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Resumen

El cancer gastrico representa una de las principales causas de mortalidad por
cancer a nivel mundial, y se estima que aproximadamente el 95 % de los casos
estan estrechamente vinculados con una infeccidn crénica por Helicobacter pylori
(H. pylori), una bacteria Gram negativa que coloniza la mucosa gastrica. A pesar de
que los tratamientos convencionales incluyen una combinacién de antibidticos,
agentes antimicrobianos e inhibidores de la bomba de protones, la creciente
resistencia bacteriana a estos farmacos ha disminuido significativamente su eficacia
terapéutica, generando la necesidad urgente de explorar alternativas naturales con

potencial terapéutico.

En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo principal evaluar la
actividad antimicrobiana y anticancerigena de diversos extractos de Hibiscus
sabdariffa (acetonico, acuoso, etandlico, metandlico y acido hibiscus puro),
mediante ensayos in vitro sobre cepas de H. pylori y células cancerosas gastricas
AGS, asi como proponer un modelo experimental in vivo que permita validar su
efectividad en un modelo murino de meriones unguiculatus linea Hsd: MON,

machos.

Para el analisis in vitro, se utilizaron las cepas bacterianas H. pylori ATCC 700392
y ATCC 43504. Se llevaron a cabo pruebas de crecimiento bacteriano y difusion en
agar mediante la técnica de pozos. Ademas, se evaluo la actividad uredasica a través
de la hidrdlisis de urea, empleando rojo de fenol como indicador, en distintos valores
de pH (2, 3, 4, 5y 7.4). Los extractos se probaron a diferentes concentraciones,
partiendo de una solucién inicial de 100 mg/mL, de la cual se realizaron diluciones
seriadas 1:100, 1:1000 y 1:10,000.

Por otro lado, la actividad anticancerigena se evalué en la linea celular AGS
mediante el ensayo colorimétrico MTT, que permite estimar la viabilidad y
proliferacion celular en funcion de la actividad metabdlica residual tras la exposicion

a los extractos en distintas concentraciones.

10



Complementariamente, se diseiid un modelo in vivo en jerbos de Mongolia, los
cuales fueron infectados de forma experimental durante siete dias consecutivos con
una suspension oral de la cepa ATCC 43504. La colonizacion gastrica fue
confirmada mediante la prueba rapida de ureasa (PRU), y se implementé un
trasplante de microbiota para incrementar la virulencia bacteriana, replicando

condiciones mas cercanas a la infeccidn en humanos.

Los resultados obtenidos revelaron que el extracto acetonico de H. sabdariffa
exhibié una actividad antimicrobiana significativa contra H. pylori, evidenciada por
la inhibicion significativa de la actividad ureasica, especialmente en concentraciones
elevadas. En paralelo, el acido hibiscus puro mostré una destacada actividad
citotoxica sobre las células AGS, reduciendo su viabilidad de manera similar a
agentes que inducen apoptosis, o que refuerza su potencial como compuesto

anticancerigeno natural.

En conclusion, los extractos de Hibiscus sabdariffa, particularmente el acetonico y
el acido hibiscus puro, emergen como prometedores candidatos para el desarrollo
de terapias alternativas en el tratamiento de infecciones por H. pylori y en la
prevencion o tratamiento complementario del cancer gastrico. No obstante, es
imprescindible continuar con estudios preclinicos y clinicos para validar su eficacia,
determinar su perfil toxicoldgico y establecer protocolos adecuados para su posible

aplicacion terapéutica en humanos.
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1. Introduccion

1.1La infeccidén por H. pylori como precursor de lesiones premalignas a
cancer gastrico

Helicobacter pylori (H. pylori) es un microorganismo Gram negativo con forma
de hélice, de entre 0.5-1 ym de ancho, y 2-4 ym de largo. Es microaerofilico,
flagelado y tiene afinidad por la regién pildrica del estomago'2. El riesgo de
infeccidn varia dependiendo del nivel socioecondmico del pais; se estima que en
Latinoamérica la infeccion puede alcanzar hasta el 70 %2 de la poblacion, mientras

que a nivel mundial la prevalencia alcanza aproximadamente el 50 % “.

La infeccion con H. pylori suele adquirirse durante la infancia, principalmente por
vias fecal-oral u oral-oral®, y puede persistir hasta la adultez, siendo asintomatica y
sin requerir tratamiento antibiotico, integrandose a la microbiota gastrica*. Aunque
las vias de transmision no estan completamente esclarecidas, se presume que
pueden ser de persona a persona, ya sea con miembros de la misma familia, o en

la calle por contaminacion ambiental®.

Se ha documentado transmision oral-oral por medio de saliva de una persona
infectada, asi como por consumo de alimentos o agua contaminada, especialmente
en contextos con condiciones sanitarias deficientes, falta de acceso a agua potable

o mal manejo de alimentos®.

En términos generales, el primer paso para la colonizaciéon por H. pylori es la
neutralizacion del ambiente acido del estbmago®, mediante la expresion de ureasa,
enzima que convierte la urea en amoniaco: esto eleva el pH local y permite la
supervivencia bacteriana en un entorno altamente acido’. Posteriormente, H. pylori
migra al epitelio gastrico del hospedero y se une a las adhesinas babA y sabA®.
Aunque la infeccién con H. pylori es mayormente asintomatica, sin embargo, su
prevalencia de infeccion e incidencia de desarrollar un cancer gastrico a nivel
mundial, ha disminuido de un 52.6% a un 43.9% Unicamente en adultos®, la bacteria
ha sido identificada como un factor de riesgo significativo para el desarrollo de
cancer gastrico®, siendo clasificada como un carcindgeno del grupo | para el

estomago’.
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La gastritis cronica inducida por H. pylori esta asociada con la infiltracion de células
inflamatorias, principalmente linfocitos, y células plasmaticas que se acumulan en
altas concentraciones en la mucosa gastrica'’. Esta respuesta se intensifica por la
accion de factores de virulencia secretados por H. pylori’. Esta forma de gastritis se
considera una condicion premaligna, ya que la inflamacion persistente, junto con
factores oncogénicos bacterianos, puede favorecer la progresion hacia el cancer
gastrico2.

El mecanismo mediante el cual H. pyloriinduce cancer gastrico ha sido ampliamente
debatido, pero actualmente se han identificado tres rutas principales:

1. La accion de dos factores de virulencia clave:

e La citotoxina vacuolizante A (VacA), que induce vacuolas intracelulares,
afecta el metabolismo, promueve apoptosis, el estrés mitocondrial, la
despolarizacion de la membrana, la autofagia e inhibe células T'3.

e La proteina CagA (citotoxina asociada al antigeno A), considerada
oncogeénica, altera los procesos de adhesion, polaridad y migracion celular,

asi como la diferenciacion 415,

2 La activacion andmala de la via del factor nuclear kappaB (NF«xB) que regula
positivamente la respuesta inmunolégica inflamatoria de tipo Th1 ante
patégenos’+16.

3 La metilacién anémala del ADN inducida por inflamacién crénica, que puede
inactivar genes supresores de tumores y aumentar la susceptibilidad al cancer

gastrico™ 1.

En conjunto, estos mecanismos evidencian la capacidad de H. pylori para inducir
una amplia gama de respuestas celulares: inflamacion persistente, disrupcion de la
sefializacion intracelular y, en contextos crénicos, aparicion de neoplasias gastricas®

(Figura 1).
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Figura 1. Progresion de los mecanismos moleculares de infeccion de H. pylori. 1)Factores de virulencia, 2) Error

de activacion, 3) Inflamacion crénica.
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Las ulceras pépticas pueden aparecer en caso de que el paciente infectado con H.
pylori no reciba el tratamiento correcto para gastritis crénica, o bien, si esta expuesto
a diferentes factores de riesgo, por ejemplo, tabaquismo, predisposicion genética a
inflamacion crénica, y/o abuso de la ingesta de antibidticos®.

El desarrollo de las ulceras pépticas ocurre a partir de la inhibicién de “células D”
(también conocidas como células delta pancreaticas secretoras de somatostatina),
ubicadas puntualmente en la porcién antral de la mucosa gastrica. Estas células
estan directamente involucradas en la produccion de gastrina, hormona que
controla la secrecion acida del estbmago '92°. Consecuentemente, la alteracion de
este control puede aparecer la gastritis atréfica crénica, una condicion premaligna
caracterizada por la pérdida de glandulas gastricas en la porcion antral, lo que
conlleva a metaplasia gastrica intestinal®', una lesion precursora del cancer gastrico
en donde el epitelio glandular es reemplazado por epitelio intestinal, y su morfologia

es similar a la de los enterocitos??.

El cancer gastrico es el quinto tipo de neoplasia mas comin? y la segunda causa
de muerte por cancer a nivel mundial®*. Es una enfermedad que suele ser
asintomatica en estadios tempranos, y generalmente se diagnostica cuando ya esta
en una etapa avanzada?*. Algunos de los sintomas incluyen indigestion, acidez y
malestar estomacal, pérdida de apetito, vomito, diarrea o constipacion, y pérdida de

peso?.

Diferentes estudios sefalan que el cancer gastrico es multifactorial, involucrando, la
respuesta del huésped a patégenos oportunistas, la virulencia bacteriana y factores
dietético?3. Puntualmente, H. pylori tiene la capacidad de modificar el microambiente
y afectar la homeostasis microbiana, incrementando la susceptibilidad a ulcera

péptica y cancer gastrico*.
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La microbiota intestinal también ha sido objeto de estudio en el contexto de la
infeccion con H. pylori. Se ha observado que, en pacientes no infectados, la
microbiota se compone principalmente de Proteobacterias, Firmicutes,
Actinobacterias, Bacteroidetes, y Fusobacterias, tanto en adultos como en nifios.

Ademas, presenta una mayor diversidad de bacterias en comparacion a la
microbiota de pacientes infectados, donde predominan Spiroquetes, Protobacterias
y Acidobacterias®®. Diversos estudios coinciden en que la importancia de la
microbiota radica en sus funciones esenciales para el organismo, tales como la
absorcion de nutrientes, el metabolismo energético, y la defensa ante
patdgenos?’?8. La colonizacion de H. pylori altera este equilibrio, generando
disbiosis y un dafio en la barrera mucosa, lo que contribuye a aumentar las

respuestas inflamatorias®.

Los tratamientos utilizados para contrarrestar la infeccion y el dafio gastrico
ocasionado por H. pylori consisten, en primera instancia, en esquemas de
antibiéticos conocidos como terapia triple o cuadruple, que combinan claritromicina,
metronidazol, y amoxicilina, pudiendo ser suplementados con levofloxacino?®. Otros
tratamientos incluyen la terapia secuencial, concomitante, terapia hibrida, altas

dosis de amoxicilina, uso de vonoprazan y probidticos °.

Sin embargo, la eficacia de estos tratamientos se ha visto comprometida por la
creciente resistencia de H. pylori a los antibidticos, lo que ha motivado a la
Organizacion Mundial de la Salud a incluirla en la lista de prioridad para
investigacion y desarrollo de nuevos tratamientos, dada su relevancia como
problema de salud publica 2%%°. Ante este panorama, se han explorado terapias
preventivas y alternativas. Por ejemplo, los probioticos, definidos como
microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas, confieren

beneficios a la salud, y que han sido propuestos como una de estas alternativas?®'.

Las cepas mas utilizadas incluyen Bifidobacterium spp, Enterococcus spp,
Lactobacillus spp, Saccharomyces bourlardii spp, y Escherichia coli®', estas
bacterias pueden modular la respuestas inmune del huésped®. Por ejemplo, L.
salivarius, L. gasseri, L. casei Shirota, L. Johnsonni La1, L. rhamnosus GG y
Saccharomyces boulardii han demostrado reducir la inflamacién inducida por H.
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pylori, y su uso combinado con antibidticos puede potenciar la eficacia del
tratamiento 3334, No obstante, algunos estudios advierten que, a pesar de sus
beneficios, los probidticos podrian alterar la microbiota en concentraciones
elevadas, y se han reportado efectos adversos ante su uso como bacteriemia,

sepsis, fungemia, endocarditis, ndusea, y neumonia, entre otros®.

Uno de los recursos que estan siendo explotados para la emergencia de tratamiento
ante cepas resistentes a antibidticos son las plantas®®. La mayoria de las plantas
contienen compuestos bioactivos con metabolitos que actuan como fitoquimicos
terapéuticos, farmacéuticos y nutracéuticos para los seres humanos®. Se han
explorado diferentes plantas utilizadas como medicina tradicional para desérdenes
gastrointestinales y heridas, entre los cuales se mencionan extractos con actividad
preventiva contra H. pylori, como Cleistocalyx operculatus (una especie de arbol
originaria de Asia y Australia®®, capsaicina®®, y el uso potencial como agente
quimioterapéutico de Hibiscus sabdariffa Linne (H. sabdariffa)*°.

1.2 Propiedades de los extractos de H. sabdariffa como potenciales
tratamientos alternativos a la infeccion con H. pylori.

