la carga

de exposicion a los farmacos. (48, 132)

Se observo que la tasa de resistencia a metronidazol en los pacientes dispépticos
evaluados ha disminuido. Este aspecto resaltante se debe en parte a la disminucion
en la utilizacién de este farmaco como tratamiento contra H. pylori a causa de las
altas tasas de resistencia reportadas en afios anteriores (>50%). (Tabla 3) (45, 133)
Esta reduccion de uso de metronidazol disminuye la presion de seleccién ejercida

por el antimicrobiano; ademas, los costos-beneficios implicitos en los de fenémenos
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genéticos que confieren resistencia a metronidazol, (75, 76) y los cambios en las
diversas enzimas involucradas en la activacion de este profarmaco (77) podrian

condicionar metabolicamente la presencia de una variante resistente. (134, 135)

De este modo, las tasas de resistencia observadas en los pacientes dispépticos de la
CMCH, indican que estos se deben de considerar como una poblacion de alta
resistencia a Claritromicina, aspecto clave en la eleccion de la terapia de
erradicacion de primera linea de H. pylori, segun el actual consenso Maastricht. (4)
La importancia de evaluar las tasas de resistencia a Claritromicina se debe también
al impacto que esta genera sobre la reduccion de la tasa de erradicacion de H. pylori,
considerandose que de iniciar un tratamiento con la terapia triple empirica
(Claritromicina/ Amoxicilina y IBP) en presencia de poblaciones resistentes a

Claritromicina esta reduciria hasta en un 60% la tasa de erradicacion de H. pylori.
(5)

Es asi, que como parte de la caracterizacion de las cepas de H. pylori se procedio a
evaluar la susceptibilidad genotipica a Claritromicina, cuya resistencia
antimicrobiana es una de las causas mas importantes de fracaso terapéutico de la

terapia de erradicacion de H. pylori. (4, 73)

Se realizd un analisis dirigido al gen de ARNr 23s mediante la técnica de PCR-
RFLP, técnica estandarizada y sugerida para la identificacion genotipica de cepas
de H. pylori resistentes a Claritromicina. Esta técnica permite la deteccién de
mutaciones puntuales (A2142G y A2143G) mas frecuentes observadas entre
fenotipos resistentes de H. pylori (>90%) y que afectan la interaccion del macrélido

al ribosoma. (73, 86, 87, 136-139) Mediante esta técnica se obtuvo un patron de
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restriccion en el 43.5% de los fenotipos resistentes a Claritromicina. Ademas, se
observd que la transicion A2142G la mutacion puntual de mayor frecuencia. (Tabla
4) Sin embargo, reportes actuales indican cambios en sus frecuencias alcanzando
valores similares (54.8%) a lo observado en los pacientes dispépticos de la CMCH.
Esto sugiere la importancia de realizar una evaluacion en regiones mas extensas del
gen de ARNr 23s que brinden informacion de nuevas mutaciones involucradas en

la resistencia a Claritromicina. (140)

Mediante el andlisis del secuenciamiento de las cepas de H. pylori fenotipicamente
resistentes a Claritromicina se observo la presencia adicional de las mutaciones
puntales T2182C y C2195T. Estas mutaciones puntuales previamente reportadas,
(137) pertenecen a un conjunto de mutaciones (A2115G, T2117C, G2141A,
G2224A, C2245T, T2889C, C2611A y C2717T) que en la actualidad han sido
referidas de conferir resistencia Claritromicina en las cepas de H. pylori, (73, 83)
que en el caso de las mutaciones T2182C y C2195T también se han observado en
cepas resistentes al macrolido Eritromicina y se sugiere puedan conferir
mecanismos de resistencia cruzada entre macrolidos. (137) Por otro lado, se
observd que ocho cepas fenotipicamente resistentes a Claritromicina no presentaron
mutaciones en la region amplificada. Esta observacion sugiere la presencia de
mecanismos de resistencia alternos; siendo el caso, los cambios de expresion de

proteinas de eflujo reportadas en cepas de H. pylori. (141) (Tabla 5)

Estas observaciones permiten considerar que la resistencia a ATMs es un problema
emergente de salud publica por lo cual es necesario la basqueda de soluciones
alternativas. De este modo, los AMPs constituyen una diversa clase de moléculas

de origen natural con un amplio espectro de actividad sobre microorganismos
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patdgenos, considerandose como prometedores candidatos para el desarrollo de

nuevos agentes terapéuticos. (91, 93)

