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Abstract

En el presente estudio, se determiné el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de las hojas de
Lippia alba contra tres aislados de Helicobacter pylori.

Se requieren estudios adicionales que permitan establecer el potencial uso clinico del extracto acuoso en
combinacién con los tratamientos antibioticos.

Helicobacter pylori, Lippia alba, inhibicion, actividad bactericida.

Lippia alba (Mill) N.E. Brown is a medicinal plant known in Colombia as “prontoalivio” (= fast relief). It is used
for the treatment of multiple gastro-intestinal ailments. The essential oil, the aqueous and alcoholic extracts
obtained from the plant have demonstrated antibacterial, antiviral, anti-parasitic and antimycotic power.

In the current in vitro study of the aqueous extracts from Lippia alba leaves against three isolated
Helicobacter pylori cultures, it was determined that there was an antibacterial effect.

There are needed additional studies that allow to establish the potential clinical use of the aqueous extracts
in combination with the antibiotic treatment.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori coloniza y permanece enla mucosa géstrica
humana desencadenando una importante respuesta inflama-
toria. La infeccién se adquiere principalmente en la infancia,
persiste por afios o por todala vida yla presencia de la bacteria
enla mucosa géstrica se asocia con diferentes tipos de gastritis
croénica, con ulceras pépticas y tumores malignos como linfo-
mas de tipo MALT (de su sigla en inglés Mucosal Associated

Lymphoid Tissue) y adenocarcinomas (1). En varios estu-
dios, se ha asociado a enfermedades extradigestivas como la
enfermedad coronaria, el fenémeno de Raynaud y enferme-
dades inmunitarias (2). Desde 1994, la Agencia Internacional
para la investigacién del Cancer de la Organizaciéon Mundial
de la Salud, lo ha incluido entre los agentes cancerigenos de
tipo 1. Se estima que mds del 60% de la poblacién mundial
estd infectada por H pylori, convirtiéndose en la infeccién
bacteriana crénica mas comun de los humanos (3, 4).
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En Colombia se han reportado prevalencias de la infec-
cién en ninos y adultos sometidos a endoscopia digestiva
alta del 61% y 70%, respectivamente (S, 6).

En la actualidad se recomienda para el tratamiento de
erradicacion de la bacteria, la utilizacién por 10 é mas dias
de medicamentos inhibidores de la bomba de protones
(omeprazol, lansoprazol, etc.) y dos antibidticos como la
amoxicilina y la claritromicina; sin embargo, aproximada-
mente el 20% de los tratamientos fracasa en erradicar la
bacteria, debido principalmente a la resistencia bacteriana
a los antibidticos y a la falta de adherencia de los pacientes
alos esquemas terapéuticos (7, 8).

En Colombia, se ha determinado la resistencia al metro-
nidazol en mdas del 80% de las cepas de H. pylori estudiadas,
por lo que no se recomienda el uso de este medicamento
con fines terapéuticos en nuestro pais (9). También se
reporta un aumento en las cifras de resistencia primaria
a la claritromicina en todo el mundo; los informes inter-
nacionales muestran prevalencias de resistencia para este
firmaco que van desde el 1% al 58% de los aislados de H.
pylori. En Colombia, se ha determinado una resistencia del
15% de los aislados bacterianos (8, 10-12).

La utilizacién de plantas o de sus extractos para la cura-
cion de diversas infecciones es una practica antigua, cono-
cida por multiples culturas y de amplia utilizacién en la
actualidad (13-17).

La gran frecuencia de sintomas digestivos (dispepsia,
dolor abdominal, alteraciones del habito intestinal, etc.) y de
enfermedades reconocidas (reflujo gastroesofagico, gastritis,
tilceras pépticas, enfermedad diarreica, etc.) en la poblaciéon
humana, hace que la utilizacién de plantas sea la primera
medida terapéutica que se realiza, por su ficil disponibilidad,
bajos costos econémicos y efectividad (18-21).

La alta prevalencia de enfermedades asociadas a la
infeccion por H. pylori, la creciente resistencia del micro-
organismo a los antibidticos, con el subsecuente fracaso
terapéutico, el aumento de los costos econdémicos de los
tratamientos; ha motivado a que desde hace varios afos, se
intenten opciones de tratamiento con plantas tradicionales
de varias regiones del mundo (22-33).

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britt & Wils. (Verbenaceae),
conocida en Colombia como “prontoalivio’, es un arbusto
originario del bosque seco tropical y subtropical ameri-
cano, que crece en ambientes donde la intensidad lumi-
nica pueda ser alta. La distribucidn natural de esta planta
aromitica es amplia; desde el sur de los Estados Unidos,
toda Centro América y América del Sur hasta el norte de
Argentina. Tradicionalmente, se emplean infusiones de las
hojas y las flores como sedante, digestivo, febrifugo, carmi-
nativo, espasmolitico, emenagogo, antidiarreico, dolores en
general y en diversas afecciones estomacales (34-37).