H. sabdariffa cominmente conocida como flor de jamaica*', o “roselle plant” en
inglés*?, es una planta medicinal cultivada en América Central y que pertenece a la
familia Malvaceae*?, en donde también se encuentra la planta de algodon**. En
México, los estados con mayor produccién, en donde se cultiva un 85% de la
jamaica a nivel nacional son en los estados de Guerrero y Oaxaca®®. Actualmente
se utiliza H. sabdariffa para diferentes aplicaciones, comercialmente resalta la
importancia de la extraccién preparada por decoccion e infusion del caliz que es
usado para la produccion de bebidas, como té, mermeladas, jugos y jarabe*346. En
el sector médico, las calices secos, las semillas y las hojas se utilizan para medicina
herbal o bebidas fermentadas, para utilizarla por sus propiedades diuréticas,
analgésicas, antitusivas, antihipertensivas, antimicrobianas, inmunomodulatorias,
hepatoprotectivas, antioxidantes y anticancerigenas 4%4346 y en el sector industrial
se ha hecho mencion de la jamaica utilizada como colorante natural, y el extracto

de acuoso de las hojas tienen aplicaciones biomédicas y cosmecelticas 4347
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La preparaciéon de los extractos de H. sabdariffa comienza a partir de los
componentes secos de la planta. Comunmente, los calices y las flores son las mas
usadas para extraer los compuestos, aunque, las hojas o la planta completa también
han sido utilizadas (Tabla 1). Posteriormente, se prepara una mezcla con los
componentes secos de H. sabdariffa con un solvente, el cual, puede ser agua,
metanol, acetona, etil acetato o hexano. El proceso de extraccién consiste en la
maceracion de las partes secas de la planta en los solventes mencionado, siendo
estos los mas usados. Sin embargo, al utilizar agua, la mezcla debe pasar por un
proceso de ebullicion, dado que la temperatura juega un rol importante al momento

de la extraccién de los compuestos bioactivos.

Tabla 1. Revision bibliografica de los extractos de H. sabdariffa.

Parte de la planta Solvente Tipo de extraccion | Referencia
metanol
etil acetato .,
maceracion
acetona 48
hexano
agua ebullicién
Flor metanol acidificado maceracion 49
etil acetato
etanol maceracion 50
n-hexano
etanol maceracion 5
agua ebullicién
Caliz
etanol maceracion 52
agua ebullicién 53
Caliz y hojas metanol maceracion 54
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Numerosos estudios preliminares han documentado la obtencion y caracterizacion
de extractos de los calices de Hibiscus sabdariffa mediante técnicas como la
maceracion y la ebullicion, utilizando distintos solventes: agua, acetona, etanol y
metanol 4950555657  Estas técnicas permiten la extraccion de una variedad de
compuestos bioactivos, entre los cuales destacan los flavonoides, antocianinas,
acidos organicos y compuestos fendlicos, todos con propiedades funcionales
relevantes en el ambito nutracéutico y farmacéutico. No obstante, la obtencién de
acido hibiscus en su forma pura se logra principalmente a través de la extraccion

con metanol, debido a su mayor eficiencia para aislar este compuesto.

La seleccion del solvente es una variable critica en la efectividad del proceso de
extraccion, ya que determina el perfil fitoquimico del extracto resultante. El agua,
por ejemplo, es ampliamente usada por su accesibilidad y seguridad, siendo capaz
de extraer compuestos hidrosolubles como antocianinas, acidos organicos y ciertos
flavonoides. Las infusiones de calices secos, una practica comun en la medicina
tradicional, han demostrado una actividad antioxidante significativa atribuida a la
presencia de delphinidina y cianidina, dos antocianinas predominantes en la planta.
Sin embargo, su capacidad para extraer compuestos menos polares es limitada, lo
que reduce su potencial en aplicaciones que requieren la totalidad del espectro

fitoquimico.

Por otro lado, los extractos acetonicos han demostrado una mayor eficacia en la
extraccion de flavonoides menos polares y polifenoles, que estan relacionados con
actividades antimicrobianas y citotoxicas. Aunque este tipo de solvente no es apto
para consumo humano, es de gran utilidad en estudios bioquimicos vy
farmacoldgicos, donde se busca una mayor concentracion de compuestos con
potencial terapéutico. La naturaleza semipolar de la acetona permite acceder a
componentes que otros disolventes mas polares, como el agua, no logran extraer

eficazmente®8.

El etanol, por su parte, representa una opcion intermedia y segura para aplicaciones
nutracéuticas. Es capaz de extraer una amplia gama de compuestos bioactivos,
incluyendo antocianinas, taninos, flavonoides y &acidos fenodlicos. Ademas, su

compatibilidad con formulaciones alimenticias lo convierte en un solvente ideal para
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el desarrollo de suplementos funcionales. Investigaciones recientes han
demostrado que los extractos etandlicos de Hibiscus sabdariffa presentan efectos
antihipertensivos, hipolipemiantes y antioxidantes, los cuales han sido validados en

modelos animales y humanos3%°,

En lo que respecta al metanol, su alta polaridad lo convierte en el solvente mas
eficiente para la extraccion de una gama mas amplia de compuestos fendlicos,
incluidos los responsables del color y la actividad antioxidante. Sin embargo, su uso
esta restringido al ambito experimental debido a su toxicidad. Aun asi, su papel en
la identificacion y purificacion de componentes especificos como el acido hibiscus
es fundamental®. El &cido hibiscus, un compuesto organico presente en los calices,
ha sido objeto de interés por su posible actividad antimutagénica y hepatoprotectora.
Su extraccion con metanol permite una mayor pureza y concentracion, facilitando
su caracterizacion mediante técnicas analiticas como cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC), espectroscopia UV-Vis y espectrometria de masas®”.

Recientemente, también se han utilizado solventes acidificados, como soluciones
diluidas de acido clorhidrico o acido citrico, para estabilizar compuestos sensibles
como las antocianinas durante la extraccion*s. Esta estrategia no solo preserva la
integridad de los compuestos extraidos, sino que también potencia su actividad
antioxidante, lo que resulta particularmente util en formulaciones cosméticas o

nutracéuticas donde la estabilidad del color y la funcionalidad son esenciales.

A nivel comparativo, los extractos acuosos son los mas seguros y tradicionales, pero
con alcance limitado en términos de diversidad de compuestos®2. Los extractos
acetonicos y metanolicos son potentes en términos de rendimiento fitoquimico,
aunque limitados por sus restricciones toxicologicas. Los extractos etandlicos
representan un equilibrio adecuado entre seguridad y eficiencia, siendo los mas
utilizados en investigaciones aplicadas a la salud humana. Finalmente, los extractos
acidificados representan una innovacion reciente para mejorar la calidad y

estabilidad de compuestos clave como las antocianinas (Tabla 2).
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En términos de aplicaciones, los diferentes extractos de Hibiscus sabdariffa tienen
usos diversificados. Los extractos acuosos y etandlicos se emplean en la
formulacion de bebidas funcionales, capsulas nutracéuticas y cosméticos
naturales®®. Los extractos metandlicos y acetdnicos, por su parte, se utilizan
principalmente con fines investigativos, especialmente en estudios de farmacologia
experimental, identificacion de nuevos bioactivos y ensayos de citotoxicidad. El
acido hibiscus, en particular, es una molécula con potencial como biomarcador
antioxidante y como principio activo en terapias orientadas a modular el estrés

oxidativo celular®.

Cabe destacar que la estandarizacion de los métodos de extraccion y la
caracterizacion quimica de los extractos son esenciales para garantizar la
reproducibilidad y eficacia de los productos derivados. Esto implica no solo controlar
las variables del proceso (temperatura, tiempo, proporcidn de solvente, pH), sino
también aplicar técnicas analiticas que permitan cuantificar los principales

metabolitos secundarios presentes.
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Tabla 2 Tabla comparativa de los diferentes extractos de H. sabdariffa

Tabla comparativa de extractos de Hibiscus sabdariffa

Tipo de | Solvente | Composicidon | Ventajas Actividad Limitaciones Aplicaciones | Bibliografia
Extracto | Utilizado Principal Bioldgica Comunes
Destacada
Acuoso Agua Antocianinas, | No téxico, | Antioxidante, Baja extraccion de Bebidas, 65,66
flavonoides facil de antihipertensivo, | compuestos lipofilicos infusiones,
hidrosolubles, | preparar, diurético suplementos
acidos apto para naturales
consumo
Acetonico | Acetona | Polifenoles, Alta Antioxidante, Solvente téxico, no apto para | Estudios 59
flavonoides eficiencia antimicrobiano, | consumo directo biomédicos y
menos para potencial farmacoldgicos
polares compuestos | anticancerigeno
no polares
Etandlico | Etanol Flavonoides, | Solvente Antioxidante, Requiere Nutraceuticos, |°’
(70— taninos, apto para antiinflamatorio, | concentracion/deshidratacion | farmacéuticos
95%) antocianinas, | humanos, antimicrobiano
acidos alta
eficiencia
de
extraccion
Metandlico | Metanol | Fenoles Muy eficaz | Alta actividad Toxico, solo uso Investigaciény | &7
totales, en antioxidante (in | experimental analisis
flavonoides extraccion | vitro) fitoquimico
de
compuestos
bioactivos

22




Acido

Solucion
acida (ej.
HCI)

Antocianinas
estabilizadas

Mejora
estabilidad
del colory
potencia
antioxidante

Antioxidante,

estabilizador de

color,

antimutagénico

Puede alterar otros
compuestos; requiere ajuste
de pH

Cosmética,
alimentos
funcionales,
colorantes

68

23




H. sabdariffa es considerada un alimento con alto contenido nutricional y funcional,
debido a los componentes bioactivos que la conforman®®. Estos compuestos varian
dependiendo del tipo de extracto y parte de la planta utilizada: el caliz, flor, hojas o
planta entera %6. Los extractos de cdliz han sido ampliamente estudiados por su
potencial terapéutico en el tratamiento de hipertension, disfunciéon hepatica y
diabetes*8; los extractos se destacan por su elevado contenido en antocianinas
(compuestos con alta estabilidad, glicosilacion y acilacion) que exhiben actividad
quimioprotectora’®, mientras que los extractos de las hojas contienen antioxidantes

capaces de neutralizar radicales libres y atenuar r el proceso de oxidacion celular®.

El color rojo intenso caracteristico de H. sabdariffa se atribuye a su elevada
concentracion de antocianinas una subclase de compuestos fendlicos’®. En los
calices predominan la delfinidina-3-sambubiosido y la cianidina-3-sambubiosido,
ambos potentes antioxidantes hidrofilicos cuya estabilidad depende del pH,
temperatura, luz, estructura quimica y presencia de otros compuestos. Entre sus
efectos bioactivos destacan las propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas,
anticancerigenas, hepatoprotectoras y antioxidantes .

Diversos estudios han evaluado la capacidad antioxidante de los extractos de H.
sabdariffa. Subhaswaraj et al, (2017) identificaron cuatro fitoquimicos antioxidantes
en extractos etanolicos de hojas de jamaica: alfa tocoferol (Vitamina E), el éster
etilico del acido hexadecanoico (Etil palmitato), 3,7,11,15-tetramethyl-2-hecadecen-
1-ol (fitol), y 9,15 — &cido octadecadienoico, y el metil ester (Metil linolenato)’?. Por
su parte, Salazar et al, (2012) reportaron, mediante extraccion liquida de caliz seco,
la actividad antioxidante de antocianinas como delfinidina-3-0-sambubiosido, la
delfinidina-3-O-glucosido y la cianidina-3-O-sambubiosido, proponiendo su uso +
como colorantes de extracto natural y concentrado antioxidante®’. Cabe sefalar
gue la concentracion de estos compuestos varia con la parte de la planta utilizada
(caliz, semilla, hoja o tallo), siendo los extractos acuosos y metandlicos del caliz los
que presentan mayor actividad antioxidante total 6.



Entre los compuestos mayoritarios de H. sabdariffa destacan las antocianinas:
cianidina 3-rutindsido’®, delfinidina-3-sumbubiosido’® 74, delfinidina-3-glucosido’®74,
cianidina 3-sambubiosido’®, y cianidina 3-glucosido®®7%74. En cuanto a los
compuestos fenolicos, se han identificado miricetina’®7®, la quercetina’’, y sus
derivados como la miricetina-arabinosida, y la quercetina-sambubiosida’®. Ademas,
se han encontrado acidos organicos como el acido oxalico, malico, shikimico,
fumarico, malico, acido hibiscus; y, entre los tocoferoles, predominan las formas alfa
y beta*?® (Figura 2).
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Figura 2. Compuestos predominantes encontrados en diferentes extractos de H. sabdariffa. Los grupos
mayoritarios incluyen: antocianinas, compuestos fendlicos, acidos organicos y tocoferoles. (Las estructuras
fueron realizadas con Chemdraw version 23.1.1
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Diferentes extractos de H. sabdariffa se han evaluado para conocer su efecto
antimicrobiano, y ha sido comparados con farmacos derivados de la penicilina. Tal
es el caso de los extractos de metanol de las calices en donde se ha observado que
tienen un potencial antibacteriano mas efectivo que la gentamicina. En cuanto al
extracto de etanol, se ha utilizado un liofilizado de H. sabdariffa, en donde se
demostrd su actividad antimicrobiana con total inhibicidn de Staphylococcus aureus
e inhibicion parcial de Escherichia coli, Bacillus cereus, y Listeria monocytogenes,

entre otros®?.

