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FIGURA 1. Guayaba (Psidium guajava). Foto: B. Vanaclocha
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Resumen

Se postula y fundamenta la utilidad de una mezcla de extractos de
plantas medicinales con propiedades sinérgicas compuesta por Psi-
dium guajava L. estandarizado en su contenido de heterésidos flavoni-
cos y Coptis chinensis Franch., estandarizado en su contenido de alca-
loides benzofenantridinicos, para el desarrollo de un fitomedicamento
(til para el tratamiento y prevencion de la gastritis crénica provocada
por Helicobacter pylori. El estudio explora el potencial que tiene la
mezcla para inhibir el crecimiento /n vitro de diversas cepas clinicas
de H. pyloriresistentes a los antibiéticos convencionales, asi como, su
accion protectora del epitelio gastrico, al impedir la adherencia de la
bacteria a las células AGS en cultivo.

Palabras clave
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resistencia a antibiéticos.
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Atividade anti-Helicobacter pylori de extratos
de Psidium guajava e Coptis chinensis

Resumo

Descreve-se e fundamenta-se a utilidade de uma associa-
¢do de extratos de plantas medicinais com propriedades si-
nérgicas composta por Psidium guajava L., extracto padro-
nizado em glicésidos flavénicos e Coptis chinensis Franch,
extracto padronizado em alcal6ides benzofenantridinicos,
para o desenvolvimento de um medicamento a base de
plantas para o tratamento e prevencdo da gastrite cronica
provocada por Helicobacter pylori. O estudo explora o po-
tencial que tem esta associagdo para inibir o crescimento
in vitro de diversas estirpes clinicas de H. pyloriresistentes
aos antibiéticos convencionais, assim como, a sua acgao
protectora do epitélio gastrico, ao impedir a aderéncia das
bactérias as culturas celulares de AGS.

Palavras-chave

Psidium guajava, Coptis chinensis, Helicobacter pylori,
equibidticos, resisténcia a antibidticos.

Introduccion

Ahora es ampliamente reconocida la relacién de convi-
vencia funcional que existe entre las células del cuerpo
humano y los microbios del entorno. La evidencia sobre
la presencia permanente de millones de microorganismos
en el cuerpo de cada ser humano se obtuvo a partir de la
investigacion del genoma y dio paso a la definicién del mi-
crobioma humano: conjunto de microorganismos que viven
permanentemente en el cuerpo de todo individuo sano. La
elevada concentracion de microbios que utilizan al cuerpo
humano como habitat se presenta, fundamentalmente, en
los tejidos que tienen contacto con la atmésfera, como son:
la piel, las mucosas del tracto digestivo; las nasales, las
de la trdquea y los bronquios en el aparato respiratorio, y
las del aparato urogenital. En estos sitios de contacto del
tejido humano con el entorno, se alojan millones de colo-
nias de diversas especies de microbios que forman ‘eco-
sistemas’ 0 ‘microbiotas’ que resultan indispensables para
el funcionamiento de dichos tejidos. La participacion de la
microbiota en el huésped humano se requiere, por ejemplo,
en el tracto digestivo, para la adecuada transformacién de
los nutrientes, la apropiada adquisicién de energia a partir
de procesos de fermentacion bacteriana, la regulacién de
los procesos anti-oxidativos y la activacion y organizacion
de defensas inmunoldgicas locales. "%

Durante el siglo pasado, y de acuerdo con la visién médica

Anti-Helicobacter pylori activity of extracts of
Psidium guajava and Coptis chinensis

Abstract

It is described the synergistic properties of a mixture of
Psidium guajava L., extract standardized in its content of
flavone glycosides and Coptis chinensis Franch, extract
standardized in its content of benzophenantridinic alka-
loids, for developing a phytodrug for the treatment and pre-
vention of chronic gastritis induced by Helicobacter pylori.
The study explores the properties of this combination of
extracts by inhibiting in vitro growth of antibiotic-resistant
clinical H. pylori strains and preventing adherence of the
bacteria to human AGS cell cultures.

