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RESUMEN

Los estudios que abordan el papel que juegan los microorganismos en el mantenimiento de la salud de los seres humanos han demostrado,
en los ultimos afios, que existe una relacion permanente de coexistencia funcional beneficiosa entre las células de determinados sistemas del
cuerpo humano y los microorganismos del medio ambiente. Las evidencias sobre las funciones que cumplen los ecosistemas que forman los
microorganismos presentes en la piel, el tracto gastrointestinal y los sistemas respiratorio o genitourinario, han dado paso a la actual nueva
explicacidn sobre la relacion vital que existe entre el Genoma Humano y el Microbioma Humano para conservar el equilibrio funcional o
homeostasis requerida en todo individuo sano. La pérdida de ese equilibrio funcional o disbiosis explica las alteraciones del cuerpo humano
que se manifiestan como trastornos infecciosos, inflamatorios, inmunologicos y metabolicos, entre otros muchos padecimientos. Se
describen los estudios realizados sobre un producto natural elaborado con la mezcla de dos extractos de plantas medicinales que habian sido
considerados, tradicionalmente, con una gran actividad ‘antimicrobiana’. El trabajo realizado describe la utilidad de un fitomedicamento
formulado a partir del extracto completo de hojas de Psidium guajava y de raices de Coptis chinensis para el tratamiento de la dispepsia
digestiva, con gastritis cronica y disfunciones intestinales comunes y frecuentes en la poblacion. Mediante estudios preclinicos y clinicos se
comprobd que estos extractos inhiben y evitan la fijacion y proliferacion de las cepas de Helicobacter pylori resistentes a los antibidticos y, al
mismo tiempo, favorecen el aumento y la diversidad de las familias de microorganismos benéficos presentes normalmente en el microbiota
intestinal. Se demuestra que estos extractos de plantas conocidos y utilizados durante siglos por las medicinas tradicionales en diversos
paises juegan un papel importante en la preservacion y el fortalecimiento del equilibrio o balance de las microbiotas, configurando una
nueva categoria de productos medicinales de origen natural denominados Equibidticos.

Palabras claves: Psidium guajava, Coptis chinensis, Equibiotico, disbiosis, gastritis, Helicobacter pylori.

ABSTRACT

Studies that address the role played by microorganisms in maintaining the health of human beings have shown, in the last years, that there
is a permanent relationship of beneficial functional coexistence between the cells of certain systems of the human body and the
microorganisms of the environmental setting. The evidence on the signal interactions of the microbiota ecosystems in the skin, the
gastrointestinal track, and respiratory or genitourinary systems, has given way to explain the vital relationship that exists between the
Human Genome and the Human Microbiome, the set of genes of microorganisms that are signally permanently in the body of every
healthy individual. The loss of functional balance between these systems gives rise to the phenomenon called dysbiosis, which explains the
functional alterations manifest as infectious, inflammations, immunological and metabolic disorders of the human body. The studies
reported describe the products made with mixtures of medicinal plant extracts that have a great synergistic activity inhibiting proliferation of
pathogenic strains and, at the same time, promoting the increase and diversity of beneficial strains present in the microbiota of each person.
These plant extracts known and used for centuries by traditional herbal medicines have an important role in preserving and strengthening
the balance of the microbiota ecosystems, particularly those of the digestive tract system where they are applied. The work carried out
describes the usefulness of a product formulated from complete extracts of Psidium guajava leaves and Coptis chinensis roots in the treatment
of gastric, and intestinal dysfunctions, creating a new category of phytodrugs named Equibiotics.

Keywords: Psidium guajava, Coptis chinensis, Equibiotics, dysbiosis, gastritis, Helicobacter pylori.
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INTRODUCCION

Los recientes estudios en genética microbiana han puesto de manifiesto la existencia de una relacién bioldgica
positiva, permanente e indispensable, entre los microbios del medio ambiente natural y otros seres vivos. Los
primeros estudios realizados sobre los microbios que habitualmente se localizan en algunos de los tejidos del ser
humano partieron de la deteccion temprana de su presencia en el intestino grueso y en las heces fecales, 1o que
abrié paso a la exploracion de su posible participacion en el proceso de la digestion. Estudios subsecuentes
dieron paso al descubrimiento y comprension de la existencia de un muy numeroso conjunto de familias de
microorganismos habitando en las mucosas de todo el tracto digestivo y cuya presencia resultaba indispensable
para su buen funcionamiento. Descubrimiento fundamental, que se dio en el medio de la industria alimentaria y
que contravenia a la idea casi, universalmente aceptada, de que la presencia de microbios en algin lugar del
cuerpo humano solo implicaba el riesgo de haber contraido una enfermedad infecciosa. Esta circunstancia llevo
a los productores de alimentos a inventar el extrafio término de “flora intestinal” para describir la presencia util
de microorganismos en el aparato digestivo y promover la utilizaciéon de ciertos productos, como los
lactobacilos, que benefician el proceso digestivo. (Sebastian Domingo JJ., et al.,2018)