Portillo-Torres et al., (2019) investigaron el acido hibiscus y sus fracciones
cromatograficas provenientes de los calices de H. sabdariffa, encontrando actividad
antimicrobiana significativa frente a cepas patogenas multirresistentes ©4.
Gutiérrez-Alcantara et al., (2016) evaluaron extractos acuosos, metandlicos,
acetonicos y etil-acetato de calices de jamaica sobre Salmonella resistente en
zanahorias crudas. Los extractos de H. sabdariffa mostraron una reduccion de
Salmonella mayor que el hipoclorito, acido acético y plata coloidal. Resulta
destacable su aplicacién como biocida alimentario en frutas y hortalizas, ofreciendo
una alternativa natural con eficacia superior a desinfectantes convencionales 2.
Cortés-Lopez et al., (2021) exploraron in vivo el efecto antivirulencia del acido
hibiscus aislado en infecciones por Pseudomonas aeruginosa en ratones. Se
demostré una inhibicion del quorum sensing y disminucién de la virulencia
bacteriana, este enfoque representa una estrategia innovadora: no matar la

bacteria, sino reducir su virulencia, lo que podria retardar la aparicion de resistencias
82

A partir de estos hallazgos, se ha propuesto el uso de H. sabdariffa como aditivo en
alimentos para evitar patégenos que pueden colonizar productos alimentarios que
se consumen de manera rutinaria®®. Asimismo, existe un estudio en el que se
comparo el efecto antimicrobiano de los extractos acuoso, metandlico, etandlico,
acetonico y etil acetato de H. sabdariffa vs. seis tipos de enjuagues bucales y
clorhexidina en Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Capnocytophaga

27



gingivalis, y Staphylococcus aureus, en donde se obtuvo como resultado la eficacia
de los extractos en todas las cepas mencionadas *°.

El efecto antimicrobiano de H. sabdariffa ha sido poco estudiado. Se ha evaluado la
actividad del acido protocatequico sobre H. pylori, y el extracto de caliz acuoso
proveniente de H. sabdariffa, en donde se ha reportado susceptibilidad inhibitoria in
vitro de H. pylori resistente a claritromicina, y metronidazol®. Castillo-Juarez et al,
(2009) reportaron el efecto in vitro de 53 diferentes especies de plantas usadas en
la medicina tradicional mexicana para tratar desérdenes gastrointestinales sobre H.
pylori, en donde concluyeron que los extractos acuosos y metanodlicos de H.
sabdariffa tienen efecto anti-H.pylori®*. Hassan et al, (2016) reportaron el efecto
sinérgico del extracto acuoso de H. sabdariffa en combinacién con claritromicina,
amoxicilina, y metronidazol contra H. pylori, en el cual concluyeron que el extracto
acuoso de H. sabdariffa tiene potencial terapéutico para ser utilizado solo o en
combinacion como tratamiento Unico o complementario con antibiéticos para el
tratamiento de infeccion con H. pylor®?. También, se ha reportado actividad
antibacteriana del extracto de H. sabdariffa, el extracto de etil acetato de Hibiscus
rosa-sinensis L. ante la infeccidn con H. pylori, en las lineas celulares HelLa (cancer
de cérvix), Jurkat (leucemia) y MCF7 (cancer de mama)®. Los resultados
demostraron que la fraccion del extracto EtO-Ac fue altamente bacteriostatico ante
cepas susceptibles y resistentes a antibioticos de H.pylori, y sugiere gran potencial
para la prevencion o tratamiento de infeccion con H. pylori®.

A través del tiempo, el dafio por estrés oxidativo en el cuerpo humano comienza a
tener repercusiones a nivel celular y fisico. Para contrarrestar este efecto, los
antioxidantes y compuestos fendlicos presentes en H. sabdariffa prometen una via
natural para mantener el estatus de oxido-reduccion del cuerpo en homeostasis’.
Las antocianinas, también clasificadas como flavonoides, son pigmentos solubles
naturales que se pueden encontrar en H. sabdariffa. Sin embargo, estos
compuestos son relativamente inestables, ya que se ven afectados por la
temperatura, pH, oxigeno, metales, acidos organicos, y azucares presentes

principalmente en la fabricacion de alimentos procesados y su almacenamiento®’.
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Los antibidticos son los farmacos comunmente utilizados para tratar infecciones
microbianas en el cuerpo humano. Sin embargo, la desventaja es que a través del
tiempo su uso inadecuado ha perjudicado el control de infecciones debido a que
muchas bacterias han mutado y presentan resistencia a antibioticos®. Actualmente,
diferentes investigaciones se estan enfocando en el desarrollo de nuevos
antimicrobianos que disminuyan la tendencia de desarrollar resistencia a los

antibioticos®®.

1.3 Perspectiva general de reacciones metabdlicas, mecanismos basicos de
inflamacidén y cancer ligados a los extractos de H. sabdariffa.

La inflamacion es un proceso natural que conlleva la activacion de diferentes
células como un mecanismo de defensa, en respuesta a un estimulo enddégeno o
exogeno, comunmente de un tejido dafiado®®’. Es considerado un proceso
complejo porque involucra vasodilatacidn y el reclutamiento de células del sistema
inmune y proteinas plasmaticas a la zona especifica de la lesion®. A pesar de ser
un proceso vital del cuerpo humano, cuando se torna cronico o excesivo, la
inflamacion puede ser responsable del desarrollo de diferentes enfermedades
degenerativas, envejecimiento prematuro e incluso la muerte®®. Las células
principalmente involucradas en este tipo de inflamacion son los macréfagos, ya que
producen mediadores inflamatorios como el 6xido nitrico (NO) y citocinas como el
factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucina (IL), interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6), la proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1), entre

otros®°.

En cuanto a las citocinas, estas son las principales moléculas producidas por las
células del sistema inmune para modular el proceso inflamatorio con la finalidad de
proteger al huésped. Se clasifican en citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-15, IL-
17, IL-23, TNF-q, interferon gamma (IFN-y)) y antiinflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13, y

el factor de crecimiento transformador-beta (TGF-f)). En este contexto, el TNF juega
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un papel central al promover la produccion de otras citocinas y proteinas de fase

aguda®.

La via inflamatoria de sefializacién mediada por TNF ocurre de la siguiente manera:
el TNF, es producido por células del sistema inmune en respuesta a estimulos,
como el lipopolisacarido bacteriano (LPS), el cual se une a la porcion extra
membranal del receptor 1 del TNF (TNFR1). Esta union provoca un cambio
conformacional en la region citosoélica del receptor, que permite el reclutamiento de
la proteina cinasa 1 de serina/treonina (RIPK1) y de la proteina dominio de muerte
asociada a TNFR1 (TRADD). Este complejo facilita la union del factor asociado al
receptor del TNF (TRAF2), las ligasas de ubiquitina inhibidoras de apoptosis (clAP1
y clAP2), y un complejo de cadena lineal de ubiquitina (LUBAC)®'. Dicha “cola de
ubiquitinas™: facilita 1) el reclutamiento de quinasas que activan la via de las
proteinas cinasas activadas por mitdégenos (MAPK) y 2) el reconocimiento por el
Factor Nuclear Kappa B (NFkB), un modulador esencial en la regulacion de una
amplia variedad de genes relacionados con la inflamacion y la respuesta inmune®,
92_

La via candnica de activacion de NF-kB por TNF comienza con la union de NEMO
a la porcion citosdlica de TNFR, como consecuencia de la interaccién con su
ligando®. Posteriormente, NEMO activa a IKKa e IKKB, formando un complejo que,
al ser activado por la proteina cinasa TAK1, bifosforila al inhibidor I«B. Esto permite
la liberacion de NF-kB que transloca al nucleo y activa la transcripcion de genes
proinflamatorios®, como IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a y ciclooxigenasa 2 (COX-2)8. Sin
embargo, existe una via alternativa no canonica que depende de la cinasa inducida

por NFkB (NIK), la cual activa NFxB mediante la fosforilacidon de IKKa%% 3.

La ciclooxigenasa es una enzima clave en la inflamacion porque cataliza la
produccién de prostaglandinas a partir del acido araquidonico (AA) %495, Ante un
estimulo lesivo, como una herida o invasién microbiana, el AA es liberado desde los
fosfolipidos de membrana por la accion de la fosfolipasa A2 (PLP-Az), y
transformado por COX a prostaglandina Hz (PGH2), precursora de cinco
componentes principales de la inflamacion: prostaglandina E2 (PGEz), prostaciclina
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l2 (PGl2), prostaglandina D> (PGD2), prostaglandina Fa, (PG2.) y tromboxano Az
(TXA2)®. Asi, la produccién de prostaglandinas y el grado de inflamacién depende
directamente de la abundancia de COX. Por lo tanto, diferentes compuestos, tanto
sintéticos como naturales (incluidos extractos de H. sabdariffa) han sido evaluados
por su capacidad de inhibir la produccién o actividad de COX. Si muestran efectos
positivos, se proponen como alternativas terapéuticas para tratar sintomas
inflamatorios, como el dolor, fiebre y reacciones anafilacticas, directamente

relacionadas con la actividad de PGE.:.

Otras vias inflamatorias mediadas por TNF, LPS, IL-18, o estrés oxidativo, incluyen
la familia MAPK®, la cual comprende las quinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERK), p38 MAP y las quinasas c-Jun N-terminal (JNK)%6:97,

A partir de la induccién de MAPKs y la proteina quinasa activada por mitdgenos y
estrés (MSK), p38 esta involucrado en la activacion de diferentes factores de
transcripcion relacionados al proceso inflamatorio, como la proteina de unién al
elemento de respuesta al AMP ciclico (AMPc), (CREB), y la subunidad p65 del
NF«B%. Asi mismo, la activacion de MAPK en macréfagos favorece la produccion
de mediadores de inflamacion, como la éxido nitrico sintasa (iNOS), y citocinas®.
Las enzimas de iNOS producen 6xido nitrico (NO) a partir de L-arginina al sitio de
dafio®%. EI NO es un potente vasodilatador que participa en procesos inflamatorios
mediante mecanismos aun no completamente dilucidados, pero su actividad se ve
influenciadapor superoxido, y las especies reactivas de oxigeno (ROS) las cuales

también activan vias inflamatoria y afectan la quimiotaxis celular %19 (Figura 3).

En cuanto a la via de inflamacion sobre la cual actua H. sabdariffa se ha propuesto
que inhibe la induccién de ciclooxigenasa 2 (COX-2), una enzima relacionada con
la sintesis de prostaglandinas y con la progresion del cancer debido a su papel en
la tumorigénesis '°'. Se sugiere que esta inhibicion afecta la via de p38/MAPK
implicada en la transduccion de sefales de estrés, y cuya actividad puede tener
efectos tanto supresores como promotores de tumores, dependiendo del

contexto102.103
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|zquierdo-Vega, et al (2020)* reportaron una tabla con efectos terapéuticos y
concentraciones de compuestos bioactivos de diferentes extractos de H. sabdariffa
(acuoso, etandlico, metandlico). Entre los mas abundantes destacan: delfinidina-3-
sambubiosido, Cianidina-3-sambubiosido, acido cafeoilquinico, quercetina, acido
hibiscus, quercetina-3-sambubiosido y el acido protocatecuico. Estos compuestos
coinciden con lo reportado por Laskar et al (2020)*° quienes ademas muestran sus
estructuras quimicas y destacan sus propiedades anti-cancerigenas potenciales.
La delfinidina-3-sambubiosido puede inducir apoptosis en modelos celulares de
leucemia; la epicatequina galato promueve autofagia, y el acido protocatecuico
actua como un potente antioxidante e inductor de apoptosis. La hibiscetina inhibe
el receptor 2 del factor vascular de crecimiento endotelial por sus siglas en inglés
(VEGFR-2) implicado en angiogénesis*®-104,

Un modelo propuesto sobre el mecanismo proapoptotico de H. sabdariffa en células
cancerosas, considera fracciones especificas obtenidas de extractos puros como el
acido protocatecuico y la delfinidina-3-sambubiosido, que responden a niveles
elevados de estrés y especies reactivas de oxigeno, activando vias tanto intrinsecas
como extrinsecas relacionadas con p53 y JNK/p38. En cuanto a la metastasis, se
ha observado una disminucion de la actividad de VEGF, NF-xB; en autofagia, un
incremento de PI3K/Akt/Beclin-1; y en angiogénesis, una inhibicion de VEGFR2,
MMP-2 y RAGE“.