Keywords

Psidium guajava, Coptis chinensis, Helicobacter pylori,
equibiotics, antibiotic resistant strains.

que se tenfa entonces sobre la presencia microbiana en el
cuerpo humano, el anélisis de la relacién entre ambos puso
énfasis en los efectos nocivos que algunas especies cau-
saban en el huésped. Por tal motivo, la terapéutica consis-
ti6 en la aniquilacién de los grupos patogénicos mediante
el uso de antibidticos y antisépticos. Esta estrategia, que
permiti6 el control de enfermedades infecciosas histérica-
mente catastréficas, a la postre resulté contraproducente,
ya que el uso indiscriminado de los antibiéticos, pasado
el tiempo, provocé la reaparicion de procesos infecciosos
que ya habian sido controlados, debido tanto a la capaci-
dad de los microorganismos patogénicos de generar resis-
tencia ante ellos, asi como a la alteracién del equilibrio
formativo de las microbiotas normales. Esto Gltimo indujo
la aparicién de condiciones de inmunodeficiencia y de dis-
funcién en la piel y en los aparatos digestivo, respiratorio
y genitourinario del huésped y el acaecimiento de altera-
ciones genéticas en diversas cepas microbianas antes no
patogénicas cuyas consecuencias no son, aun, del todo
conocidas. 4

Actualmente se busca la forma de evitar y resolver las
infecciones mas comunes con medicamentos que no
alteren el microbioma humano. En este sentido, han sur-
gido nuevos productos obtenidos de plantas medicinales
denominados genéricamente fitomedicamentos, medica-
mentos herbolarios o fitoterapicos, dependiendo del Iéxico
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y la normatividad sanitaria aplicada en cada pafs. Estos
productos son desarrollados a partir de plantas con amplio
uso en paises de Oriente y Occidente, principalmente de
aquéllos cuyas culturas son tradicionalmente herbolarias
y de ancestral historia. En estos productos herbolarios
modernizados, el formaco o componente medicinal de la
formulacién farmacéutica es el extracto vegetal completo,
estandarizado en su contenido de compuestos bioactivos,
para lograr su control quimico y precisar la dosificacion
adecuada al momento de producir los medicamentos.
Algunos fitoterapicos se han convertido en farmacos para
el tratamiento de algunos padecimientos infecciosos
comunes debido a su amplia seguridad y comprobada
eficacia clinica ® ®. Nuestro grupo se ha dedicado a
la bisqueda de extractos de plantas con propiedades
equibiéticas, es decir, aquéllos con capacidad para
equilibrar los ecosistemas alterados sin provocar efectos
bactericidas generales sobre la microbiota 7.

Helicobacter pylori es una bacteria que se encuentra
habitualmente en la mucosa géastrica, la saliva, la
placa dental y en las heces fecales, lo que confirma
su pertenencia a la microbiota del tracto digestivo. Se
estima que 70% de la poblacién mundial es portadora
asintoméatica de Helicobacter pylori pero se desconocen
los factores que provocan su transformacién en una
entidad altamente patogénica. H. pylori, al adherirse
al epitelio gastrico, replicarse y persistir en el ambiente
acido del estémago, desarrolla un proceso de colonizacién
que provoca la inflamacién del epitelio gastrico que, con
el tiempo, se convierte en gastritis crénica ulcerativa. Se
ha demostrado una estrecha relacién entre esta gastritis
cronica atrdfica y el adenocarcinoma géastrico 19,

Desde el descubrimiento de esta bacteria y su asociacién
con la gastritis se han empleado combinaciones de
farmacos para erradicarla del estémago; en general, se
aplica una terapia que incluye: antagonistas de histamina
en receptores H, (ranitidina y cimetidina), inhibidores
de la bomba de protones (omeprazol) y antibidticos
(metronidazol, amoxicilina y claritromicina). Este abordaje
de la infeccion ha topado con importantes limites ya
que estos medicamentos modifican la acidez del jugo
gastrico y reducen la capacidad defensiva ante otros
microorganismos. Ello, sumado a la creciente resistencia
de las bacterias a los antibiéticos, compromete la eficacia
del tratamiento ("1

Por todo lo anterior, se ha intensificado la bdsqueda de
recursos de tipo fitofarmacéutico que puedan contribuir a
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FIGURA 2. Fruto de guayaba. Foto: S. Cafiigueral.

un mejor tratamiento y prevencién de la gastritis por H.
pylori.