Por otra parte, el conocimiento posteriormente adquirido y los novedosos procedimientos para determinar las
caracteristicas del Genoma Humano, pronto se aplico al estudio genético de ese universo de microorganismos,
detectandose su presencia no solo en el tracto digestivo sino también en el aparato respiratorio, el genitourinario
y en la piel. Estos millones de microorganismos presentes en las regiones del cuerpo que mantienen contacto
con el medio exterior atmosférico, exceden en nimero al de las células de los tejidos donde se alojan y se
encuentran en una relacion que, hasta hace poco, era denominada en la microbiologia cldsica como
‘simbiotica’. Es decir, de mutuo beneficio para los microorganismos y para el tejido ‘huésped’ donde se
encuentran. Actualmente, la interpretacion de tan importante convivencia bioldgica ha evolucionado mucho
mas; habitualmente conviven en un mismo “ecosistema” cerca de 10" microbios junto con 10' células de las
mucosas de las areas de contacto e interaccion. En estos sitios, millones de colonias de muy diversas familias
microbianas se alojan permanentemente estableciendo un sistema de comunicacién molecular con las células
humanas en una interaccién, no solo normal, sino indispensable para el buen funcionamiento del cuerpo
humano en su conjunto. (Sender R, et al. 2016)

Por lo consiguiente, en este novedoso campo de investigacion, se define a un ecosistema como la unidad
funcional compuesta por un conjunto de microbios especificos (microbiota) en interaccidon con un conjunto de
células humanas (tejido epitelial), que comparten un Adbitat (condiciones fisicoquimicas especificas) que garantiza
su mutua interaccion. El comportamiento de los microbios y el de las células esta determinado por su respectivo
contenido genético; por ello, al conjunto genético microbiano detectable en cada individuo se le denomina
Microbioma humano, mientras que el Genoma Humano corresponde al contenido genético de sus células.

La interaccién molecular o ‘comunicacién’ de estos dos grandes sistemas da origen a la nueva interpretacion
que hoy se tiene sobre la Homeostasis o “equilibrio funcional” que caracteriza al cuerpo humano sano. Al
mismo tiempo, se aplica el término Disbiosis al desbalance o desequilibro bioldgico de esta interaccion, para
explicar el origen y causa de multiples disfunciones crdnicas, padecimientos o infecciones que actualmente
estan siendo reinterpretados. (Alarcén P, et al. 2016)

La formacion de microbiotas especificas en cada ser humano se origina a partir de su nacimiento y primera
exposicion del cuerpo al medio atmosférico de su entorno. El Genoma Humano heredado en el recién nacido
entra en inmediata interaccion con la microbiota genitourinaria materna durante el proceso del parto y después,
con el resto del entorno fisico-bioldgico dependiendo de multiples factores como son: el proceso de lactancia y
ulterior alimentacion, el contacto fisico con la madre y otros humanos y animales, las caracteristicas ecologicas
del sitio donde se naci6 y se crece y, posteriormente, depende de multiples factores, los usos y costumbres
alimenticias, el lugar en donde se habita, el tipo y sitio de las actividades cotidianas, el nivel educativo y las
costumbres sociales e higiénicas que se adoptan, etcétera. (Yatsunenko T, et al. 2012)

Cada conjunto de colonias microbianas en el aparato digestivo no solo transforma quimicamente los alimentos
que alli se encuentran, propiciando la adecuada asimilacién de algunos nutrientes tanto para ellas como para las
células humanas, sino que, también, sintetizan compuestos bioactivos (moléculas mensajeras que informan de
procesos, que alertan respuestas inmunologicas frente a variantes patogénicas, activan genes, etc.) y que, una
vez establecida la cadena de sefales, actian a distancia sobre otros 6rganos del cuerpo humano para generar el
estado de equilibrio, producto de la convivencia autorregulada que denominamos: “estar sano”. (Grenham S, et
al. 2011)

Cuando se altera ese equilibrio, las consecuencias sobre el organismo humano son inmediatas. Por ejemplo, en
la boca, la alteracién en el contenido y proporcion de la microbiota local producira alteraciones con trastornos
como son: la halitosis, la inflamacién del tejido, las caries dentales, la periodontitis; en el estdbmago, el
desequilibro generara: gastritis, acidez estomacal, tlceras e inflamacion; en el intestino, la disbiosis provocara:
diarrea, colitis, mala absorcién, inflamacién e infecciones crénicas, etc. Las alteraciones en la microbiota