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, lo que lo convierte en un
problema de salud publica importante'®®. Las terapias actuales incluyen cirugia,
quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia’®. Sin embargo, estas estrategias
carecen de especificidad para las células cancerosas y afectan también a las células
sanas, generando efectos secundarios no deseados. Al tratarse el cancer de un
trastorno multifactorial caracterizado por replicacion celular descontrolada, evasion
de apoptosis, angiogénesis y capacidad de diseminacion, el desarrollo de terapias
especifica aun representa un reto'®”. Por tal motivo, el uso de plantas con alto

contenido de componentes bioactivos como H. sabdariffa, representa una
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alternativa prometedora para potenciar tratamientos actuales y reducir efectos

adversos.
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2. Planteamiento del problema y justificacion

El cancer gastrico es la cuarta causa mas comun de muertes relacionadas con
cancer en el mundo °. La infeccidn con Helicobacter pylori (H.pylori) esta asociada
al desarrollo de cancer gastrico en aproximadamente el 60% de los casos®. Por otro
lado, los extractos de calices de jamaica (H. sabdariffa) han demostrado beneficios
a la salud, principalmente en el tratamiento de la hipertensién, hipercolesterolemia
e hiperlipidemia®®. Asimismo, diversos estudios han reportado que H. sabdariffa
posee efectos citotdxicos, antiproliferativos, antimutagénicos y antimetastasicos*
en lineas celulares de distintos tipos de cancer, como neuroblastoma’®, cancer de
mama*S, y en leucemia®®, aunque no necesariamente asociados a H. pylori. Sin
embargo, la mayoria de los articulos disponibles se enfocan en aspectos
econdmicos y la produccion de la planta sin explorar sus posibles aplicaciones en
cancer gastrico o en la infeccion por H. pylori °. Considerando que esta bacteria es
un factor de riesgo importante en el desarrollo de cancer gastrico, resulta relevante
investigar si H. sabdariffa tiene algun efecto antimicrobiano frente a H. pylori. Por lo
tanto, este proyecto tiene como objetivo evaluar su potencial para disminuir, o
prevenir dicha infeccidon, proponiendo el tratamiento con diferentes extractos de H.
sabdariffa como alternativa terapéutica de origen natural con bajo o nulo grado de
toxicidad para la gastritis cronica y el cancer gastrico relacionados a una infeccién
inicial con H. pylori.
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3. Objetivo

3.10bjetivo General

Determinar el efecto de diferentes extractos de calices de jamaica en modelos in
vivo e in vitro de gastritis cronica y cancer causados por la infeccidn de H. pylori.

3.2 Objetivos Especificos

e Obtener extractos acuoso, acetonico, etandlico, metandlico y acido hibiscus
puro a partir de los calices de Hibiscus sabdariffa, para identificar las
diferencias en su composicion y seleccionar aquellos con mayor potencial
bioactivo frente a Helicobacter pylori.

e Evaluar la actividad bactericida de los extractos obtenidos frente a
Helicobacter pylori, para determinar su capacidad antimicrobiana y
establecer su viabilidad como alternativa terapéutica natural.

e Analizar el efecto de los extractos, a concentraciones de 100 mg/mL, 10
mg/mL, 1 mg/mL y 0.1 mg/mL, sobre la actividad ureasica de H. pylori en
condiciones de pH 2, 3, 4, 5y 7.4, mediante la prueba de ureasa con rojo de
fenol, para conocer su potencial inhibitorio sobre un mecanismo clave de
virulencia bacteriana.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos frente
a H. pyloria 100 pg/mL, 20 uyg/mL, 4 pg/mL y 0.8 ug/mL, para establecer las
dosis mas efectivas y seguras en aplicaciones antimicrobianas.

e Evaluar el efecto citotoxico de los extractos sobre células epiteliales
gastricas humanas (linea AGS) a las mismas concentraciones, para estimar
su seguridad en células humanas y su posible utilidad como agente con
efecto antitumoral o terapéutico selectivo.

e Establecer un modelo in vivo de infeccidn gastrica por H. pylori en jerbos de
Mongolia (Meriones unguiculatus), para validar la eficacia terapéutica de los

extractos en un entorno biolégicoholistico.

36



4. Materiales y métodos

4.1 Diagrama metodolégico
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4.2Fase 1: Obtencion de los extractos de Hibiscus sabdariffa

4.2.1 Extractos acuoso, acetonico, etandlico, metandlico y acido hibiscus puro de H. sabdariffa
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Figura 5. Diagrama metodoldgico Fase 1
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4.2.1.1 Extracto acuoso. Para la obtencion del extracto acuoso, se utilizaron 25 g
de calices secos, los cuales se colocaron en frascos estériles y se les afiadieron
225 mL de agua. Los frascos fueron calentados hasta el punto de ebullicion durante

10 minutos y posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente®?.

4.2.1.2 Extractos acetonico, etandlico y metandlico. Para los extractos acetonico,
etandlico y metandlico, también se emplearon 25 g de calices secos, los cuales se
colocaron en frascos estériles y se les agregaron 225 mL de etanol al 96 %, 225 mL
de metanol o 225 mL de acetona, segun correspondiera. Los frascos se cerraron y
se mantuvieron a temperatura ambiente durante tres dias, con agitacion manual una
vez al dia. Al término del periodo de maceracion, la fase liquida se filtrd6 mediante
papel Whatman No. 4, y los extractos obtenidos se concentraron en un rotavapor.
Para eliminar los restos de etanol y metanol, los extractos concentrados se

colocaron en una incubadora de aire circulante a 45 + 1 °C durante 24 horas®3.

4.2.1.3 Extracto de acido hibiscus. El extracto puro de acido hibiscus se obtuvo
mediante cristalizacién. Se tomo6 1 g del extracto acetonico y se disolvié en 10 mL
de acetona. Luego se agregaron 10 mL de acetato de etilo y se dejo reposar durante
una semana a temperatura ambiente, con una tapa de aluminio floja para favorecer
la formacion de cristales. Una vez formados, el sobrenadante se transfirio a otro
frasco para facilitar la limpieza de los cristales. Este procedimiento se repitid,
agregando acetona y acetato de etilo en proporcion 1:1, hasta obtener cristales
transparentes. Finalmente, se realiz6 resonancia magnética nuclear (RMN) para

evaluar la pureza del compuesto.

Para realizar la espectroscopia de RMN de cristales de acido hibiscus puro en agua
deuterada (D,0), se pesan entre 5—15 mg del cristal y se disuelven en un tubo de
RMN con 600-700 pL de D,0O, asegurando disolucion completa mediante agitacion
suave o calentamiento moderado (40-50 °C). El tubo, limpio y seco, se sellay ajusta
para obtener un minimo de 4 cm de altura de solucion. Se registran espectros de "H
(a 400-500MHz) vy, si se desea, de ™C (aprox. 100 MHz) tras un shimming
adecuado y calibracion usando la senal residual de HDO (~4.79 ppm). Se
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recomiendan 8-32 scans para 'H, y hasta 1 000—10 000 para "*C, con tiempos de
relajacion de 1-2s ("H) o 2-5s ("*C), a temperatura ambiente (~298 K). En la fase
de procesamiento, se aplican correcciones de fase y linea base, y se hace la
asignacion de sefiales, tomando en cuenta que los protones —OH y —COOH pueden
intercambiarse con deuterio y quedar ausentes, por lo que para analizarlos podria
usarse un solvente no protonico como CD;OD. El acido hibiscus puro se ha
caracterizado y confirmado mediante RMN, infrarrojo y difraccion de rayos X, como
reporta Portillo-Torres y colaboradores (2019) durante el analisis de compuestos
antimicrobianos de Hibiscus sabdariffa®.

Todos los extractos se prepararon a una concentracion inicial de 100 mg/mL. Para

ello, se peso 1 g de cada extracto y se disolvié en 9 mL de agua destilada.

4.3Fase 2: Evaluacion de extractos in silico e in vitro en cepa bacteriana

Se utilizé una cepa estandar de Helicobacter pylori (ATCC 700392), cultivada en
placas Petri con medio infusién cerebro-corazén (BD Bioxon), suplementado con 5
% de suero fetal bovino y 1.5 % de agar. Las placas fueron incubadas durante 24
horas a 37 °C en condiciones microaerofilicas (10 % de CO,), utilizando una jarra
de anaerobiosis en conjunto con el sistema BD GasPak™ EZ Campy Container
System.

Asimismo, se empled la cepa ATCC 43504. Para su activacion, se incubd en
condiciones microaerofilicas a 37 °C durante 48 a 72 horas. Posteriormente, se
ajustaron 150 mL de medio caldo Mueller Hinton, suplementado con 0.2 % de B-
ciclodextrina, a una densidad 6ptica de 0.05 a 0.1 a 600 nm, la cual fue determinada
mediante la lectura de 30 uL del cultivo en un espectrofotometro NanoDrop™
One/One C Microvolume UV-Vis (Figura 6).
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4.3.2 Inhibicién bacteriana de H. sabdariffa

La actividad antimicrobiana se evalud por la técnica de difusion en pozos. Se
sembraron 100 yL de H. pylori a concentraciones de 1x10” y 1x10® UFC/mL en
placas Petri estériles de 90 x 15 mm. Luego, se realizaron cinco orificios en el agar
utilizando el extremo de una pipeta Pasteur esterilizada. En cada pozo se
depositaron 60 uL del extracto correspondiente. Las placas se mantuvieron en una
campana de bioseguridad hasta que el extracto fue absorbido por el medio, y
posteriormente se incubaron durante 24 horas en condiciones microaerofilicas,
como se describié anteriormente. Finalmente, se midieron los diametros de

inhibicion.

4.3.3.1. Ensayo de actividad ureasica

La actividad de la enzima ureasa se determind mediante una modificacion del
meétodo del rojo de fenol, basado en la produccién de amonio por hidrolisis de urea
(64,27,65). Se inocularon 100 yL de H. pylori en fase exponencial en tubos con 10
mL de medio BHI (infusion cerebro-corazon, BD Bioxon), suplementado con 5 % de
suero fetal bovino. Los medios fueron ajustados a diferentes valores de pH (2, 3, 4,
5y 7.4), y se incubaron por 24 h en una jarra de anaerobiosis con el sistema BD
GasPak™ EZ Campy.

Posteriormente, se afadieron 3 mL de los extractos acuoso, metandlico, etandlico,
acetonico y de acido hibiscus (a 100 mg/mL), en diluciones 1:100, 1:1000 y
1:10,000, previamente esterilizados. Las mezclas se reincubaron bajo las mismas
condiciones por 24 h.

La prueba de ureasa se realizé mediante la adicion de 20 % p/v de urea, 0.012 %
de rojo de fenol y PBS pH 6.5. A cada tubo Eppendorf se le agregaron 1.4 mL de
solucioén de rojo fenol y 46.6 pL del cultivo tratado con extractos. Las muestras se
incubaron por 1 hora a 37°C y se midié la absorbancia a 550nm en un
espectrofotometro NanoDrop™, usando agua como blanco.
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4.3.3 Actividad bactericida de los extractos de H. sabdariffa en cultivos de
H. pylori

Se utilizo la cepa ATCC 43504 cultivada en caldo Mueller Hinton suplementado con
B-ciclodextrina. Una vez activada, se colocaron 3 mL de cultivo en tubos con tapa,
incubandose en jarra de anaerobiosis a 37 °C y 150 rpm. La curva de crecimiento
se generd midiendo la densidad optica (OD) a 660 nm en los tiempos 0, 24, 72 y 96
horas, para identificar las fases de crecimiento y estimar las UFC necesarias para
los ensayos de antivirulencia y actividad bactericida.

Actividades en campana de flujo laminar:
Dia 1: Se colocaron 100 pyL de in6culo en medio agar sangre (aprox. media placa
por 1 mL de medio).

Dia 3: Se ajusto el in6culo a OD660 = 0.08. Se transfirieron 100 pL del cultivo a
matraces de 250 mL estériles con 150 mL de caldo Mueller Hinton + 3-ciclodextrina.
De esta mezcla, se colocaron 3 mL en frascos de vidrio con tapa y se incubaron a
37 °C, 150 rpm, en anaerobiosis.

Dia 4: Se anadieron los extractos a concentraciones finales de 100, 20, 4 y 0.8
pug/mL, correspondientes a diluciones desde 15 hasta 0.12 mg/mL. Los controles
negativos fueron: Mueller Hinton + indculo + DMSO y Mueller Hinton + inéculo sin

extracto.
Dia 5: Se midi6é la OD a 660 nm para cada muestra. Como blanco se utilizé solo el

caldo Mueller Hinton, y como controles, las mezclas con los diferentes extractos en

igual volumen.
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4.4 Fase 3: Evaluacion de extractos in vitro en células AGS

4.4.1 Mantenimiento de células AGS

Con base en la capacitaciéon obtenida durante la estancia en el Laboratorio de
Inmunologia del Departamento de Biologia Celular y Tisular de la Facultad de
Medicina (FACMED) de la Universidad Nacional Autonoma de México, bajo la
supervision de la Dra. Erika Renddon Huerta, se adquirieron los conocimientos

técnicos necesarios para el mantenimiento de la linea celular AGS.

El suero fetal bovino recién adquirido fue sometido a un proceso de inactivacion del
sistema de complemento. Para ello, se calenté a 56 °C en bano Maria durante 30
minutos. Posteriormente, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se almaceno en
congelacion hasta su utilizacion. Este paso es fundamental para evitar la
interferencia del complemento en los ensayos, especialmente en pruebas

inmunoldgicas.