Es asi, que se evalu6 el potencial de un nuevo AMP denominado Bicarinalina
(KIKIPWGKVKDFLVGGMKAV-NHy) aislado de la especie Tetramorium
bicarinatum como un “lead compound” sobre cepas de H. pylori. En su evaluacion
inicial sobre la cepa de H. pylori ATCC 43504 se observd que la Bicarinalina tuvo
un valor de CMI de 3.9 uM (Tabla 6). Este resultado es comparable con lo reportado
para los AMPs Odorranaina (aislado de Odorrana  grahami)
(GLLRASSVWGRKYYVDLAGCAKD-NH?>) en donde se obtuvo una CMI de 8.1
KM sobre misma cepa de H. pylori ATCC 43504. (8) En otro estudio se observé
que los AMPs Epi-1(aislado de Epinephelus coioides)
(GFIFHIIKGLFHAGKMIHGLV-NH?) y Pardaxina (aislado de Pardachirus
marmoratus) (GFFALIPKIISSPLFKTLLSAVGSA-NH:) presentaron una CMI de
8.1uM y >7.5 UM respectivamente sobre las cepas de H. pylori ATCC 43504,
ATCC 700392 y ATCC 43629. (9) El posible mecanismo de accion de estos AMPs
puede relacionarse a la distribucién de aminodcidos hidréfobos (F, V, y I) y
amoniacidos hidrofilicos (K y D) en sus secuencias. Esta distribucion sugiere un
comportamiento anfipatico, que asociado a la presencia de aminoacidos con cargas
positivas (K y H) permitirian una interaccion sobre la membrana bacteriana. (17,
93) Ademas, estos datos sugieren que los AMPs tienen un actividad importante
sobre diferentes cepas de H. pylori y que ademas la actividad de Bicarinalina sobre

nuestra cepa de referencia de H. pylori es similar a los estudios con otros AMPs.

Luego se procedid a evaluar la actividad antimicrobiana de Bicarinalina sobre el

panel de 44 cepas de H. pylori aisladas de pacientes dispépticos y que fueron
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caracterizadas a nivel de su resistencia fenotipica y genotipica. Se realizo el analisis
de la CMlsp, este pardmetro de tendencia central nos permite determinar la minima
concentracion de una molecula capaz de inhibir el crecimiento en el 50% de
aislados, y a su vez permite comparar una capacidad de respuesta especifica o
actividad antimicrobiana entre moléculas. (113, 114) Se observo que la CMlso de
Bicarinalina (0.86 uM) fue menor al reporte de actividad observado con la cepa de
referencia de H. pylori ATCC 43504 (CMI 3.9 uM). Ademas, se observo que la
Bicarinalina requiere de menor concentracion molar comparada a Claritromicina,
Levofloxacino y Metronidazol con valores de CMlso de 1.4 uM, 0.94 uM y 23.4

MM respectivamente. (Tabla 6).

Adicionalmente, se analiz6 la distribucién de las cepas sensibles y resistentes a cada
antimicrobiano de referencia respecto a cada una de las concentraciones evaluadas
de Bicarinalina. Se observo, por ejemplo, que existe una mayor proporcion de cepas
resistentes a Claritromicina y Levofloxacino a mayores concentraciones de
Bicarinalina. (Anexo 5) (Anexo 6) Ademas, se obsevo que las cepas sensibles y
resistentes a Metronidazol y Amoxicilina muestran una similar proporcién tanto a
menores y mayores concentraciones de Bicarinalina. (Anexo 7) (Anexo 8) (Anexo
9) Sin embargo, al realizar el analisis estadistico respectivo no hubo asociacion
significativa entre la frecuencia de cepas sensibles y resistentes de H. pylori a los

antimicrobianos de referencia y la actividad antimicrobiana de Bicarinalina.