En el presente trabajo se describen los resultados
obtenidos del estudio de las propiedades de una mezcla
de extractos de plantas medicinales con efecto inhibidor
del crecimiento de cepas patogénicas de Helicobacter
pylori resistentes a los antibiéticos convencionales vy
con accion protectora de las células del epitelio gastrico
humano evitando la adherencia de la bacteria. Se postula
y fundamenta la utilidad de la mezcla para el desarrollo de
un fitomedicamento para el tratamiento y prevencion de la
gastritis provocada por esta bacteria.

Materiales y métodos

Extractos vegetales

Se utilizé un extracto hidroglicélico obtenido de las hojas
de Psidium guajava L., estandarizado en su contenido de
glicésidos flavonicos y otro, seco, obtenido de las raices de
Coptis chinensis Franch., y estandarizado en su contenido
de alcaloides benzofenantridinicos. Para la obtencién
del extracto de Psidium guajava (L.) la droga vegetal
se sometié a un proceso de maceracién en una mezcla
hidroglicélica (propilenglicol/agua) durante 2 semanas;
al finalizar el periodo de extraccion la mezcla se filtré y
se envas6 en recipientes herméticos y de color opaco
para ser sometido a estandarizacién en su contenido de
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glicosilbenzocromonas a una concentracion de 0,13%
(p/v), valoradas como quercetina. Para la obtencién del
extracto de Coptis chinensis la droga vegetal se sometid
a maceracion hidroalcohdlica (agua/etanol) durante 15
dias; una vez finalizada la maceracion, el sobrenadante se
filtr6, se evapord totalmente el disolvente para obtener un
extracto seco, el cual se estandarizd en su contenido de
benzofenantridinas, valoradas al 6% (p/p) de berberina. La
relacién droga/extracto fue de 3:1 para el caso de Psidium
y de 5:1 para el caso de Coptis. Para las pruebas biolégicas,
los extractos fueron disueltos en dimetilsulféxido (DMSO),
centrifugados vy filtrados (0,22 pm) para garantizar su
esterilidad; los ensayos fueron realizados con cada uno
de los extractos por separado y con sus respectivas
combinaciones en diferentes proporciones.

Obtencion de cepas de H. pylori

Se utilizaron cepas de H. pylori aisladas de pacientes
con gastritis crénica y céncer gastrico. Todas las cepas
se obtuvieron de biopsias gdstricas practicadas con
anterioridad a adultos sometidos a endoscopia diagnéstica
por indicacion médica. Pequefas porciones de la mucosa
gastrica obtenida de las biopsias fueron homogenizadas
e inoculadas en placas de agar con sangre de carnero
al 10% e incubadas a 37°C en atmdsfera de CO,a 9%
durante 48 h; las colonias de H. pylori que se desarrollaron
se identificaron por su morfologia y el resultado de las
pruebas bioquimicas de ureasa, catalasa y oxidasa; las
cepas cosechadas se conservaron en tubos de vidrio
conteniendo 1 mL del medio F-12 (GIBCO).

Se utilizaron las cepas aqui identificadas como: 2004-203;
2006-702; 2006-677; 2006-808; 2006-697 y 2011-130, para
evaluar el efecto de los extractos sobre el crecimiento de
cultivos in vitro.

Para los ensayos de interferencia de los mismos extractos
con el proceso de adherencia de H. pylori en las células
epiteliales gdstricas (AGS) mantenidas en cultivo, se
utilizaron la cepa 2011-147 aislada de un paciente con
gastritis crénica, la cual muestra un patrén preferente de
adherencia celular localizada y la 2010-2 aislada de un
paciente con cancer gastrico, caracterizada por un patrén
de adherencia celular difusa.