El cultivo de las células AGS requirié el uso del medio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), en presentacion en polvo, cuyas especificaciones se describen a

continuacion:

e Low glucosa

e [+] L-glutamine

e [+] pyridoxine hyddrochloride

e [+] 110 mg/mL sodium piruvate
e [-] sodium bicarbonate

e REF 31600-034 10x1L

o LOT 2347442

o 2024-02-28
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Para la preparacion del medio DMEM en presentacion en polvo, se vacio un sobre
en 800 mL de agua desionizada. Se agregaron 2 g de bicarbonato de sodio grado
reactivo y se ajusto el pH a 7.4 mediante agitacion magnética y medicion con
potenciometro. Una vez ajustado el pH, se aford la solucion a 1L y se verificd
nuevamente el pH. El medio se filtrd6 por membrana utilizando un sistema de
filtracion para botellas dentro de una campana de flujo laminar esterilizada con luz
UV durante 20 minutos. El medio estéril fue envasado en botellas de 500 mL

también estériles.

A cada 500 mL de DMEM se le anadieron, en condiciones de esterilidad, los
siguientes suplementos: 1 mL de piruvato de sodio, 5 mL de L-glutamina, 5 mL de
penicilina/estreptomicina y 50mL de suero fetal bovino (SFB) previamente
inactivado, correspondiente al 10% del volumen total.

Para la descongelacion de células AGS provenientes del ultracongelador (Revco),
se centrifugd un vial de 1 mL a 1,500 rpom durante 5 minutos. Posteriormente, se
transfirio el pellet a un tubo cénico de 15mL con 3mL de medio fresco. Se
resuspendio cuidadosamente el pellet, se centrifugd nuevamente, se descartd el
sobrenadante y se volvio a resuspender en 1 mL de medio. Esta suspension celular
se transfirio a una caja Petri estéril con 5 mL de medio fresco y se incubd a 37 °C

en atmosfera con 5% de CO,.

Al dia siguiente de la descongelacion, se procedié al lavado celular para eliminar
células no adheridas. Se retiré el medio, se agregaron 2 mL de PBS 1X, se distribuyo
uniformemente y se descart6. Este procedimiento se repitio de dos a tres veces,
segun la observacidn microscoépica inicial. Posteriormente, se afiadieron 8 mL de

medio fresco y las células se mantuvieron en incubacion.

Cuando la confluencia alcanz6 el 80—-90%, se procedi6 al despegue celular, ya fuera
para subcultivo o criopreservacion. Se retiré el medio y se realizaron dos lavados
con 3 a 4 mL de PBS 1X. Posteriormente, se afadid 1 mL de tripsina-EDTA y se

incubd durante 5 minutos (maximo) a 37 °C. Las células fueron resuspendidas en
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4 mL de medio, transferidas a un tubo cénico estéril de 15 mL y centrifugadas a
1,500 rpm por 5 minutos. Se retird cuidadosamente el sobrenadante y se

resuspendio el pellet en 1 mL de medio fresco.

Para el conteo celular, se tomé una alicuota de 10 pL de la suspension y se diluyo
en 490 yL de DMEM, obteniendo una dilucién 1:50. El conteo se realizd en una
camara de Neubauer y se calcul6 el numero de células por mililitro aplicando la

féormula estandar: promedio de células por cuadrante x factor de dilucién x 10* + 4.

Dado que una caja Petri permite un cultivo de aproximadamente 4.8 x 10®a 5 x 10°
células, se ajustd el indculo de manera que se alcanzara un 90% de confluencia en

el momento requerido para los experimentos o para su congelacion.

Para la criopreservacion, se utilizé la suspension obtenida tras el despegue celular,
considerando que por cada vial de congelacién se almacenaron 1 x 10° células en
1 mL de mezcla de DMEM con glicerol al 10%. Por ejemplo, al disponer de 10 x 10°
células, se prepararon 10 mL de mezcla conteniendo 1.25 mL de glicerol, 1 mL de
suspension celular y 7.75 mL de DMEM, asegurando que el glicerol fuera afiadido

al final y mezclado suavemente para homogenizar.

4.4.2 Ensayo de citotoxicidad

La prueba de citotoxicidad se llevé a cabo con base en un protocolo adaptado de
Chua et al.*®. Para ello, se sembraron 20,000 células por pozo en microplacas de
cultivo de 96 pozos (Corning), bajo las condiciones de cultivo previamente descritas,
hasta alcanzar aproximadamente un 90% de confluencia. Posteriormente, se
evaluaron cuatro concentraciones distintas de los extractos de Hibiscus sabdariffa
(100 pg/mL, 20 pg/mL, 4 yg/mL y 0.8 yg/mL), previamente diluidas en DMSO. Las
soluciones fueron adicionadas a las células por triplicado con el fin de evaluar su
efecto citotoxico. Tras un periodo de incubacién de 3 horas, la viabilidad celular se
determiné mediante la medicion de la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm
utilizando un espectrofotometro, y el porcentaje de viabilidad se calculé con base en
los valores obtenidos.
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4.5 Fase 4: Modelo de infeccion in vivo en jerbos (Meriones ungiculatus)

El proyecto titulado: “Evaluacion del efecto antimicrobiano in vivo del extracto
acetonico y acido hibiscus obtenidos a partir de Hibiscus sabdariffa contra
Helicobacter pylori”, fue dictaminado y aprobado por el comité institucional para el
cuidado y uso de animales de laboratorio de la UAEH (CICUAL) (Anexo Figura 28).

Para llevar a cabo la infeccion gastrica con H. pylori en jerbos, se emplearon
animales macho, dado que se ha reportado su mayor susceptibilidad a esta
bacteria'®. Inicialmente se utilizaron nueve jerbos. Los animales fueron colocados
en jaulas metabdlicas para evitar la coprofagia y sometidos a un ayuno de 12 horas.
Posteriormente, se les administraron 0.5 mL de una solucion de NaHCO; 0.2 M por
via intragastrica utilizando una canula metalica. Treinta minutos después, se les
inoculd con 0.5 mL de una suspensidn bacteriana de H. pylori (cepa ATCC 43504)
a una concentracién de 1x10° UFC. Este procedimiento se repitid cuatro veces, con
un intervalo de 48 horas entre cada inoculacion, durante una semana. El proceso
completo de infeccidn se repitid dos veces mas, con una semana de descanso entre
cada ciclo®"1%2,

La inoculacidon experimental inicial tuvo una duracion total de 42 dias. Al final del
experimento (dia 42), los animales fueron sometidos nuevamente a un ayuno de 12
horas en jaulas metabdlicas y posteriormente sacrificados por dislocacion cervical.
Se procedié con la diseccion del estomago y, bajo condiciones estériles en campana
de flujo, se retir6 el forestomach (estbmago anterior), estructura que funciona como
reservorio de alimentos en jerbos y no forma parte del estobmago glandular
propiamente dicho'®. Se realizé un corte sobre la curvatura menor para exponer la
mucosa gastrica, la cual se mantuvo hidratada con PBS 1X 'y fue enjuagada con la
misma solucion. La mucosa fue raspada cuidadosamente utilizando primero una
espatula estéril y posteriormente una punta de micropipeta estéril de 1 mL. Una
porcion del raspado se transfirié a una placa de 96 pozos para la realizacién de la

prueba rapida de ureasa.

Posteriormente, los estbmagos completos de los nueve jerbos fueron colocados en

tubos con 15 mL de medio Mueller Hinton-B liquido suplementado con 10% de suero
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fetal bovino (SFB), y se homogenizaron mediante agitacion vigorosa con
micropipeta. Se realizaron diluciones seriadas del homogenizado (0, -1, -2y -3), y
se sembraron 0.1 mL de cada dilucion en placas de agar sangre. Las placas fueron
incubadas en condiciones microaerofilicas utilizando un sistema BD GasPak™ EZ
Campy Container, con monitoreo cada 24 horas durante 96 horas a 37 °C. La
confirmacion de la infeccion se realiz6 mediante pruebas bioquimicas estandar:

oxidasa, catalasa y tincion de Gram.

La actividad ureasica se cuantificé mediante una prueba rapida en discos de papel,
segun el método descrito por Castillo-Juarez et al, (2009)'. Se prepard una
solucién compuesta por 0.02% de azul de bromotimol (Merck), 0.05% de rojo fenol
(Sigma) y 6% de urea (Gibco BRL), disuelta en agua destilada y ajustada a pH 4.5
con HCI. Esta solucidon se aplico sobre discos de papel filtro (Whatman No. 1),
previamente recortados al tamafio de las cajas Petri, utilizando un atomizador de
cromatografia. Los discos fueron secados durante dos minutos antes de ser
utilizados. Para la evaluacion, los discos impregnados se colocaron brevemente
sobre la superficie de las colonias en cultivo y se retiraron de inmediato. La
presencia de ureasa activa se evidencio por un halo de color rosado alrededor de
las colonias.

El procedimiento de infeccion y aislamiento descrito fue replicado en una segunda
ocasion utilizando 14 jerbos y una tercera vez con 9 jerbos adicionales.
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4.6 Analisis estadistico

Para el analisis comparativo de los diametros de los halos de inhibicion obtenidos
en los diferentes grupos experimentales, se empleé la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, porque no se cumplieronn los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas requeridos en los métodos paramétricos. Asi, se

establecieron diferencias significativas globales entre los grupos evaluados.

En cuanto al analisis de los porcentajes de inhibicion, se realizé la prueba de
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks para identificar diferencias
generales entre los grupos. Posteriormente, se realizé un analisis post hoc mediante
la prueba de Student-Newman-Keuls, con el proposito de determinar
especificamente entre qué grupos se encontraban dichas diferencias. Este
procedimiento complementario posibilitdé una interpretacion mas detallada y precisa

de los resultados.

En el grafico de los resultados de viabilidad celular, se aplico la prueba e Student-
Newman-Keuls como analisis post hoc, o que permitié identificar de manera
especifica las comparaciones entre grupos con diferencias estadisticamente
significativas. Este abordaje estadistico proporciondé una evaluacion rigurosa y
confiable de la respuesta celular frente a los tratamientos analizados.

5. Resultados y discusion

5.1Extractos acuoso, aceténico, etandlico, metandlico y acido hibiscus
puro a partir de las calices de H. sabdariffa.

En este proyecto, se determino la pureza de los cristales obtenidos de acido hibiscus
(Figura 11 ) mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén
("H - RMN) (Figura 12), utilizando agua deuterada (D20). En el espectro obtenido,
se observa una sefial a 5.49 ppm, la cual corresponde a un protén situado en la
posicion d respecto al grupo éster, especificamente en un carbono unido a un atomo
de oxigeno. Este tipo de sefial es una de las caracteristicas principales de

compuestos que contienen grupos éster.
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Figura 10. Cristales obtenidos de acido hibiscus puro por el método de cristalizacion
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Figura 11. Espectro de RMN de protén de acido hibiscus
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Un estudio realizado por Ibnusaud et al. (2019) también aisl6 cristales de acido
hibiscus a partir de extractos acetonicos de calices de Hibiscus sabdariffa. En su
analisis por M H-RMN, identificaron senales a 8H 5.34 (s, CH-COOH), 4.16 (s, COH-
COOH)y 3.25/2.77 (d, d =17.2 Hz, H_a/H_b-C-C=0), que corresponden a protones
en el grupo carboxilo y en el enlace C-C=0, respectivamente. Estas sefales son
consistentes con las observadas en el presente estudio, o que respalda la
identificacion estructural del acido hibiscus'®°.

Ademas, Simaratanamongkol et al. (2014) reporto la obtencion de cristales de acido
hibiscus mediante fraccionamiento cromatografico de extractos acetonicos. En su
analisis por *1H-RMN, detectaron sefnales a d6H 5.17 (s), 3.21 (d, J = 17.86 Hz) y
2.77 (d, d = 17.86 Hz), que también corresponden a protones en el grupo carboxilo
y en el enlace C-C=0. Estas observaciones son similares a las obtenidas en el
presente estudio, o que refuerza la validez de los resultados obtenidos. En conjunto,
estos estudios proporcionan evidencia adicional sobre la estructura y pureza del
acido hibiscus aislado, confirmando la fiabilidad de los métodos utilizados en este

proyecto'0.

5.4 Actividad antimicrobiana de H. sabdariffa vs. H. pylori

La medicién de los halos de inhibicidon generados por cada extracto revel6 los
siguientes promedios (en milimetros): 15.02 para el extracto acuoso, 14.34 para el
etandlico, 12.90 para el metandlico, 20.29 para el acetonico y 20.89 para el acido
hibiscus. Estos resultados indican que el extracto acetonico y el acido hibiscus
fueron los que presentaron mayor capacidad inhibitoria frente al crecimiento de H.
pylori (Figuras 13y 14).