332



CENI

Rev. CENIC Cienc. Biol.; Vol. 53. (3): 331-340. Afio. 2022. e-ISSN: 2221-2450.

intestinal dardn origen a condiciones disfuncionales actualmente muy comunes, como el sindrome de colon
irritable, la diarrea cronica, el estrefiimiento, la diverticulitis, que, con el tiempo, dan paso a padecimientos mas
complejos como la obesidad, alteraciones del metabolismo y diversos trastornos del sistema nervioso central.
Otro tanto puede decirse de la microbiota respiratoria, de la cutdnea y la genitourinaria y de las consecuencias
que su alteracion o desequilibrio provocan en la generacion de padecimientos comunes; no obstante, se
reconoce que la microbiota del tracto digestivo juega un papel primordial para entender el funcionamiento de
todo el Microbioma Humano.

Por otra parte, el anterior paradigma infeccioso de mantener la salud del cuerpo humano en condiciones casi
asépticas, mediante la aniquilacion sistematica de los microbios patogénicos, utilizando potentes antibioticos y
antisépticos de todo tipo, ha resultado contraproducente. Hoy se observa en todo el mundo la reaparicion de
padecimientos infecciosos que, si bien antes eran controlados con antibidticos, ahora resultan ineficaces debido
a la formacion de cepas microbianas resistentes a estos medicamentos y, también, por el surgimiento de
variantes genéticas de microbios patdgenos antes inexistentes. Pero, ademas, porque también ocurrieron
cambios y excesos en la produccion industrializada de alimentos (carnicos, lacteos, cereales y verduras) al haber
incorporado en su elaboracion el uso de hormonas, antibidticos, antisépticos, antioxidantes y preservativos
quimicos de toda indole. Ello ha provocado importantes cambios en las microbiotas de los animales y los
vegetales, que afectan, a su vez a las poblaciones humanas. Aunado a esto, la contaminacion ambiental
atmosférica, los frecuentes trastornos bioldgicos que se observan por la rapida y masiva transportaciéon humana
y de convivencia temporal en diferentes ecologias y ambitos de la sociedad actual, también han contribuido a la
disbiosis de los colectivos, convirtiéndola en el origen de multiples padecimientos cronicos y alteraciones
funcionales. (Lynch SV, et al. 2016)

Asi, todo parece indicar que, una gran parte de los padecimientos mas comunes de la poblacion actual del
mundo se debe, en gran medida, a la alteracion en la constitucién de las microbiotas. Algunas se manifiestan
como trastornos del metabolismo (diabetes, obesidad, desnutricidén), otras como padecimientos del sistema
nervioso central (insomnio, enfermedad de Alzheimer, demencia, retraso mental, estrés crénico) o como
descontrol del sistema nervioso autébnomo (disritmias respiratoria y cardiaca, asma) o alteraciones del sistema
inmunolégico (inmunodeficiencias, alergias). El equilibrio entre el microbioma y el genoma humano esta
siendo alterado en las poblaciones de todo el mundo.

En las altimas décadas, han surgido opciones que buscan mejorar las condiciones de la microbiota intestinal de
grandes colectivos humanos. Los llamados prebicticos (nutrientes especificos para los microbios del tracto
digestivo) han ido adquiriendo importancia en la produccién de alimentos funcionales que benefician al
organismo gracias a la estimulacion del crecimiento y la actividad de determinadas cepas de bacterias presentes
en el intestino. De igual manera los llamados probidticos, alimentos adicionados con microorganismos vivos que
permanecen activos en el intestino, ejercen importantes efectos sobre la adecuada constitucién de la microbiota
del aparato digestivo. Finalmente, en la constante busqueda de nuevos productos para el tratamiento de
infecciones crénicas provocadas por microorganismos patogenos se ha planteado la necesidad de encontrar
recursos que prevengan o restablezcan el desequilibrio del ecosistema microbiotico.

En el presente trabajo se describe un hallazgo reciente, sobre la utilidad de determinados extractos vegetales
obtenidos de plantas medicinales de ancestral uso por la poblacion, para el manejo de los procesos disbidticos
del aparato digestivo y que, al comprobar su peculiar efecto sobre la microbiota del tracto digestivo, los hemos
denominado Equibidticos, para enfatizar el hecho de que inducen la recuperacion del equilibrio en la microbiota
alterada. (Lozoya X., et al. 2012)