Cultivo de células AGS

Para los ensayos de adherencia se utilizé la linea celular de
epitelio gastrico AGS (Adenocarcinoma Géstrico Epitelial
ATCC CRL-1739) que se propag6 en botellas de 25 cm? con
medio F-12 (GIBCO), agregando 10% de suero fetal bovino
(SFB) e incubando durante 48 h a 37°C con 5% de CO,,

hasta que las células alcanzaran una confluencia de 90%.
Para valorar la adhesién de la bacteria en las células y los
efectos de los extractos sobre el proceso, se prepararon
camaras mdltiples de cultivo (Lab-Tek) en cuyos pozos
se colocaron 1x10° células AGS/mL (50,000 células /500
L F-12-10% SFB/pozo) que se incubaron durante 18 h a
37°C en 5% C07 En todos los experimentos con cultivo
de células AGS se inocularon las cepas de H. pylori
en una proporcion de infeccion de 1:100 (MOl de 100)
correspondiente a 1x10 bacterias/mL.

Susceptibilidad de las cepas a los antibi6ticos

Se explord la susceptibilidad de todas las cepas clinicas
de H. pylori a la amoxicilina, el metronidazol y la
claritromicina por el método de Epsilometer test (E- test) de
acuerdo a la metodologia convencional. La Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI) del antibiético fue definida por el
punto de interseccion de la zona inhibida del crecimiento
bacteriano con la de la tira de los antibiéticos probados.
Los valores de corte para la susceptibilidad fueron 4 pg/
mL para amoxicilina, 8 ug/mL para metronidazol y 2 ug/mL
para claritromicina.

Susceptibilidad de H. pylori a los extractos

La susceptibilidad de la bacteria a los extractos se
midié por el método de dilucién en placa con un inéculo
que se ajustd con el estandar 4 de Mac Farland y que
corresponde a 1200x10° UFC/mL (50 pL). También se
realizé el cultivo combinado de varias cepas de H. pylori
de acuerdo a la metodologfa de infeccion mdltiple
consistente en mezclar varias de las cepas de H. pylori
y evaluar su comportamiento. Las placas se incubaron
durante 48 horas a 37°C y 10% de CO? en el medio Muller-
Hinton con 5% de sangre de carnero. A los cultivos de
la bacteria se aplicaron directamente los extractos y sus
mezclas en concentraciones que se iniciaron con 2,0 mg/
mL hasta encontrar la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI), definida como la minima concentracion requerida
para obtener 100% de inhibicién en el desarrollo del
microorganismo; todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

Evaluacion del efecto de los extractos sobre la
adherencia de H. pyloria células AGS en cultivo

Las células AGS en cultivo fueron inoculadas con cepas de
H. pylori en dos condiciones diferentes:

a) Los extractos fueron afiadidos a los cultivos al momento
de infectar las células AGS y a continuacién fueron
incubados durante 6 horas a 37°C con 5% de CO,,;
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b) Las células AGS fueron infectadas previamente e
incubadas durante 3 horas para permitir la total adherencia
de las bacterias, después de lo cual se adicionaron los
extractos y los cultivos fueron incubados durante 3 horas
més. Al finalizar los ensayos se eliming el medio de las
camaras de cultivo y se lavaron las células con PBS estéril;
a continuacion las células fueron fijadas con metanol
absoluto frio, se agregé Giemsa por 15 minutos y se lavaron
con PBS para eliminar el exceso del colorante. Finalmente,
las células AGS se observaron en un microscopio de campo
claro (Olympus BX44) a un aumento de 40x, se determin6 el
grado de inhibicién de la adherencia (difusa y localizada),
los cambios morfoldgicos celulares, el porcentaje de
células con bacterias adheridas y se fotografiaron los
cultivos. En todos los ensayos se incluyeron células AGS
sin infectar como control de viabilidad, células AGS
infectadas como control de adherencia y controles de los
vehiculos y disolventes usados.

Resultados

Al evaluar la sensibilidad a los antibiéticos cominmente
utilizados para tratar la gastritis por H. pylori, se encontrd
que todas las cepas clinicas seleccionadas fueron poco
sensibles a la claritromicina y la amoxicilina y totalmente
resistentes al metronidazol. En su caso, los valores CMI
obtenidos resultaron altos y oscilaron entre 0,01 y 0,3mg/
mL (TABLA 1).