La actividad antimicrobiana observada es congruente con estudios previos que han
evaluado el efecto de extractos vegetales sobre H. pylori. Por ejemplo, en una
investigacion realizada con Combretum molle, el extracto acetonico mostré una

notable actividad antimicrobiana, con zonas de inhibicibn de hasta 38 mm,
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superando la eficacia de otros solventes y siendo comparable a antibiéticos como

el metronidazol 57:110.112,

Respecto al acido hibiscus, estudios con Hibiscus rosa-sinensis han demostrado
que sus extractos etandlicos y sus fracciones (como la de acetato de etilo) presentan
una potente actividad antimicrobiana frente a cepas resistentes de H. pylori. Estas
fracciones han reportado concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de 0.2-0.25
mg/mL y concentraciones minimas bactericidas (MBC) de 1.25-1.5 mg/mL, ademas
de mostrar capacidad para inhibir la formacion de biofilm y la actividad ureasica de

la bacterias® .

Las diferencias en la eficacia observada entre los distintos extractos pueden
explicarse, en gran parte, por la polaridad de los solventes empleados. Los
solventes organicos menos polares, como el acetato de etilo o el acetonico,
permiten una mayor extraccion de flavonoides, terpenoides y otros compuestos
lipofilicos con actividad antimicrobiana comprobada. En contraste, extractos
obtenidos con solventes mas polares, como el metanol, tienden a mostrar una
menor actividad, posiblemente debido a la extraccion preferencial de metabolitos
con menor efecto bactericida. Varios estudios han confirmado que la eficiencia
antimicrobiana esta estrechamente vinculada al perfil de metabolitos secundarios
extraidos, lo que se refleja en distintas capacidades inhibitorias frente a H. pylori.

O o ‘ O\\ @ <

= metandlico L ]
aceténico control

O acido
hibiscus

etandlico

O o e

acuoso acetonico

Figura 12. Halos de inhibicion de los extractos por técnica de pozos
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Figura 13. Grafica comparativa de los diametros de los halos de inhibicién

Todos los extractos tienen efecto, pero son el extracto acetonico y el acido hibiscus los que muestran
diferencias significativas respecto al control negativo. Se realizé el analisis estadistico no paramétrico
para comparar grupos respecto al control mediante la prueba de Kruskal-Wallis en el programa
Graphpad Prism version 8.0.

La actividad ureasica de Helicobacter pylori es fundamental para su supervivencia
y colonizacion del epitelio gastrico’3. La ureasa, una enzima clave de este
patogeno, se considera uno de sus principales factores de virulencia. No obstante,
a pH extremadamente bajo (1-2), su accion permite unicamente una supervivencia
transitoria, limitada a unas pocas horas''*. Diversas plantas han sido estudiadas por
su potencial para inhibir esta enzima, entre ellas la palmatina y el jengibre, las cuales
se perfilan como candidatas terapéuticas prometedoras en el tratamiento de la
gastritis y las Ulceras pépticas asociadas a infecciones por H. pylori''5116, Sin
embargo, los estudios enfocados en H. sabdariffa y su posible efecto sobre la

actividad ureasica de H. pylori aun son escasos y requieren mayor desarrollo.
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Se presentan las graficas correspondientes a los cultivos de Helicobacter pylori
tratados con extractos acetonico, etandlico, metandlico, acuoso, asi como con acido
hibiscus puro, evaluados a diluciones de 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10,000, bajo
condiciones de pH 2, 3, 4, 5y 7.4. Como control negativo, se incluyeron cultivos del
patdogeno expuestos a los mismos valores de pH pero sin tratamiento. Los
resultados evidencian que todos los extractos ejercen un efecto inhibitorio sobre la
actividad enzimatica de la ureasa, independientemente del pH. Sin embargo, se
observo que la dilucion 1:10 produjo una inhibicidon significativamente mayor en
comparacion con el control, lo que sugiere un efecto concentracion-dependiente en

la capacidad inhibitoria de los compuestos analizados (Figuras 15-19).

Acido Hibiscus
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Concentraciones (1:10 = 100 mg/mL)

Figura 14. Grafica de acido hibiscus vs. H. pylori a diferentes concentraciones (1:10, 1:100, 1:1000, y 1:10,000)
siendo 1:10 = 100mg/mL, y a pH2, pH3, pH4, pH5 y pH7.4, a una OD=550nm.
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Figura 15. Gréfica de extracto aceténico vs. H. pylori a diferentes concentraciones (1:10, 1:100, 1:1000, y
1:10,000) siendo 1:10 = 100mg/mL, y a pH2, pH3, pH4, pH5 y pH7.4, a una OD=550nm.
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Figura 16. Gréfica de extracto metandlico vs. H. pylori a diferentes concentraciones (1:10, 1:100, 1:1000, y
1:10,000) siendo 1:10 = 100mg/mL, y a pH2, pH3, pH4, pH5 y pH7.4, a una OD=550nm.
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Extracto Etandlico
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Figura 17. Gréfica de extracto etandlico vs. H. pylori a diferentes concentraciones (1:10, 1:100, 1:1000, y

1:10,000) siendo 1:10 = 100mg/mL, y a pH2, pH3, pH4, pH5 y pH7.4, a una OD=550nm.
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Figura 18. Gréfica de extracto acuoso vs. H. pylori a diferentes concentraciones (1:10, 1:100, 1:1000, y 1:10,000)

siendo 1:10 = 100mg/mL, y a pH2, pH3, pH4, pH5 y pH7.4, a una OD=550nm.

Evaluacion de la inhibicion de la actividad ureasa por extractos de H.

sabdariffa y acido hibiscus
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Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que todos los extractos de
H. sabdariffa (aceténico, etandlico, metandlico, acuoso) y el acido hibiscus puro
presentaron una inhibicidn significativa de la actividad de la ureasa de Helicobacter
pylori. Este efecto fue mas pronunciado a una concentracion de 1:10, en
comparacion con otras diluciones, bajo diferentes condiciones de pH (2, 3, 4,5y
7.4), y fue estadisticamente superior al control negativo (cultivos sin tratamiento).
Esta respuesta sugiere una relacion concentracié-dependiente en la eficacia de los
compuestos, lo cual es coherente con la inhibicion observada previamente en las
pruebas de halos de crecimiento, donde también destacaron el extracto acetonico y
el acido hibiscus como los mas potentes. Estos hallazgos son consistentes con
estudios previos. Por ejemplo, se ha documentado que extractos de Acacia nilotica
y Calotropis procera también inhiben la ureasa de H. pylori en ensayos tipo rojo
fenol, con mecanismos de inhibicion competitiva o mixta''”''8. De igual manera,
investigaciones con Coptis chinensis demostraron que la inhibicion de la ureasa es
concentracion-dependiente''®, reforzando la hipotesis de que la efectividad

antimicrobiana de los extractos vegetales esta influida por su concentracion.

El pH es un parametro critico para el crecimiento y la actividad metabdlica de H.
pylori, dada su necesidad de sobrevivir en el entorno acido del estbmago humano.
La enzima ureasa permite a la bacteria neutralizar el pH gastrico local mediante la
generacion de amoniaco. No obstante, diversos estudios han sefalado que esta
estrategia de defensa solo es efectiva por un periodo limitado en condiciones

extremadamente acidas (pH 1-2)'4,

Asimismo, se destaca que la concentracion de 100 mg/mL del acido hibiscus puro
resultd ser la mas efectiva, sin evidencia de toxicidad visible en el cultivo, lo que
refuerza su potencial como agente terapéutico. Esta concentracion se alinea con
valores reportados como viables para desarrollo preclinico, y fortalece su
candidatura para aplicaciones farmacéuticas dirigidas a infecciones gastricas
resistentes.

Para estandarizar las condiciones experimentales y evaluar el efecto de los
tratamientos en la fase activa del crecimiento bacteriano, se realizé una curva de
crecimiento de H. pylori, enfocandose en su fase logaritmica o exponencial (Figura
20). Ademas, considerando la necesidad de reducir la variabilidad de los medios de
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cultivo derivados del suero fetal bovino, se optd por utilizar 3-ciclodextrina como
suplemento. Esta alternativa ha sido previamente validada para el cultivo de H.
pylori, permitiendo condiciones quimicamente definidas y evitando posibles
interferencias asociadas a componentes séricos complejos''®. Esto permitié una
mayor precision en la medicion del impacto de los extractos y del acido hibiscus en

la fisiologia bacteriana, particularmente en la modulacion de la ureasa.
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Figura 19. Curva de crecimiento de H. pylori ATCC 43504 en un lapso de 0 a 75 hrs expresada en UFC/mL
a una D.O. 660nm

También, es sabido que el suero fetal bovino favorece una mayor produccién de la
citotoxina VacA,; sin embargo, su uso puede introducir macromoléculas interferentes
que dificultan el estudio de proteinas extracelulares. En contraste, la 3-ciclodextrina
permite la secrecion de proteinas sin la presencia de estas interferencias, lo que la
hace mas adecuada para estudios especificos de proteinas secretadas. Y,
finalmente, la B-ciclodextrina también es efectiva para mantener la morfologia
espiral de H. pylori, prolongando su viabilidad en cultivo, lo cual es relevante porque
la forma cocoide de este patdégeno ha sido asociada a una disminucion de su

viabilidad 20121,
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En cuanto a los ensayos comparativos de inhibicion bacteriana, los extractos
etanodlico, metandlico y acetonico a una concentracion de 1 mg/mL mostraron
porcentajes de inhibicidn considerables frente a H. pylori, incluso comparables o
superiores a los antibidticos metronidazol (0.2 mg/mL) y amoxicilina (0.0001
mg/mL). De entre ellos, el extracto metandlico destacé como el mas efectivo a dicha
concentracion. Si bien la amoxicilina demostr6 su potencia a una dosis
significativamente menor, el hallazgo de una respuesta positiva al acido hibiscus a
1 mg/mL refuerza su potencial como agente antibacteriano complementario,
especialmente frente a cepas resistentes (Figura 21).
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Figura 20. Grafica de la inhibicion bacteriana vs. H. pylori expresada en porcentaje de los diferentes extractos
a concentraciones de 0.04, 0.2 y 1 mg/mL.

El extracto metandlico mostré una inhibicion bacteriana significativa (~85%) a una
concentracion de 1 mg/mL. Este hallazgo concuerda con estudios previos que han
demostrado la superioridad del extracto metandlico frente a otros solventes. Por
ejemplo, se reportd que el extracto metandlico de H. sabdariffa inhibi6 el crecimiento
de Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli, alcanzando zonas de inhibicion de 24
mm y 22 mm, respectivamente, a concentraciones de 200 mg/mL. La presencia de
flavonoides y alcaloides en este tipo de extracto podria explicar dicha actividad, ya
que estos compuestos son conocidos por su capacidad para interferir con la

integridad de la membrana celular bacteriana'?2.123,
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El extracto acetdnico, por su parte, presentd una inhibicion bacteriana notable
(~50%) incluso a bajas concentraciones (0.04 mg/mL), lo que sugiere la presencia
de compuestos bioactivos altamente potentes. Aunque la literatura especifica sobre
extractos acetonicos de H. sabdariffa es limitada, algunos estudios han identificado
componentes volatiles en extractos hidroetanolicos, como el acido (E)-10-
octadecenoico metil éster, que actuan como inhibidores competitivos de enzimas
bacterianas clave, afectando rutas metabdlicas como la biosintesis de menaquinona
y la respiracidén anaerdbica en E. coli. Es plausible que compuestos similares estén

presentes en el extracto acetonico, contribuyendo asi a su eficacia’?*.

En comparacion, los antibioticos metronidazol y amoxicilina mostraron inhibiciones
bacterianas del 76% y 60%, respectivamente, a concentraciones
considerablemente mas bajas que las requeridas por los extractos de H. sabdariffa.
Sin embargo, estudios recientes han indicado que los extractos de esta planta
pueden tener una eficacia comparable a la de antibiéticos de amplio espectro como
el meropenem. Por ejemplo, se ha reportado que el extracto de flor de jamaica
mostro una eficacia relativa del 89.7% y 97.97% frente al meropenem en cepas de
E. coli productoras de beta-lactamasa de espectro extendido (ESBL), lo cual resalta
su potencial terapéutico, particularmente en contextos de resistencia
antimicrobiana'?.

Los extractos de H. sabdariffa contienen una diversidad de compuestos bioactivos,
incluyendo flavonoides, antocianinas y acidos organicos, cuya accion combinada o
sinérgica podria explicar la eficacia observada, especialmente en los extractos
metanalicos y acetonicos.

5.6 Citotoxicidad de los extractos de H. sabdariffa en células AGS

Se han realizado diversos estudios sobre los efectos de los extractos de H.
sabdariffa en células cancerosas, incluyendo células gastricas humanas AGS
(Figura 22). Estos estudios sugieren que los extractos pueden inducir apoptosis vy,

por ende, resultar citotoxicos para las células cancerigenas.
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A B

Figura 21. Se muestran las células AGS recién descongeladas (A) y las mismas células en un porcentaje
de confluencia del 90% (B) para su criopreservacion.