Nuestro grupo ha desarrollado un primer producto denominado Equibidtico-GI (Gastro-Intestinal) para el
tratamiento de la disbiosis del aparato digestivo cuando se manifiesta clinicamente como dispepsia cronica
funcional cuyos sintomas mas comunes son: episodios de acidez estomacal, gastritis, eructos, distension del
estomago, flatulencia, sensacion de plenitud o presiéon abdominal, ndusea y vomito. La disfuncién crénica suele
acompafarse de episodios alternados de estrefiimiento o de diarrea aguda, de colitis por inflamacion
permanente del intestino grueso y formacién de hemorroides. Con frecuencia, en la medicina actual, este estado
de dispepsia suele asociarse a la infeccidon provocada por la presencia de la bacteria Helicobacter pylori,
especialmente de cepas resistentes a los antibidticos usados en el tratamiento convencional. A continuacion, se
describen los estudios realizados que llevaron al desarrollo del Equibiotico-GI para el tratamiento de la
mencionada dispepsia.
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METODOLOGIA y RESULTADOS

El Equibiotico-GI estd compuesto de dos extractos obtenidos de las plantas medicinales Psidium guajava L., y
Coptis chinensis Franch., como una mezcla quimicamente estandarizada en el contenido de algunos de sus
respectivos compuestos activos y formulada farmacéuticamente como una suspension para su administracion
por la via oral.

Tanto el extracto obtenido de las raices de Coptis chinensis como el extracto obtenido de las hojas de Psidium
guajava, son ampliamente conocidos y utilizados, por separado, en diversas partes del mundo para la
elaboracion de fitomedicamentos ttiles en el tratamiento de padecimientos digestivos dado que sus propiedades
farmacologicas han sido calificadas como: antimicrobianas, antinflamatorias, antioxidantes y espasmoliticas,
entre otras. Es extensa la bibliografia cientifica de los ultimos 10 afios para estos dos extractos provenientes de
plantas con amplio uso popular tradicional para combatir molestias digestivas. Los extractos completos, son
considerados seguros y sin efectos toxicos de acuerdo con los diversos estudios toxicoldgicos reportados para
cada uno en la literatura cientifica. (FHM, 2015; WHO, 1999)

Con base en la informacién bibliografica quimica y farmacologica existente sobre ambas plantas se desarrolld la
formulacién como fitomedicamento de aplicacion oral elaborado a base del extracto hidroglicélico de hojas de
Psidium guajava estandarizado quimicamente en su contenido de glicosidos flavonicos (derivados de la
quercetina) y el extracto de raices de Coptis chinensis estandarizado en su contenido de isoquinolinas (derivados
de berberina). Inicialmente, tanto la mezcla de extractos presente en la formulacién como cada uno de los
extractos por separado fueron sometidos a los estudios requeridos para conocer si poseian algiin efecto sobre la
bacteria Helicobater pylori. Se realizaron los estudios que permitieran evaluar el efecto de los extractos elegidos
sobre cultivos in vitro de la bacteria Helicobacter pylori utilizando cepas resistentes a los antibidticos. Para evaluar
las propiedades descritas en la literatura como ‘antimicrobianas’ para los extractos mencionados, se realizaron
cultivos in vitro de H. pylori, en un medio de gelosa/sangre de carnero al 5% y se incubaron a 37°C con 9% de
CO2 en condiciones de alta humedad durante 24 h. Después del periodo de incubacién, se cosecharon los
cultivos y las cepas se re-suspendieron para que continuaran reproduciéndose en tubos Eppendorf con 1 mL de
medio de cultivo F-12 (GIBCO® 11765).

Por otra parte, los extractos de las plantas fueron previamente disueltos en DMSO, centrifugados y filtrados
para obtener su homogeneidad total al ser mezclados con el medio de cultivo Muller Hinton en el que, a
continuacién, fueron sembradas las colonias de H. pylori para medir su proliferacion durante el periodo de
incubacion a 37°C con 9% de CO2 y condiciones controladas de humedad. Se evalud la capacidad de los
extractos vegetales de impedir o inhibir el crecimiento de las colonias al ser agregados al medio en diferentes
dosis. Primeramente, se determind la propiedad inhibidora del crecimiento bacteriano de los extractos de
Psidium (extracto A) y de Coptis (extracto B) cada uno por separado. De cada uno de ellos se probaron diversas
concentraciones de acuerdo con valores descritos en la literatura para productos naturales con aceptable
potencialidad ‘antimicrobiana’ para este tipo de pruebas. A continuacion, se determind la Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) en cada caso, definida ésta como la concentracion mas baja de extracto que inhibid
en 100% el desarrollo de las colonias de H. pylori. La primera lectura se realiz6 a las 48 horas de incubacién y la
segunda se efectud transcurridos los 2 dias que durd cada observacion.