Estudios realizados del aceite esencial de hojas de Lippia
alba, cultivada en diferentes regiones de Colombia, mues-
tran la existencia de tres quimiotipos en los departamen-
tos de Cundinamarca, Tolima, Boyacd, Valle del Cauca,
Santander, Antioquia, Quindio y Cesar; se encuentra el
quimiotipo A caracterizado por su alto contenido de car-
vona (41%) y limoneno (36%) también denominado qui-
miotipo I1I (38).

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad anti-
bacteriana del extracto acuoso de Lippia alba contra H.
pylori (prontoalivio) planta de uso tradicional en toda
América Latina para el manejo de la dispepsia, el dolor
abdominal y cuadros diarreicos.

MATERIALES Y METODOS

Planta: Lippia alba (Mill.) N.E. Brown. ex Britt. & Wils.
(Verbenaceae) fue recolectada en septiembre de 2009 en la
finca Las Alicias (N 05° 52" 41" O 73° 40" 33"); tempera-
tura 20°C, 86% HR, PAR 338 pmoles/m’seg en la vereda
Penitas, Puente Nacional, Santander; registro Herbario
Nacional COL 511011 (J. L. Ferndndez-2005).

Preparacion de los extractos

Lippia alba: Para la obtencién del extracto liofilizado,
se tomaron 50 g de hojas de L. alba secas y molidas.
Posteriormente se tomd una parte de la planta por diez
volimenes de agua. Para la maceracién inicial se tomaron
1 parte de la planta y 3 partes de agua caliente (90 °C). La
mezcla obtenida fue macerada con mortero y pistilo y se
dej6 en reposo durante quince (15) minutos; después se
colocd la solucion en un bano Maria y se dejo en agitacién
constante, a una temperatura por debajo de 90°C durante
S minutos. Luego se dejo enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente se filtr6 por embudo por el método
Buchnery el extracto obtenido fue liofilizado obteniéndose
2.419 g de Lippia alba (39).

Aislados bacterianos de H. pylori: Se evaluaron dos ais-
lados de H. pylori procedentes del cepario del Laboratorio
de Bacteriologia del Departamento de Microbiologia de la
Universidad Nacional de Colombia obtenidos de pacientes
con diagndstico de ulcera gastrica y gastritis créonica ero-
siva y la cepa de referencia NCTC 11637. Estas muestras
estaban preservadas a -70°C en caldo BHI (MERCK)
mas 20% de glicerol. Estos aislados se recuperaron en agar
Wilkins Chalgren, suplementado con suero de caballo
al 7% (DIFCO), Vitox (OXOID SR0091), y suplemento
antibiotico para H. pylori (OXOID SR0147), los cultivos
fueron colocados en incubadora de CO, en condiciones de
microaerofilia, humedad y temperatura adecuadas para su

Actividad bactericida de extractos acuosos de Lippia alba (Mill.) N.E. Brown contra Helicobacter pylori 83



crecimiento, las bacterias fueron identificadas por la colora-
cién de Gram y las reacciones de ureasa, catalasa y oxidasa.

Evaluacion de los extractos acuosos

Preparacién de la bacteria: Se preparé un in6culo de cada
una de cepas bacterianas en agua destilada estéril, se homo-
genizaron en agitador Vortex por 30 segundos, la suspen-
sion fue calibrada nefelométricamente con la escala Mac
Farland (10° UFC).

Preparacion de los extractos acuosos: Con el liofilizado
obtenido de Lippia alba se realizaron diluciones en agua
destilada estéril, las concentraciones finales fueron de 100,
50,25, 5, 0,5y 0,25 mg/ml del extracto de la planta.

Determinacién bactericida del extracto: La actividad bacte-
ricida de los extractos acuosos fue determinada por la téc-
nica descrita previamente por O’Mahony y colaboradores
(27). Cada una de las concentraciones del extracto de L.
alba (100, 50, 25, 5, 0,5 y 0,25 mg/ml) se pusieron en con-
tacto con los tres indculos bacterianos, cepa NCTC 11637,
los aislados M8 procedentes de una paciente con tlcera
gastrica y el M10 procedentes de un paciente con gastritis
erosiva durante un periodo de 20 minutos. De cada uno de
los ensayos se sembraron 150 ml en cajas de Petri con Agar
Wilkins-Chalgren (Becton-Dickinson) enriquecido con
suero de caballo al 7% y Vitox (OXOID), y fueron llevados
a incubacién en condiciones de microaerofilia. Todos los
ensayos fueron realizados por duplicado. La efectividad
bactericida de los extractos acuosos contra los diferentes
aislados de H. pylori se evalu6é observando la inhibicién
del crecimiento bacteriano comparandolo con el control
de viabilidad de cada uno de los ensayos y los resultados se
expresaron como porcentaje de inhibicién del crecimiento
bacteriano (27,40, 41).