En un inicio, esta investigacion contemplaba la realizacion de un ensayo de
adherencia en células AGS infectadas con H. pylori, por lo que se decidio seguir la
metodologia propuesta por Chua y colaboradores, la cual consiste en exponer las
células AGS a los extractos durante un periodo de tres horas. Sin embargo, no se
contaba con el hecho de que los extractos resultarian citotdxicos para las células,
lo cual imposibilité continuar con el ensayo bajo dichas condiciones (Figura 23).
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Tratamiento 3 hrs
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Figura 22. Gréfica de la viabilidad celular (%) de células AGS a partir de un tratamiento en 3 hrs con los
diferentes extractos a concentraciones de 100, 20, 4 y 0.8() /mL

El extracto metandlico mostré una inhibicion bacteriana significativa (~85%) a una
concentracion de 1 mg/mL. Este hallazgo concuerda con estudios que han
demostrado la eficacia del extracto metandlico de H. sabdariffa contra diversas
bacterias. Por ejemplo, se ha reportado que dicho extracto inhibié el crecimiento de
S. aureus y E. coli con zonas de inhibicion de 24 mm y 20 mm, respectivamente
61,124,126,127 | a presencia de flavonoides, taninos y otros compuestos fendlicos en el
extracto metandlico podria explicar esta actividad, ya que estos metabolitos son
conocidos por su capacidad para alterar la integridad de la membrana celular
bacteriana.

Asimismo, el extracto acetdnico presento una inhibicion bacteriana notable (~50%)
incluso a bajas concentraciones (0.04 mg/mL), lo que sugiere la presencia de
compuestos bioactivos altamente efectivos. Aunque la literatura especifica sobre
extractos acetdénicos de H. sabdariffa es limitada, se han identificado componentes
volatiles en extractos hidroetanolicos, como el acido (E)-10-octadecenoico metil
éster, que actuan como inhibidores competitivos de enzimas bacterianas

esenciales, afectando rutas clave como la biosintesis de menaquinona y la
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respiracion anaerobica en E. coli 123,12 Es plausible que compuestos similares

estén presentes en el extracto acetdnico, contribuyendo a su efecto antimicrobiano.

Por su parte, el metronidazol y la amoxicilina mostraron inhibiciones bacterianas del
76% y 60%, respectivamente, a concentraciones considerablemente menores que
los extractos de H. sabdariffa. Sin embargo, estudios han sefialado que los extractos
de jamaica pueden tener una eficacia comparable a antibiéticos de amplio espectro
como el meropenem. Por ejemplo, se ha reportado que extractos de flor de roselle
exhiben una potencia relativa del 89.7% y 97.97% en comparacion con meropenem
frente a cepas de E. coli productoras de beta-lactamasa de espectro extendido
(ESBL)'?°. Esto refuerza la posibilidad de que, aunque se requieran dosis mas altas,
los extractos de H. sabdariffa representen alternativas viables en contextos de

resistencia antibiotica.

Una vez obtenidos los resultados de citotoxicidad, se considerd el ciclo de
crecimiento de las células AGS, las cuales duplican sus colonias aproximadamente
cada 24 horas. En funcidn de esto, el siguiente tratamiento experimental se ajusté
a un periodo de exposicion de 24 horas, con el fin de observar efectos mas
representativos sobre la viabilidad y morfologia celular (Figura 24).
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Figura 23. Grafica de la viabilidad celular (%) de células AGS a partir de un tratamiento en 24 hrs con los
diferentes extractos a concentraciones de 100, 20, 4 y 0.8(1g /mL

El control negativo y el vehiculo (DMSO) mostraron una viabilidad celular muy alta
(~98-100%), lo que confirma que el sistema experimental es confiable y que el
DMSO no tiene efecto toxico en las condiciones utilizadas.

El extracto acuoso provocd una disminucion significativa en la viabilidad celular,
especialmente a la concentracion de 100 pyg/mL (~40%). La viabilidad aument6
conforme disminuyd la concentracion, sugiriendo un efecto citotoxico dependiente
de la dosis. Este comportamiento coincide con lo reportado por Mousavi et al.
(2015), quienes observaron que el extracto acuoso de Agrostemma githago inhibid
el crecimiento de células AGS con un ICs, de 13.51 yg/mL a las 24 horas,
induciendo apoptosis y arresto del ciclo celular en fase G1. Asimismo,
documentaron que el extracto acuoso de Alpinia galangal redujo significativamente
la viabilidad de células AGS a concentraciones superiores a 500 ug/mL después de
24 horas de tratamiento, lo que refuerza la existencia de un efecto cocentracion-

dependiente’0.
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El extracto etandlico, en cambio, mostré una viabilidad cercana al 100% en todas
las concentraciones evaluadas, lo que indica baja o nula citotoxicidad. Este
resultado contrasta con lo reportado por Kang et al. (2015), quienes encontraron
que el extracto metandlico de Dictamnus dasycarpus inducia apoptosis en células
AGS mediante la via intrinseca, activando caspasas y reduciendo la viabilidad de
manera dependiente de la dosis™'. El hallazgo actual sugiere que el extracto
etandlico de H. sabdariffa no contiene en las concentraciones evaluadas

compuestos con alta actividad citotdxica sobre estas células.

El extracto acetonico mostré una reduccién moderada en la viabilidad celular, con
un patrén también dependiente de la dosis. A 100 ug/mL, la viabilidad fue inferior al
40%, aumentando a concentraciones menores. Aunque no se encontraron estudios
especificos con extractos acetdénicos de H. sabdariffa en células AGS, el
comportamiento observado es similar al de otros extractos organicos reportados en
la literatura, como el metandlico de D. dasycarpus, lo que sugiere la posible
presencia de compuestos bioactivos con capacidad proapoptotica’!.

El extracto metandlico mostré una respuesta atipica: a concentraciones altas (100
y 20 pg/mL) la viabilidad fue elevada (~100%), mientras que a concentraciones mas
bajas (4 y 0.8 ug/mL) se observé una disminucion visible. Este comportamiento no
lineal podria deberse a interferencias experimentales o a la presencia de
compuestos con efectos bifasicos. Kang et al. (2015) reportaron que extractos
metandlicos pueden inducir apoptosis en células AGS en funcion de la dosis, por lo
que no puede descartarse una respuesta compleja dependiente de otros factores'32.

El acido hibiscus demostré una citotoxicidad marcada, reduciendo casi por completo
la viabilidad celular a 100 pg/mL (~0%) y manteniendo una viabilidad inferior al 40%
incluso a concentraciones bajas (4 pg/mL). Este efecto fuertemente concentracion-
dependiente sugiere un mecanismo citotdxico robusto. Resultados similares han
sido descritos para compuestos como la hipericina, con un ICso, de 1 ug/mL en
células AGS a las 24 horas, mediante induccion de apoptosis sin afectar a células

normales’33,
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Diversos estudios han confirmado la capacidad de los extractos de H. sabdariffa
para inducir apoptosis en células AGS. En particular, un extracto rico en polifenoles
(HPE) mostro un ICso de 0.95 mg/mL, y a 2 mg/mL indujo fragmentacion de ADN y
un aumento del 52.36% en la fase hipodiploide tras 24 horas de exposicion. Estos
efectos fueron mediados por la activaciéon de la via p53 y la cascada p38
MAPK/FasL, lo que indica una apoptosis por via mitocondrial'34.135,136,137,138,139

Otro estudio reportd que extractos de flores secas de H. sabdariffa inducen
apoptosis mediante la fosforilacion de c-Jun a través de la via JNK/p38, facilitando
la liberacion del citocromo c al citosol y la activacion de caspasas’3.

5.6 Modelo in vivo para evaluacién de los extractos

El modelo de infeccion en jerbos mongoles (Meriones unguiculatus) ha demostrado
ser una herramienta experimental robusta y altamente reproducible para el estudio
de la patogénesis de Helicobacter pylori, asi como para la evaluacion de terapias
antimicrobianas convencionales y tratamientos alternativos basados en compuestos
naturales. A diferencia de otros modelos murinos, los jerbos pueden ser colonizados
de manera persistente por cepas humanas de H. pylori que expresan genes de alta
virulencia como cagA y vacA, lo que les confiere una ventaja significativa al
reproducir de manera fiel las lesiones gastricas observadas en humanos. Estas
incluyen gastritis cronica activa, metaplasia intestinal, ulceras gastricas vy
duodenales, e incluso adenocarcinoma gastrico en condiciones de infeccion
prolongada. Esta similitud morfofuncional de la mucosa gastrica entre jerbos y
humanos, sumada a la respuesta inmunoldgica comparable—marcada por la
activacion de NF-kB y sobreexpresion de citocinas como IL-1B, TNF-a e IL-8—

constituye la base para su valor translacional40:141.142,

Ademas, la versatilidad del modelo se ha fortalecido mediante la incorporacion de
factores que incrementan la severidad de las lesiones gastricas, tales como la
administracion de dietas altas en sal, exposicion a compuestos carcinogénicos
como MNNG o la induccién de estrés fisioldgico, estrategias que permiten emular
condiciones clinicas mas complejas. Esta capacidad de simular la evolucién natural

de la infeccidn crénica convierte al jerbo en un modelo idoneo para analizar tanto la
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dinamica de colonizacién bacteriana como la progresion lesional y la eficacia de

intervenciones terapéuticas especificas 143144,

Diversos estudios han empleado este modelo para evaluar extractos de origen
vegetal con propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias. Por ejemplo, el
extracto de hojas de Wasabia japonica ha demostrado reducir el dafio oxidativo al
ADN gastrico y a los eritrocitos en jerbos infectados y sometidos a estrés fisico, lo
que se evidencio por una disminucion significativa de 8-oxodG, un marcador de
dafio genotoxico. Sekiguchi et al. (2018) complementaron estos hallazgos al
observar una reduccion en la erosion gastrica y la carga bacteriana tras la
administracion de dicho extracto y de su principio activo, el isotiocianato de alilo. De
forma similar, otros compuestos naturales como el acido 18p-glicirretinico derivado
de Glycyrrhiza glabra han demostrado efectos comparables a terapias antibidticas

al suprimir genes proinflamatorios clave como COX-2, iINOS e IL-1[3 145, 146,147,148,149

La utilidad de este modelo también ha sido explorada con extractos de Camellia
sinensis (té verde), los cuales mostraron inhibicién de la ureasa de H. pylori in vitro
y redujeron las lesiones gastricas en jerbos tratados con concentraciones de 500 a
2000 ppm durante seis semanas. Asimismo, extractos de Chenopodium
ambrosioides lograron una eficacia bactericida significativa, comparable a la terapia
triple estandar, aunque sin lograr erradicacion total en todos los casos, lo que resalta
la necesidad de combinar estrategias terapéuticas o ajustar dosis 59151,

El proceso de infeccion experimental implica la administracion oral de suspensiones
bacterianas vivas (10°-10° UFC/mL) durante varios dias, con confirmacién de
colonizacion mediante cultivo de tejidos gastricos, PCR, tinciones histolégicas e
inmunohistoquimica. La prueba rapida de ureasa (PRU), aunque cualitativa, es util
como herramienta diagnostica complementaria. En los ensayos realizados, las
tasas de infeccidn logradas oscilaron entre 66.6 % y 68.7 %, con diferencias
atribuibles al tipo de inoculo, numero de exposiciones y condiciones de aislamiento,

como la composicién antibiética del medio de cultivo.

En conjunto, el modelo de jerbo mongol se posiciona como una herramienta clave

para estudios preclinicos de infeccidn por H. pylori, especialmente util en la
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evaluacion de extractos naturales con potencial terapéutico. Su capacidad de

simular de forma fiel tanto la patogénesis como la respuesta inmunolégica humana,

y su versatilidad para adaptarse a distintas condiciones experimentales, lo hacen

particularmente valioso para el disefio de estrategias innovadoras contra esta

infeccion de alta prevalencia y relevancia clinica global (Tabla 3).

Tabla 3. Ventajas y limitaciones del modelo en jerbos para el estudio de H. pylori

intestinal y
adenocarcinoma,
similares al humano.

cancer; se requiere
infeccién prolongada
y condiciones
especificas.

Categoria Ventajas Limitaciones Bibliografia
Colonizacion Alta susceptibilidad a Requiere control 152
cepas humanas de H. riguroso de
pylori sin necesidad de condiciones
adaptacién bacteriana. | ambientales (estrés,
dieta) para asegurar
colonizacion.
Lesiones Desarrollo de gastritis No todos los 153
gastricas cronica, metaplasia animales desarrollan

Inmunopatologia

Expresa citocinas e
inflamacion semejante
al humano (IL-13, TNF-

a, etc.).

Escasa disponibilidad
de reactivos
inmunologicos
especificos para
jerbos.

154

Versatilidad
terapéutica

Util para evaluar
antibidticos, vacunas y
extractos de plantas
con propiedades
terapéuticas.

Dificultad para
traducir dosis de
extractos naturales a
equivalencias clinicas
humanas.

152

Modelo
translacional

Similaridad fisiologica
del estdbmago con
humanos; mejor que en
ratones o ratas.

Menor disponibilidad
comercial; mas
costoso y complejo
que modelos
murinos.

155

Reproducibilidad

Permite reproducir de
manera controlada la
progresion de la
infeccion.

Variabilidad individual
en la respuesta a la
infeccion o
tratamientos.