Sensibilidad de las cepas a los extractos

Los dos extractos aplicados por separado mostraron
capacidad anti-H. pylori desde las primeras horas de
incubacién, impidiendo el crecimiento de los cultivos de
todas las cepas. El extracto de Psidium produjo el 100%
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de inhibicién en los cultivos de las diferentes cepas en
un rango de CMI entre 0,21 y 0,42 mg/mL; por su parte
el extracto de Coptis inhibid 100% de los cultivos en
un rango de 0,42 a 0,83 mg/mL. En forma de mezcla,
las concentraciones requeridas para obtener 100%
de inhibicién disminuyeron notablemente. Asi, en las
proporciones de Psidium respecto a Coptis de 1/35y 1/15
la Concentracién Minima Inhibitoria requerida de Psidium
se redujo a 0,09 pg/mL, mientras que en las proporciones
de Coptisrespecto a Psidiumde 1/50'y 1/6 la CMI obtenida
fue de 0,2ug/mL. Para los dos extractos, utilizados como
mezclas, se logré disminuir la Concentracion Minima
Inhibitoria 2 x 10° veces, es decir, las mezclas ensayadas
demostraron poseer efecto sinérgico, con un valor de
Concentracion Fraccional Inhibitoria (CFl) de 0,0009, muy
por debajo del valor 0,5 establecido como pardmetro
minimo para demostrar sinergia. La potencializacion del
efecto de inhibicién sobre el crecimiento de las cepas
fue muy alta ya que, en la préctica, el valor de la CMI se
redujo de 500 a 1000 veces en comparacion con la de los
extractos por separado (TABLA 2).

Inhibicion de la adherencia

Los patrones de adherencia localizada para la cepa
2011-147 y de adherencia difusa para la cepa 2010-2,
fueron observados segun lo esperado.Todos los extractos
ensayados produjeron en mayor o menor grado inhibicién de
la adherencia de la bacteria H. pyloria las células AGS. Tanto
las mezclas como los extractos por separado disminuyeron
la presencia de las bacterias una vez que se encontraban
adheridas, pero también previnieron la adhesion a las
células durante la inoculacién, como se puede observar en
los ejemplos de la FIGURA 2 y la TABLA 3.

Antibi6tico
Amoxicilina Metronidazol Clindamicina

Cepa de H. pylori mg/mL mg/mL mg/mL
2004-203 0,016 R 0,016
2006-677 0,025 R 0,38
2006-808 0,016 R 0,016
2006-697 0,25 R 0,25
2006-702 0,016 R 0,32
2011-130 0,25 R 0,016

TABLA 1. Prueba de susceptibilidad de las cepas clinicas de Helicobacter pylori a los antibidticos convencionales. Los valores de la tabla
corresponden a la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y se expresan en mg/mL. (R) resistente.

Fuente: www.fitoterapia.net
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Valores de CMI de los extractos y sus mezclas

Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla

P © P1/C35 P1/C15 C1/P50 C1/P6

Cepas H. pylori (mg/mL) (mg/mL) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
2004-203 0,21 0,21 0,09/3,12 0,18/3,.20 0,8/25 4,0/25
2006-702 0,42 0,42 0,09/3,12 0,18/3,20 0,8/25 4,0/25
2006-677 0,42 0,83 0,09/3,12 0,18/3,20 0,8/25 4,0/25
2006-808 0,42 0,83 0,09/3,12 0,18/3,20 0,8/25 4,0/25
2006-697 0,42 0,83 0,09/3,12 0,18/3,20 0,8/25 4,0/25
2011-130 0,21 0,42 0,09/3.12 0,18/3.20 0.8/25 4,0/25
Multiple 0,42 0,83 0,09/3.12 0,18/3.20 0,8/25 4,0/25

TABLA 2. Inhibicion del crecimiento de Helicobacter pylori producida por los extractos de Psidium guajava (P)y Coptis chinensis (C) y cuatro
de sus correspondientes mezclas. Los valores de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se expresan en mg/mL para los extractos solos

y en pg/ml para las mezclas.

o

FIGURA 2. Efectos de los extractos y sus mezclas sobre la adherencia de H. pylori en células AGS a las 6 horas de incubacion. A) Control
celular AGS, B) Control de adherencia, C) Disminucion de la adherencia por el extracto de Psidium; D) Disminucién de la adherencia por el
extracto de Coptis; E) Disminucion de la adherencia por la mezcla P1/C15; F) Disminucion de la adherencia por la mezcla C6/P1. Imdgenes

tomadas a 40 aumentos.