Los resultados mostraron que ambos extractos impedian el crecimiento de todas las cepas de H. pylori en dosis
(CIM) relativamente bajas (0.2 a 0.8 mg/mL). Se procedio, entonces, a la realizacion de la misma prueba con
diversas combinaciones de ambos extractos, a fin de detectar el efecto sinérgico que se esperaba con la mezcla.
Se ensayaron mezclas de A y B en distintas proporciones y los resultados obtenidos mostraron que algunas de
las mezclas de A/B tenian un potente efecto sinérgico inhibidor del crecimiento de las bacterias; su CIM se
redujo de 500 a 1000 veces en comparacidén con las concentraciones requeridas de los extractos aplicados por
separado. En la Tabla I se muestra la capacidad de los extractos y sus mezclas de inhibir el crecimiento de cepas
de H. pylori resistentes a los antibidticos cultivadas in vitro.

334



CENTRO NACI
DE INVESTIGA

CIENTIFICAS Rev. CENIC Cienc. Biol.; Vol. 53. (3): 331-340. Afio. 2022. e-ISSN: 2221-2450.

Tabla 1. Los valores de CIM se expresan en mg/mL y corresponden al 100% de inhibicion del crecimiento de la colonia de
H. pylori. A-extracto de Psidium,; B-extracto de Coptis; A/ B proporcion de la mezcla de A y B. El mejor efecto sinérgico se
ilustra en las columnas B2/ A1 y A5/ B2 por la notable reduccion de la concentracion requerida para lograr el efecto inhibidor

del crecimiento.

H. pylori Extractos Meazclas de extractos

Cepas A B A1/B3 A2/B1 B1/A3 B2/A1 A5/B2
266- 95 0.42 0.83 0.1 0.024 0.1 0.024 0.005
2006-702 0.42 0.42 0.024 0.024 0.1 0.024 0.0008
2006-677 0.42 0.83 0.024 0.2 0.024 0.048 0.0008
2006-808 0.42 0.83 0.048 0.1 0.024 0.048 0.005
2006-697 0.42 0.83 0.1 0.024 0.024 0.024 0.0008
2004-203 0.21 0.21 0.2 0.024 0.024 0.024 0.024
2011-130 0.21 0.42 0.1 0.024 0.048 0.024 0.005

Por ultimo, para estudiar el efecto de los extractos, sus mezclas y del producto-GI sobre el proceso de
adherencia de H. pylori a la mucosa gastrica se cultivaron células de mucosa gastrica humana (AGS)
propagandolas en botellas de 25 cm?2 con medio nutricional F-12 y 10% SFB por 48 h a 37°C con 5% de CO2,
hasta que alcanzaron una confluencia celular de 90%. A continuacién, se colocaron en cdmaras de cultivo
celular de 8 pozos conteniendo células AGS y se incubaron durante 18 h a 37°C/5% CO2. Al iniciar el ensayo
se adicionaron a cada uno de los pozos las cepas de H. pylori en una proporcién de infeccion de 1:100 y a
continuacidn, a los cultivos de AGS infectados se agregaron los extractos A y B y la mezcla sinérgica A5/B2,
con sus respectivos controles. Las camaras con los cultivos celulares se incubaron a 37°C/5% CO2 durante 6 h
para evaluar el efecto sobre la adherencia de las bacterias y el comportamiento celular. En un segundo ensayo,
las cepas de H. pylori se incubaron con las células AGS por un periodo inicial de 3 h para propiciar la total
adherencia de la bacteria y, posteriormente, se agregaron los extractos para conocer su efecto durante las
siguientes 3 h. Se removid la estructura superior de la cdmara de cultivo y las preparaciones se observaron en el
microscopio de campo claro Olympus BX44 a un aumento de 40x para realizar las siguientes determinaciones:
grado de inhibicion de la adherencia (localizada y difusa) de H. pylori a las células AGS, presencia de cambios
morfoldgicos en las células AGS y porcentaje de adherencia a las 6 horas de incubacion. Los resultados finales
se ilustran en la Tabla II.
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Tabla I1. Efecto de los extractos, su mezcla y del fitomedicamento GI sobre la adherencia de H. pylori en células.

Muestras Adhesion loal Adhesion dif usa
Efecto Efecto Ef ecto Ef ecto
preventivo inhibidar preventivo inhibidor

(54 {56} (=€} {56}

Controles 1] 3 o 2
DRSO 2 G 2 G
Extracto & 25 20 15 20
Extracto B 25 20 25 25
Mezcla AS/B2 20 S0 75 20
Fitomedicamento 20 o0 20 =11
aGl.

AGS alas 6 h de incubacion. Los valores se expresan en % de inhibicion (local y difusa) de la adherencia de la
bacteria a las células gastricas respecto de los controles.