156

En el primer aislamiento realizado a los nueve jerbos no se logré recuperar colonias
de H. pylori, probablemente debido al nivel de dilucion aplicado en el sembrado

sobre agar sangre. Ademas, se observo crecimiento de colonias contaminantes, lo
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cual se atribuye al uso limitado de agentes selectivos, ya que el medio solo contenia

tres antibidticos: vancomicina, trimetoprim y acido nalidixico (Figura 25).

cero -1 -2 -3

Figura 24. Primer aislamiento de H. pylori del estbmago de los jerbos

En el segundo aislamiento realizado a 14 jerbos, se logré recuperar colonias
compatibles con H. pylori (Figura 26). Ademas, mediante la prueba rapida de ureasa
se confirmo la infeccion en 11 de los 16 jerbos inoculados, lo que representa una
tasa de infeccion del 68.7 %.

.o ~

Figura 25. Segundo aislamiento de H. pylori del estomago de los jerbos, utilizando una
prueba rapida en disco de papel.

En el tercer aislamiento, que incluy6 a nueve jerbos reinoculados con tejido gastrico
de animales previamente infectados y posteriormente expuestos tres veces a dosis
masivas de H. pylori, se obtuvo una tasa de infeccién del 66.6 % (6 de 9 jerbos). En
este caso, se logro recuperar colonias de H. pylori en las placas de agar sangre,
utilizando unicamente las diluciones 0 y =1, con un volumen de 0.1 mL por placa,

suplementadas con 10 % de sangre. (Figura 27).
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Figura 26. Tercer aislamiento de H. pylori del estbmago de los jerbos, utilizando una prueba répida en disco de papel.

Cabe destacar que, para este aislamiento, se emple6 una mezcla de antibiéticos
compuesta por polimixina, vancomicina, trimetoprim y acido nalidixico, con el

objetivo de evitar el crecimiento de colonias contaminantes.

El aislamiento exitoso de H. pylori a partir de muestras clinicas, como biopsias
gastricas, requiere condiciones especializadas debido a sus exigencias
nutricionales especificas y su lento crecimiento’. Uno de los principales desafios
en el cultivo de H. pylori radica en evitar la proliferacion de bacterias contaminantes
provenientes de la microbiota gastrica o presentes en las propias muestras’®®. Para
superar este obstaculo, se utilizan medios de cultivo enriquecidos y selectivos,
formulados con una combinacion de antibidticos que inhiben el desarrollo de
microorganismos no deseados sin comprometer el crecimiento del patdégeno

objetivo™s9.
Entre los medios mas utilizados para el aislamiento de H. pylori se encuentra el agar

sangre, particularmente el agar Columbia suplementado con 5-10 % de sangre
desfibrinada de caballo u oveja, que proporciona los nutrientes esenciales para su
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crecimiento'®?. A este medio se le adicionan antibiéticos especificos para inhibir el

desarrollo de microorganismos contaminantes, entre los que destacan:

e Vancomicina: para inhibir bacterias Gram-positivas.

« Polimixina B o colistina: para inhibir algunas Gram-negativas.

o Trimetoprim: que ayuda a suprimir el crecimiento de contaminantes Gram-
negativos.

« Anfotericina B o nistatina: para prevenir el crecimiento de hongos.

Esta combinacion antibidtica da lugar a medios selectivos, como el medio de Skirrow
o el de Dent, los cuales favorecen la recuperacion de H. pylori al limitar la

competencia con otros microorganismos presentes en la muestra'®’.

En los modelos experimentales con jerbos mongoles, el aislamiento de H. pylori a
partir del contenido gastrico o biopsias post mortem es fundamental para confirmar
la colonizacion y evaluar la viabilidad de la cepa tras la infeccion. Diversos estudios
han demostrado que, tras inocular jerbos con cepas clinicas de H. pylori, es posible
recuperar la bacteria en cultivo incluso semanas después, siempre y cuando se
mantengan condiciones microaerofilicas controladas y se utilicen medios selectivos
adecuados'?. El crecimiento bacteriano suele observarse a los 3-7 dias, y la
morfologia caracteristica (colonias translucidas, redondas y convexas) permite su
diferenciacion preliminar, que se confirma por pruebas bioquimicas (ureasa,

catalasa, oxidasa) y PCR 6.

Interesantemente, se ha observado que la virulencia de H. pylori puede aumentar
tras sucesivos pasajes en animales infectados. En estudios de pasajes seriados
(transplantes consecutivos de microbiota gastrica infectada de un jerbo a otro), las
cepas recuperadas mostraron mayor capacidad de colonizacion, inducian
inflamacion mas severa y tenian una expresion incrementada de genes de virulencia
como cagA y vacA 62163 Este fendmeno ha sido interpretado como una adaptacion
al microambiente gastrico del hospedero, donde las cepas que logran persistir
adquieren ventajas selectivas que potencian su patogenicidad. EI modelo del jerbo
ha sido clave para estudiar esta evolucién in vivo, ya que reproduce de forma

confiable la progresion de lesiones gastricas similares a las humanas '%°.
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Ademas, estos pasajes también parecen influir en la estructura del microbioma
gastrico del hospedero. Se ha documentado que la colonizacion crénica por cepas
altamente virulentas puede alterar la composicion bacteriana nativa del estdmago
del jerbo, facilitando la dominancia de H. pylori y reduciendo la diversidad
microbiana 4. Estas observaciones refuerzan la utilidad del modelo de jerbo no
solo para estudios de patogénesis y evolucion bacteriana, sino también para
investigar la interacciéon entre microbiota y patdégeno, asi como la eficacia de

terapias antimicrobianas y probidticas en entornos dinamicos.

Uno de los mecanismos que podria explicar el aumento progresivo de la virulencia
de H. pylori tras pasajes seriados es la regulacion genética mediada por quorum
sensing (QS), un sistema de comunicacion bacteriana basado en la densidad
poblacional. Durante la colonizacién sostenida en el ambiente gastrico del jerbo, las
bacterias acumulan autoinductores que activan rutas de expresidn génica asociadas
a factores de virulencia, como cagA, vacA, ureasa y proteinas de adhesion "5, Este
fendbmeno no solo facilita la adaptacion al microambiente gastrico del nuevo
hospedero, sino que también optimiza estrategias colectivas de evasion
inmunolégica y formaciéon de biofilm, incrementando asi la persistencia y
patogenicidad de la cepa '%¢. Estudios en modelos animales han demostrado que
H. pylori puede modular la intensidad de su respuesta inflamatoria y su capacidad
colonizadora a través de sistemas QS, como los regulados por el gen luxS, lo que
podria amplificarse con cada pasaje de microbiota en jerbos '%7. Por tanto, el modelo
de pasajes seriados no solo selecciona variantes mas adaptadas, sino que también
puede inducir una regulacion epigenética y transcriptomica dependiente del QS,

contribuyendo a una evolucion acelerada del fenotipo virulento.

6. Conclusiones

Los resultados de este estudio evidencian el potencial terapéutico que poseen los
extractos derivados de Hibiscus sabdariffa, especialmente el extracto acetonico y el
acido hibiscus, frente a la infeccion por Helicobacter pylori y la proliferaciéon de

células cancerigenas gastricas.
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En particular, el extracto acetonico mostré una actividad antimicrobiana significativa,
destacandose principalmente por su capacidad para inhibir la actividad ureasica, un
proceso clave que H. pylori utiliza para sobrevivir y colonizar eficazmente el
ambiente acido del estbmago. La ureasa facilita la neutralizacion del pH local al
hidrolizar la urea en amoniaco y diéxido de carbono, lo que protege a la bacteria de
la acidez gastrica y contribuye a su persistencia cronica. La marcada inhibicion
observada a concentraciones elevadas del extracto acetonico subraya no solo la
eficacia, sino también la importancia de la dosis para maximizar el efecto
antimicrobiano, evidenciando un efecto concentracién-dependiente que puede ser

optimizado en formulaciones terapéuticas futuras.

Por otro lado, el acido hibiscus demostré una notable actividad citotdxica frente a la
linea celular AGS, una linea celular humana representativa del carcinoma gastrico.
Este efecto sugiere que el acido hibiscus induce mecanismos celulares similares a
los de compuestos proapoptdoticos reconocidos, los cuales promueven la muerte
programada de células tumorales, reduciendo asi la proliferacion y la viabilidad de
las mismas. La similitud con estos compuestos sugiere que el acido hibiscus podria
activar rutas intracelulares relacionadas con la apoptosis, como la activacion de
caspasas o la alteracion del equilibrio redox celular, aunque estos mecanismos
especificos deberan confirmarse con estudios posteriores. Este hallazgo posiciona
al acido hibiscus como un agente prometedor para el desarrollo de terapias
antineoplasicas naturales, complementando los tratamientos convencionales contra

el cancer gastrico.

En cuanto al modelo experimental empleado, la infeccion por Helicobacter pylori en
jerbos resulto altamente efectiva para establecer colonizacidn gastrica con tasas de
infeccion consistentes y reproducibles, oscilando entre el 66.6 % y el 68.7 %. Estos
valores reflejan la robustez del modelo y su adecuacion para simular la infeccion
humana, considerando variables criticas como el tipo de inéculo utilizado, el nimero
de exposiciones y las condiciones especificas del medio de cultivo. La utilizacion de
la prueba rapida de ureasa (PRU) como herramienta diagndstica complementaria
facilito la deteccion temprana y confiable de la infeccion, aportando un método
sencillo y rapido para confirmar la presencia bacteriana. Asimismo, la optimizacion

de las condiciones para el aislamiento bacteriano, mediante ajustes en la dilucién
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del inoculo, el volumen aplicado y la suplementacion del agar sangre con
antibioticos selectivos, permiti6 mejorar notablemente la recuperacion de colonias
compatibles con H. pylori. Estos ajustes resultaron cruciales para minimizar el
crecimiento de contaminantes y potenciar el aislamiento especifico de la bacteria,
consolidando la validez del protocolo experimental y estableciendo una base soélida
para estudios posteriores de evaluacién terapéutica y desarrollo de nuevos agentes

antimicrobianos.

En conjunto, los datos obtenidos en este estudio permiten concluir que Hibiscus
sabdariffa representa una fuente natural con propiedades duales de gran relevancia
clinica y cientifica: por un lado, posee efectos antimicrobianos efectivos contra H.
pylori, la bacteria implicada en diversas enfermedades gastricas, y por otro, exhibe
actividad citotoxica frente a células tumorales gastricas, abriendo la posibilidad de
su aplicacion tanto en infecciones como en el cancer gastrico. Esta diferenciacion
de efectos, atribuible al tipo de extracto utilizado, aporta evidencia experimental
sélida que respalda la consideracion de Hibiscus sabdariffa como un recurso valioso
para la investigacion y desarrollo de terapias complementarias y alternativas en el
manejo de enfermedades gastricas con origen infeccioso y neoplasico. No obstante,
si bien estos resultados son altamente prometedores, su traduccion clinica efectiva
requerira la realizacion de estudios adicionales que incluyan ensayos in vivo mas
extensos, analisis toxicologicos, asi como investigaciones clinicas que validen la
seguridad, dosificacion Optima y eficacia terapéutica en pacientes humanos.
Ademas, seria pertinente evaluar si el extracto presenta actividad citotoxica en
células sanas, ya que la selectividad frente a células tumorales es esencial para

minimizar efectos adversos y garantizar su seguridad clinica,

7. Perspectivas del proyecto

Hibiscus sabdariffa es una planta rica en compuestos bioactivos cuya eficacia
depende del tipo de solvente y técnica de extraccion utilizada. En particular, el acido
hibiscus extraido con metanol ha mostrado potencial terapéutico contra
Helicobacter pylori, incluyendo cepas resistentes a antibioticos, gracias a su
capacidad para interferir con el crecimiento bacteriano y la virulencia (formacion de

biopeliculas, actividad ureasica).
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Aunque sus beneficios son prometedores y su bajo costo, disponibilidad y perfil de
seguridad lo hacen atractivo, se requieren estudios adicionales para evaluar su
toxicidad, biodisponibilidad, interacciones con medicamentos y eficacia en modelos
in vivo. La citotoxicidad observada en células AGS podria implicar un potencial
antitumoral si se confirma su selectividad y mecanismo (apoptosis, necrosis o

autofagia), pero también representa una advertencia si afecta células normales.

El modelo animal del jerbo de Mongolia es util para evaluar la adaptacion y virulencia
de H. pylori, especialmente tras pasajes seriados, que aumentan la agresividad
bacteriana. Este modelo permite probar la eficacia del extracto de H. sabdariffa

frente a infecciones avanzadas.
Finalmente, se recomienda investigar combinaciones del extracto con antibidticos

para reducir dosis y toxicidad, y evaluar silas concentraciones efectivas son seguras

para su uso terapéutico oral.
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Anexos

HIMFG 43504 Cinvestav 700392

Figura 27. Cepas H. pylori : Cepas utilizadas de H. pylori provenientes del Hospital Infantil de México
Federico Gémez “HIMFG” (izquierda) y del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional “CINVESTAV” (derecha).
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gura 28. Ensay MTT en células AGS.
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