RESULTADOS

El extracto acuoso de L. alba fue evaluado a diferentes con-
centraciones para establecer si presentaba inhibicion del
crecimiento H. pyloriy determinarla concentracién minima
bactericida del extracto en un periodo de exposicién de 20
minutos. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 1,
donde se observan las diferentes concentraciones a las que
fue probado el extracto acuoso, el tiempo y los porcentajes
de inhibicién del crecimiento de los aislados obtenidos de
pacientes con patologias gastricas y de la cepa de referencia
NCTC 11637.

En la tabla 1 se aprecia que el extracto acuoso de Lippia
alba presenta una inhibicién completa del crecimiento bac-
teriano a los 20 minutos con las tres cepas analizadas; se
encontrd una concentracién minima bactericida (CMB) de
0,5 mg/ml y se observé que entre mayor es el tiempo de
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exposicion del indculo bacteriano al extracto acuoso mayor
serd la actividad bactericida. Este extracto posee un alto
efecto inhibitorio en la crecimiento de H. pylori.

Tabla 1. Actividad bactericida de extractos acuosos de Lippia alba
contra Helicobacter pylori.

Aislados Helicobacter pylori

Extracto acuoso NCTC 11637 M8 M10
Lippia alba

Concentracion

100 mg/ml Inhibicion 100% Inhibicién 100% Inhibicion 100%

50 mg/ml Inhibicion 100% Inhibicion 100%  Inhibicién 100%

25 mg/ml Inhibicién 100% Inhibicion 100% Inhibicién 100%

5 mg/ml Inhibicion 100% Inhibicién 100% Inhibicion 100%

0,5 mg/ml Inhibicién 100% Inhibicion 100%  Inhibicion 100%

0,25 mg/ml Inhibicion 0%  Inhibicion 0%  Inhibicién 0%

DISCUSION

Al considerar factores como la alta prevalencia de enferme-
dades gastroduodenales benignas y malignas asociadas a
la infeccion por Helicobacter pylori, la falta de adherencia a
los tratamientos, los efectos indeseados de la terapia com-
binada, la creciente resistencia del microorganismo a los
antibidticos y los subsiguientes fracasos terapéuticos que
conllevan al aumento creciente en los costos econdmicos,
es necesario plantear la busqueda de opciones terapéu-
ticas nuevas y seguras que permitan mejorar las tasas de
erradicacion de la bacteria. En paises en vias de desarrollo,
especialmente en poblaciones rurales y marginales de los
centros urbanos, la utilizacién de preparados (infusiones,
decocciones, etc.) a partir de plantas es la primera opcién
terapéutica debido a su disponibilidad, bajos costos y efec-
tividad, surgiendo asi como una alternativa terapéutica
viable.

En Colombia es ampliamente reconocido el uso tradi-
cional de plantas medicinales para el tratamiento de dife-
rentes dolencias gastrointestinales (35). Entre otros ante-
cedentes, se tiene que el estudio realizado con los extractos
acuosos de diferentes especies vegetales de amplio uso
culinario y medicinal en Asia (Ciircuma longa, Borago offi-
cinalis, Capsicum annum, Zingiber officinale, Origanum vul-
gare, Nigella sativa y Cuminum cyminum) reporta un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de siete cepas de H. pylori
(27). Adicionalmente, Castillo-Judrez y cols, estudiaron la
actividad antibacteriana in vitro de 53 plantas medicinales
que se emplean tradicionalmente en México, y utilizando
la técnica de dilucién en agar sobre varias cepas de H.
pylori encontraron que los mayores efectos inhibitorios se
presentaron con los extractos acuosos de Artemisia ludovi-
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ciana subsp. mexicana, Cuphea aequipetala, Ludwigia repens
y Mentha piperita (42).

El objetivo de este trabajo fue evaluar si el extracto acuoso
de Lippia alba, planta de amplia distribucién en Colombia,
de facil adquisicién y bajo costo econémico, posee propie-
dades inhibitorias sobre el crecimiento de aislados de H.
pylori. Los principales usos tradicionales reportados para
esta planta estdn relacionados con problemas gastrointes-
tinales, respiratorios, cardiovasculares y en desérdenes
del sueno o ansiedad. Ademas, diversas publicaciones han
evaluado las propiedades antiviral, antifingica, antiproto-
zoaria, neurosedante, analgésica, antiinflamatoria, antioxi-
dante y cardiovascular de extractos obtenidos de L. alba
(37,48-50).