Los resultados mostraron que tanto los extractos A y B como la mezcla A5/B2 y su versién como formulacion-
GI redujeron la capacidad de adherencia (localizada y difusa) de H. pylori de manera lineal en conformidad con
la dosis utilizada. La mezcla sinérgica de los extractos mostrd6 mayor eficacia ya que inhibié la adherencia
celular con una dosis mucho menor a las requeridas por los extractos por separado; adicionalmente, el efecto
preventivo de la adherencia de H. pylori fue igualmente intenso. Se confirmé que la formulacion-GI, mostré la
misma capacidad de evitar la adherencia de la bacteria, equiparable a la observada con la mezcla de origen
A5/B2. (Lozoya X, et al. 2015)

En la siguiente etapa, se realizaron los estudios de toxicologia basica para conocer la seguridad del producto
disefiado y proponer su ensayo en la clinica. Los estudios consideraron los requisitos normativamente
establecidos bajo las guias 420 y 474 de la OCDE, tanto de los extractos de origen como de la formulacion
farmacéutica. Mediante estudios de toxicidad aguda y cronica se analizaron: la bioquimica sanguinea y la
variacion del peso corporal de los animales bajo estudio y se realizd la evaluacion post mortem de todos los
animales utilizados, buscando anormalidades macroscopicas y alteraciones histopatologicas en los tejidos. Para
el estudio de genotoxicidad se realizd la prueba de microntcleos en sangre periférica de acuerdo con la
normatividad exigida para tales casos. Los resultados obtenidos tras el analisis e integracion de todos los datos
permitieron concluir que ni los extractos ni el producto farmacéutico desarrollado eran toxicos a ninguna de las
diferentes dosis evaluadas. (Tinoco Méndez M, et al. 2016)

Habiendo sido demostradas tanto la capacidad antiadherente e inhibidora del crecimiento de Helicobacter pylori
de la formulacién-GI in vitro, se procedi6 a la conduccién de un estudio clinico que permitiera demostrar su
utilidad como coadyuvante complementario en el tratamiento de la gastritis provocada por H. pylori. Para tal
fin, se determino el porcentaje de erradicacion de la bacteria en un grupo de pacientes tratado con el triple
esquema convencional estandar de antibidticos, comparandolo con otro grupo de pacientes que recibié ademas
de la misma terapia convencional, la administraciéon por via oral de la formulacién -GI. Se realizé un ensayo
clinico controlado de fase III, en paralelo, de asignacion aleatoria 1:1. Los sujetos de estudio fueron 120
pacientes ambulatorios divididos en dos grupos de 60 personas cada uno. La autorizaciéon y cumplimiento de la
normatividad obligatoria y su ejecucion estuvieron a cargo de las autoridades hospitalarias y de los médicos
participantes en el protocolo.

Los criterios de inclusion fueron: edad de 21 a 65 anos, de ambos géneros, con diagnéstico de gastritis no
ulcerosa definida como dolor constante y molestias abdominales con, al menos, dos meses de antigiiedad y en
quienes se hubiera descartado mediante endoscopia eso6fago—gastro—duodenal la presencia de ulcera péptica,
esofagitis por reflujo o cancer. Los criterios de exclusion fueron: consumo anterior cuatro semanas antes del
estudio de medicamentos que interfirieran con la identificacion de H. pylori; el uso previo de antibidticos,
antagonistas de H2, bismuto, inhibidores de la bomba de protones o antiinflamatorios no esteroideos; alergia a
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alguno de los medicamentos de prueba; cirugia gastrica previa; tratamiento anterior de erradicacion de H. pylori,
insuficiencia renal o hepdatica y cancer géstrico.

Todos los pacientes contaron con diagnostico histoldgico de gastritis cronica, asociada a infeccidn por
Helicobacter pylori demostrada mediante cultivo de la muestra endoscopica, por la prueba de aliento y con IgG-
anti H. pylori positivos. En todos los pacientes incluidos se obtuvo su historia clinica completa donde se
consignaron la ingesta de otros medicamentos, antecedentes de tabaquismo, consumo de alcohol y presencia de
enfermedades adicionales que no condicionaran su ingreso al estudio.

Las maniobras de intervencion fueron: Esquema de Tratamiento A (Convencional): Esquema triple estandar
(10 dias) con Omeprazol 20 mg c/12 hrs., via oral; Claritromicina 500 mg c/12 hrs., via oral; Amoxicilina 1 gr
¢/12 hrs., via oral, durante 10 dias. Esquema de Tratamiento B (Experimental): Mismo esquema triple estandar
de antibioticos y omeprazol, pero ademas con la formulacion denominada Equibidtico-GI (20ml) por via oral
¢/12 horas durante los 10 dias.