Es importante mencionar, que el mecanismo de accidn propuesto para los AMP se
fundamenta en las caracteristicas fisico-quimicas de esta molécula y su capacidad
de interactuar con la membrana plasmatica de microorganismos, generando una

perdida de estabilidad directa de la membrana o la formacién de poros que brinden
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acceso intracelular al AMP propiciando su interaccion con macromoléculas y
organelas intracelulares, lo cual conduce a lisis 0 muerte celular. (93, 94) De este
modo, la ausencia de una asociacion significativa entre las actividades medidas con
los antimicrobianos de referencia y los resultados obtenidos con Bicarinalina se
deberian en parte a que las moléculas evaluadas no comparten el mismo mecanismo
de accidn, lo cual conduce a la necesidad de estudios que evallen la actividad de
Bicarinalina ya sea, por ejemplo, mediante técnicas de microscopia confocal,
microscopia electronica y/o modelos de biofisica de membranas a modo de elucidar
el mecanismo de accion de este AMP en vistas de proponer nuevas estrategias de

actividad antimicrobiana.

Ademas, se observo que Bicarinalina presenta baja toxicidad sobre la linea celular
murina RAW 264.7 (CCso 26.8 uM) y la linea celular gastrica NCI-N87 (CCso >1.7
HUM), con indices de selectividad de 31.1 y >17.3 para cada linea celular
respectivamente. Estas diferencias observadas en los cultivos celulares son debidas
a las diferencias funcionales de cada linea celular, indicando que Bicarinalina no es
toxico en ambos modelos. (Tabla 7) Adicionalmente, se ha reportado un modelo de
citotoxicidad de Bicarinalina sobre Linfocitos Humanos una CCso de 67.8 uM para
Bicarinalina. (17) Segln este modelo es posible indicar que este AMP presentaria
un IS similar a nuestro reporte (27.1). De este modo Bicarinalina podria ser
considerado como un compuesto alternativo no toxico y de adecuado perfil de

actividad frente a cepas de H. pylori.

Finalmente, se conoce que la infeccion por H. pylori es un complejo mecanismo de
procesos que parten desde la adherencia de la bacteria a la mucosa epitelial gastrica

requerida para su colonizacién hasta el desarrollo de la enfermedad. Es asi que se
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desarroll6 un modelo de infeccion de mucosa gastrica sobre la linea celular NCI-
N87. Se observo que la Clso de Bicarinalina necesaria para inhibir la adherencia de
la cepa de H. pylori ATCC 43504 sobre el modelo celular fue <0.098 uM. (Tabla
8) Este valor fue cuarenta veces menor a lo obtenido en el ensayo de susceptibilidad
de la cepa de H. pylori ATCC 43504 y diez veces menor al CMlIso de Bicarinalina
sobre el panel de cepas aisladas de pacientes (Tabla 5) (Tabla 6). Estas
observaciones sugieren que Bicarinalina no solo presenta capacidad antimicrobiana
sobre las cepas de H. pylori sino también brindaria como segunda alternativa la
posibilidad de evitar su infeccion mediante la prevencion de la colonizacion de la

mucosa epitelial gastrica por este patdégeno. (142-144)

Por todo lo antes mencionado, Bicarinalina podria ser considerada como un “lead
compound” de baja toxicidad y de adecuado perfil de actividad frente a cepas de H.
pylori con el potencial de contribuir en este problema emergente de salud global y

los problemas asociados a resistencia antimicrobiana.
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IX. CONCLUSIONES

Se logré establecer el cultivo microbiolégico como modelo de ensayo para
aislar y caracterizar las cepas de Helicobacter pylori aisladas de pacientes
dispépticos peruanos.

Se determind que la concentracion minima inhibitoria de Bicarinalina necesaria
para inhibir el crecimiento sobre el 50% de las cepas de Helicobacter pylori
aisladas de pacientes peruanos fue de 0.86 uM.

Se determind que la Bicarinalina no presenta toxicidad sobre macréfagos
pertenecientes a la linea celular murina RAW 264.7 y células de mucosa de la
linea celular gastrica NCI-N87 con un indice de selectividad de 31.1 y >17.3
respectivamente indicando que la Bicarinalina no es toxico en ambos modelos
celulares.

Se determind que la concentracién inhitoria media de Bicarinalina sobre la
adhesion de H. pylori sobre la linea celular gastrica NCI-N87 fue de <0.098

HM.
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Anexo 2. Cribado microbiologico para la identificacion y aislamiento de cepas de

Helicobacter pylori.