El aceite esencial demostrd actividad antibacteriana en
especial contra gérmenes grampositivos, con valores de las
concentraciones inhibitorias minimas entre 0,3 y 0,63 mg/
mlw. Los extractos alcohdlicos (etanélico y metanélico) de
las raices de Lippia alba mostraron actividad bactericida
contra las cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P,
ATCC 6538), Klebsiella pneumonia (ATCC 10031) (44).
Los aceites esenciales de Lippia alba mostraron actividad
inhibitoria del crecimiento de las cepas de C. albicans
(ATCC 14053), S. aureus (ATCC 6538) y E. coli (ATCC
25992) (45). Los extractos cloroférmicos, aceténicos,
etanolicos de la raiz de Lippia alba mostraron actividad
antimicrobiana in vitro (por la técnica de disco de papel)
contra cepas de Staphycoccus aureus, Micrococus luteus,
Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis, Candida albicans,
Monilia sitophila. El extracto etanélico de Lippia alba sirve
como antibacteriano (inhibe crecimiento de Vibrio para-
haemolyticus) y antimicético (Aspergillus Niger) (43-47).

Los aceites esenciales de la Lippia alba, citral y carvona
mostraron actividad antimicética contra Aspergillus fumi-
gatus y Candida krusei (48). Ademads, recientemente se
ha demostrado efecto inhibitorio sobre virus patégenos
humanos de alta prevalencia en América latina como son el
virus de la fiebre amarilla y virus del dengue (49, 50).

Al momento de la elaboracién del manuscrito no se
encontraron referencias relacionadas con la utilizacién de
extractos acuosos de esta especie vegetal como bactericida
contra H. pylori. Quizés el inico acercamiento para estable-
cer la actividad antiulcerogénica, mds no anti-H. pylori, fue
el trabajo experimental desarrollado por Pascual y colabo-
radores, donde se informé que la infusién de Lippia alba a
una dosis de 12,5 g de planta seca/kg de peso mostrd un
efecto protector ante la agresion por indometacina a dosis
de 50 mg/kg p.o durante cinco dias y ningun efecto lesivo
en la mucosa géstrica de ratas Wistar (51). Este hallazgo,
aunado con los resultados obtenidos en este estudio donde
se observo inhibicién del crecimiento de tres aislados de H.
pylori (una cepa de referencia y dos aislados de pacientes)

por parte del extracto acuoso de L. alba a una concentra-
cién minima bactericida de 0,5 mg/ml, en un tiempo de
contacto no mayor de 20 minutos, plantean la potencial
utilidad terapéutica de la planta en personas con diferen-
tes formas de gastritis y con tlceras pépticas aprovechando
el efecto gastroprotector e inhibidor de la planta sobre H.
pylori.

Es importante resaltar que el empleo de L. alba en infu-
sién representa una ventaja logistica sobre los procesos
empleados para la obtencién de los preparados de L. alba
comunmente reportados como antibacterianos (aceite
esencial y extracto alcohélico), ya que estos requieren de
una infraestructura especifica y de la participacion de per-
sonal calificado, condiciones no siempre disponibles para
las poblaciones mas vulnerables econémicamente.

En conclusién, reportamos por primera vez el efecto
inhibitorio in vitro del extracto acuoso de Lippia alba sobre
el crecimiento de H pylori. Se requieren estudios adicio-
nales que permitan establecer el potencial uso clinico del
extracto acuoso, ya sea solo o en combinacién con la tera-
pia triple empleada actualmente. Algo similar a lo que se
pretende realizar en un futuro con L. alba se ha publicado
recientemente para otra especie. La investigacion llevada a
cabo fue un estudio clinico con Nigella sativa que demos-
tré que la utilizacién de la planta a una dosis de 2 g/dia en
combinacién con omeprazol 40 mg/dia tiene una tasa de
erradicacion de H. pylori del 67% comparada con la terapia
triconjugada (omeprazol, amoxicilina, claritromicina por
10 dias) que mostrd una tasa de erradicacion del 82% (52).

Elaumento en la prevalencia en la resistencia del H. pylori
a los antibiéticos, plantea la necesidad de encontrar nuevas
y seguras modalidades terapéuticas para la erradicacion de
la infeccién y el tratamiento de diversas enfermedades gas-
troduodenales. El empleo en humanos de extractos vegeta-
les solos o en combinacién con antibiéticos es una de esas
potenciales alternativas terapéuticas que deben explorarse.
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