Una vez realizado el protocolo, los criterios de eliminacién fueron: dotacion insuficiente de medicamentos
(80% del total prescrito) y/o incumplimiento del tratamiento (menos del 80% del tiempo determinado). Los
resultados obtenidos se ilustran en la tabla III.

Tabla III. Estudio clinico controlado sobre el efecto del Equibiotico-G utilizado como complemento en el tratamiento
convencional de la gastritis cronica por Helicobacter pylori.

Grupo Conformacion Mejoria en Efectos Erradicacion
el cuadro adversos de H.pylori
clinico
(A) Tratamiento n=50 58% 70% 60%
convencional (36f/14m)
51 afos prom.
(B) n=52 85% 20% 60%
Tratamiento (40f/12m)
convencional + 52 afos prom.
Equibiético Gl

Los resultados mostraron que el grupo de pacientes que recibié el Equibiotico-GI como complemento del
tratamiento convencional tuvo una mucho mejor evolucion en comparacion con el grupo control. El parametro
de aceptacion del tratamiento refleja que, en comparacion con el control, el grupo de pacientes que recibid el
equibidtico tuvo menos molestias gastricas y menos efectos adversos (dolor de cabeza, nausea, falta de apetito,
comunes con el tratamiento antibidtico convencional) y un estado general de rapido bienestar y desaparicion de
la sintomatologia. Las pruebas postratamiento para la deteccién de H. pylori permitieron concluir que en
ninguno de los dos grupos se produjo la erradicacién de la bacteria. (Lozoya X., et al.2016)

Finalmente, se procedi6 a realizar una segunda evaluacion clinica de las propiedades del Equibiotico-GI en un
grupo de voluntarios con antecedentes de dispepsia cronica funcional a los que se les estudiaria el contenido y
comportamiento de su microbiota intestinal. Al inicio del estudio se elabord la historia clinica de cada
participante, para conocer los signos y sintomas de la dispepsia y se colectaron las muestras de heces fecales
para determinar el genoma de la microbiota intestinal. Al final del tratamiento se entrevistd nuevamente al
participante para evaluar su condicion clinica y se colectd una segunda muestra de heces fecales para medir los
cambios detectados en la configuracién genética de la microbiota. El Equibiotico-GI se administré a los
participantes como complemento de su alimentacion habitual durante 15 dias (20mL de la suspension, por via
oral una vez al dia).

Las muestras de microbiota fecal que se obtuvieron de cada participante, previas y posteriores al estudio, fueron
procesadas con los métodos establecidos para la obtencién del DNA microbiano amplificacién por PCR y
purificacioén, determinandose dos niveles de identificaciébn de la microbiota intestinal: 1) por familias
microbianas y 2) por géneros microbianos. El ADN bacteriano se extrajo utilizando el kit QlAampDNAt
(QIAGEN, Hilden). Las concentraciones de ADN se midieron usando un espectrofotometro Nano Drop
V3.8.1. Se amplifico la region V3-V4 del gen de ARNr 16S de cada muestra, se realizaron reacciones de PCR,
se mezclaron 50 pl de mezcla maestra compuesta por 13 pl de agua libre de ARNasa / ADNasa y 25 pL de
Platinum Super Mix (Invitrogen, Carlsbad, USA) en tubos individuales. Para la reaccion inicial, se afladieron
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100 ng de ADN a los pocillos de reaccion; a continuacion, se adicionaron los primeros (2 uM) a los tubos
correspondientes.

Se establecieron dos PCR diferentes por separado. Las primeras regiones V3-V4 del gen 16S rRNA se
amplificaron por PCR utilizando un c6digo de barras. Las condiciones fueron: 95°C durante 5 min, seguido de
30 ciclos a 95°C durante 1 min, 45°C durante 1 min, 72°C durante 30 s. Los amplicones se purificaron usando
el QIAquick PCR purification Kit (Qiagen, Valencia, CA), y se cuantificaron utilizando el sistema Qubit
(Invitrogen, USA) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. La segunda PCR consisti6 en el uso de
adaptadores de secuenciacion de Illumina, las condiciones de ciclo fueron 95 ° C durante 5 min, seguido por 5
ciclos a 95 ° C durante 1 min, 50 ° C durante 1 min, 72 ° C durante 1 min. Los productos del PCR se
purificaron utilizando el kit de purificacion de PCR Agencourt AMPure Beads (Beckman Coulter, MA). Los
productos del PCR se cuantificaron utilizando el sistema Qubit (Invitrogen).