[ Muestras clinicas (Biopsias de antro) ]

Extraccion de microorganismos

(Homogenizado)

'

Cultivo en Agar Skirrow, 5% O, y 10%C0,,37°C

durante 7 dias

'

Colonias grises translucidas pequefias ligeramente

hemoliticas

'

Bacterias Gram negativas, morfologia bacilar curva

o espiralada

y

[ Prueba de catalasa

'

[ Prueba de oxidasa ]

y \ 4

[ Catalasa Positivo ] [Catalasa Negativo] [ Oxidasa Positivo ] [ Oxidasa Negativo ]

!

Prueba de ureasa ]

[ Ureasa Positivo ]

A

y

\ 4

[ Ureasa Negativo ]

Cepas de Helicobacter pylori aisladas,

cultivadas y criopreservadas.




Anexo 3. Especies bacterianas empleadas como control positivo y negativo para las

pruebas bioquimicas catalasa, oxidasa y ureasa.

Prueba

Control Especie Bacteriana
Bioguimica

Positivo Staphylococcus aureus ATCC 25923
Catalasa

Negativo Streptococcus pyogenes ATCC 12344

Positivo Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
Oxidasa

Negativo Escherichia coli ATCC 25922

Positivo Proteus mirabilis ATCC 12453
Ureasa

Negativo Escherichia coli ATCC 25922

Anexo 4. Distribucion de casos segln sexo del total de casos contrastados por

histologia.
Sexo
Hombre Mujer Total de casos

Casos 35 59 95
contrastados

Cultivos positivos? 17 27 44
Cepas aisladas® 17 27 44
Histologia 18 29 47
positivos

a: Cultivos positivos con presencia de H. pylori identificadas segln punto 6.1.4.4 a partir de

muestra clinica; b: Cepas de H. pylori aisladas, cultivadas y criopreservadas.



Anexo 5. Distribucidn de fenotipos susceptibles a Claritromicina de las cepas

caracterizadas de H. pylori aisladas de pacientes dispépticos peruanos.

12

10
10

Pacientes dispépticos
(o)}

<0.3125 0.3125 0.625 1.25 2.5 5 10 >10.0

Concentracion de Blcarinalina (ug/ml)

B Sensible a Claritromicina B Resistente a Claritromicina

Anexo 6. Distribucion de fenotipos susceptibles a Levofloxacino de las cepas

caracterizadas de H. pylori aisladas de pacientes dispépticos peruanos.

Pacientes dispépticos
D

<0.3125 0.3125 0.625 1.25 2.5 5 10 >10.0
Concentracion de Blcarinalina (ug/ml)
B Sensible a Levofloxacino Resistente a Levofloxacino



Anexo 7. Distribucién de fenotipos susceptibles a Metronidazol de las cepas

caracterizadas de H. pylori aisladas de pacientes dispépticos peruanos.

12

10
10

8

8
6
4 4
3
0

0

2.5 5 10

<0.3125 0.3125 0.625 1.25 >10.0

Concentracion de Blcarinalina (ug/ml)

Pacientes dispépticos
B~ [e)]

N

B Sensible a Metronidazol M Resistente a Metronidazol

Anexo 8. Distribucidn de fenotipos susceptibles a Amoxicilina de las cepas

caracterizadas de H. pylori aisladas de pacientes dispépticos peruanos.
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Concentracion de Blcarinalina (ug/ml)
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Anexo 9. Reporte del estadistico chi-cuadrado (X?) respecto a la asociacion de
actividad antimicrobiana de Bicarinalina (MICso) y la susceptibilidad de los ATMs

de referencia sobre las cepas de H. pylori aisladas de pacientes dispépticos

peruanos.
Bicarinalina
Porcentaj
<0.86 uM  >0.86 uM X? p*
e
Total de cepas 24 20 100
Sensibles a Claritromicina 12 9 477 0.109
0.741
Resistentes a 52.3 3
) o 12 11
Claritromicina
Total de cepas 24 20 100
_ _ 54.5 0.305
Sensibles a Levofloxacino 14 10 6 0.580
Resistentes a 455
_ 10 10
Levofloxacino
Total de cepas 24 20 100
Sensibles a Metronidazol 17 14 70.5 0.003 0.950
Resistentes a . 6 29.5 6 '
Metronidazol
Total de cepas 24 20 100
_ o 0.017
Sensibles a Amoxicilina 23 19 95.5 . 0.895
Resistentes a Amoxicilina 1 1 4.5

*p<0.05