Discusion

Las propiedades antimicrobianas del extracto de hojas de
Psidium guajava sobre una amplia gama de microorganismos
han sido descritas con anterioridad y se atribuyen,
principalmente, a los glicésidos flavonicos (guajaverina,
aviculatina, quercitrina,  3-0-alpha-L-lixopirandsil-morina
y 3-C-alpha-L-arabinosil-morina). La  capacidad del
extracto para evitar la adherencia de algunos microbios

patogénicos como Streptococcus mutans ha sido también
reportada y es particularmente atribuida a la guajaverina.
(1418 A los extractos de raices de Coptis chinensis también
se les reconocen propiedades antiinflamatorias y
antimicrobianas adjudicadas a su contenido en alcaloides
benzofenantridinicos (berberina y coptisina) 19 . La
molécula de berberina que es un catién amfipatico se
acumula en el interior de la bacteria, provocando la

Fuente: www.fitoterapia.net
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Adherencia localizada

Adherencia difusa

Prevencion Inhibicién Prevencién Inhibicién
Extractos y Mezclas (%) (%) (%) (%)
Psidium (P) 60 50 50 65
Coptis (C) 60 55 60 60
P1/C35 80 80 75 70
P1/C15 100 95 100 90
P1/C6 97 90 95 85
C1/P50 96 70 90 80
C1/P6 95 85 93 80

TABLA 3. Efecto de los extractos de Psidiumy Coptis'y sus mezclas sobre la adherencia de Helicobacter pylori en cultivos de células AGS.
Los valores se expresan en porcentaje de inhibicion con relacion a los controles.

formacién de 5°-metoxihidrocarpina (5-MHC), que actda
como un inhibidor de las bombas de eflujo de las bacterias,
lo que explica la accién antimicrobiana de la berberina a
concentraciones muy bajas 2" Resulta particularmente
interesante que la 5-MHC tenga una analogfa estructural
con la quercetina, el principal componente de los glicésidos
flavénicos del extracto de Psidium guajava, la otra matriz
fitoquimica con propiedades antimicrobianas del presente
trabajo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio,
la mezcla de los extractos de hojas de Psidium guajava
y de raices de Coptis chinensis adquieren propiedades
sinérgicas con una intensa actividad anti-Helicobacter
pylori en dosis extremadamente bajas. El estudio del
efecto de la mezcla para: inhibir el crecimiento in vitro
de la bacteria e impedir el proceso de su adherencia a
las células del epitelio gastrico, sugiere la manifestacion
de diversas propiedades. Por una parte, esté una posible
accion sobre las bombas de eflujo de la bacteria y sobre el
mecanismo de comunicacion inter-bacteriana que controla
la expresion génica en las cepas altamente resistentes a
los antibiéticos (Quorum Sensing QS); de hecho, ya ha sido
demostrada la capacidad anti-QS de algunos extractos
de plantas medicinales con reconocidas propiedades
antimicrobianas *?. Por otra parte, el potencial que
demostrd la mezcla para frenar la adherencia de H. pylori
a las células epiteliales del estémago, siendo éste el
mecanismo basico para la formacion de las biopeliculas,
plantea la posibilidad de que la mezcla de extractos aqui
estudiada pueda tener una aplicacién preventiva en el
proceso de colonizacién infecciosa. Estudios ulteriores

ampliardn la comprensién del mecanismo de accion
involucrado por la combinacién de los distintos principios
activos presentes en la mezcla de extractos descrita.

Finalmente, la eficaz sinergia que ofrece la combinacion
de estos dos extractos en concentraciones sumamente
bajas resulta un dato atractivo para el disefio de un
fitomedicamento que pueda ser sometido a una ulterior
evaluacion de su seguridad y eficacia en la clinica de la
gastritis cronica.
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