La biblioteca de ADN microbiano fue secuenciada mediante la plataforma Illumina Miseq. Las lecturas directa
e inversa de la secuenciacién de pares de datos se fusionaron utilizando el comando fastg-join de QIIME
(Cuantitativa Insights Into Microbial Ecology, version 1.9.1). Los archivos fastq fueron filtrados por calidad
(puntuacion q = 20) y fueron demultiplexados. Se implement6 el algoritmo UCHIME para detectar y eliminar
con seguridad las secuencias quiméricas y luego se definieron las unidades taxondémicas operativas (OTU) con
una identidad de secuencia igual a mas del 97% utilizando una herramienta UCLUST/QIIME. Las secuencias
representativas se asignaron taxondmicamente de acuerdo con la base de datos Greengenes.

El estudio arrojé los siguientes resultados: Aumento de la diversidad microbiana después del consumo del
Equibiotico-GI. La secuencia de la region V3-V4 del gen de rRNA 16S produjo un total de 3.058.603
secuencias, (media = 101.953 y mediana = 102.100) por muestra. Para el andlisis comparativo, los nimeros de
secuencia se normalizaron a 102100 secuencias. El indice Chaol se utiliz6 para determinar el efecto BMI sobre
la diversidad alfa de la microbiota intestinal. En todos los casos, se detectaron mas especies microbianas
después del consumo del equibidtico (779 especies) en comparacion con la condicion anterior (468 especies). La
riqueza microbiana aument6 notablemente. (Chaolbefore = 1139 £ 199 vs Chaolafter = 1882 + 366). Fueron
detectados un total de trece phylum; sin embargo, los predominantes fueron Firmicutes y Bacteroidetes seguidos de
Proteobacteria, Verrucomicrobia 'y Tenericutes que fueron menos abundantes. A nivel de filo, Firmicutes mostré la
mayor abundancia y Bacteroidetes mostr6 la menor abundancia antes del consumo del equibiotico (46% y 45%
respectivamente). Después del consumo del equibidtico se observod disminucién de la abundancia de Firmicutes
(36%) y aumento de Bacteroidetes (54%). La proporcion de Firmicutes: Bacteroidetes (F / B) fue mayor antes del
tratamiento (1.1 + 0.3) y después disminuy6 (0.62 + 0.37). Para determinar si los taxones en diferentes niveles
taxondémicos habian sido enriquecidos o agotados en grupos, se utilizé el algoritmo LEfSe, que identifica sus
caracteristicas genomicas. Rikenellaceae y Alistipes fueron claramente enriquecidos después del consumo del
equibidtico (LDA puntuacion => 2). El analisis realizado revela diferencias significativas respecto a la relacion
de la microbiota con el enriquecimiento de taxones vinculados al metabolismo de la galactosa, el almidon y la
sacarosa, y a la degradacion de otros glicanos vinculados al sistema de secrecion bacteriana.

Por otra parte, la valoracion clinica efectuada permitié constatar en todos los participantes los cambios
observados en la sintomatologia: disminucion drastica de la inflamacion intestinal, del dolor abdominal y una
reduccién inmediata de los sintomas de gastritis y colitis, desaparicion de la ndusea y de la flatulencia, aumento
del apetito y de la calidad del suefio. La mejoria experimentada por todos los participantes con el uso del
Equibiotico-GI, se correspondi6 con los cambios observados en su microbiota intestinal como consecuencia de
la proliferacion de familias positivas en el ecosistema, junto con un significativo aumento en su diversidad de
especies. En todos los casos, estos cambios se correspondieron con la recuperacion e incremento de los géneros
microbianos vinculados a la reduccion de la gastritis, de la inflamacion intestinal y que se corresponden con los
géneros relacionados a las respuestas inmunoldgicas positivas del ecosistema contra eventuales patdgenos.
(Palacios-Gonzalez B, et al.2019)
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CONCLUSIONES

Ninguno de los participantes con dispepsia crénica y sus complicaciones que utilizo el Equibiético-GI presentd
efectos indeseables o trastornos en su funcion digestiva. Por el contrario, frente a la evidente mejoria
experimentada, existio interés en mejorar el disefio del producto, ofreciéndonos propuestas y comentarios muy
utiles sobre el sabor y accesibilidad al producto. Desde el punto de vista sobre su efecto sobre el microbioma, la
opinién de los especialistas enfatiza el significativo aumento detectado o proliferacion de las familias
microbianas consideradas ‘positivas’ de la microbiota intestinal junto con la induccion de respuestas
inmunoldgicas locales que reducen significativamente la poblacion de colonias de posibles patdgenos. Se
comprobd, por primera vez, que la combinacion de extractos vegetales que conforman un producto natural que
incide sobre la organizacion y funcionamiento de la microbiota, propiciando la recuperaciéon normal de su
contenido y distribucién, podia ser denominado ‘Equibiotico’.
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