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Resumen

Introduccion: El cancer gastrico (CG) es la principal causa de muerte por cancer en Colombia y de etiologia mul-
tifactorial, asociada a factores genéticos del huésped, factores ambientales y el oncopatogeno Helicobacter pylori
(H. pylori) como el principal factor de riesgo de la enfermedad. El aguacate (Persea americana var. Hass, (P.
americana)) posee un alto contenido de polifenoles, con actividad bactericida, antioxidante, anti-ureasa, y antin-
flamatoria, que a su vez limitan los cambios en el ambiente gastrico que favorecen la colonizacion de la bacteria y
posterior desencadenamiento de la cascada precancerosa. Objetivo: Evaluar la concentracion minima inhibitoria
de fracciones polifenolicas de la semilla de P. americana sobre el crecimiento in vitro de H pylori. Resultados: La
evaluacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de las tres fracciones obtenidas de la semilla de P. ame-
ricana en cultivo de H. pylori in vitro, mostr6 que las fracciones uno y dos inhibieron el crecimiento bacteriano
a 3000 ppm, mientras que la fraccion 3 a 1500 ppm, P< 0,05. Conclusion: Se encontraron tres biofracciones po-
lifenolicas de la semilla P. americana, principalmente constituidas por procianidinas, con actividad antibacterial
in vitro de Helicobacter pylori, sin embargo, la fraccion tres, de mayor peso molecular, inhibid el crecimiento de
manera significativa a una CMI de 1500 ppm, comparada con las fracciones uno y dos.

Palabras clave: Antibacteriano, cancer gastrico, concentracion minima inhibitoria, inhibicion (DeCS/MESH).
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Abstract

Introduction: Gastric cancer (GC) is the main cause of cancer death in Colombia and of multifactorial etiology,
associated with genetic factors of the host, environmental factors and the oncopathogen Helicobacter pylori (H.
pylori) as the main risk factor of the disease. The avocado (Persea americana var. Hass, (P. americana)) has a
high content of polyphenols, with bactericidal, antioxidant, anti-urease, and anti-inflammatory activity, which in
turn limit changes in the gastric environment that favor colonization bacteria and subsequent triggering of the
precancerous cascade. Objective: To evaluate the minimum inhibitory concentration of polyphenolic fractions of
P. americana seed on the in vitro growth of H pylori. Results: The evaluation of the minimum inhibitory concen-
tration (MIC) of the three fractions obtained from the P. americana seed in H. pylori culture in vitro, showed that
fractions one and two inhibited bacterial growth at 3000 ppm, while fraction 3 at 1500 ppm, P <0.05. Conclusion:
Three polyphenolic biofractions of the P. americana seed were found, mainly constituted by procyanidins, with
in vitro antibacterial activity of Helicobacter pylori, however, fraction three, with a higher molecular weight,
significantly inhibited growth at a MIC of 1500 ppm, compared to fractions one and two.

Keywords: Antibacterial, gastric cancer, minimum inhibitory concentration, inhibition. (DeCS/MESH).

Introduccién

El cancer gastrico (CQG) es la principal causa de muerte
por cancer en Colombia; con una etiologia multifacto-
rial, asociada a factores genéticos del huésped, factores
ambientales y el oncopatogeno Helicobacter pylori (H.
pylori) como el principal factor de riesgo de la enfer-
medad (1), infectando a més del 50% de la poblacion
mundial (2). La incidencia de CG en la region andina de
Narifio es una de las més altas del mundo (150 por cada
100.000 habitantes) y en particular la prevalencia de la
infeccion por H. pylori en la region de Narifio supera
el 90% la cual, en la mayoria de los casos, representa
el agente causal de gastritis cronica, enfermedad ulcero
péptica y cancer gastrico (3).

El CG esta precedido por un prolongado proceso pre-
canceroso que dura varias décadas (cascada precance-
rosa), comenzando por la infeccion con H. pylori (3).
En consecuencia, la erradicacion de la infeccion se
plantea como la unica estrategia valida de prevencion
de CG (4). Los esquemas de tratamiento estandar (tri-
ple terapia), tendientes a la erradicacion de H. pylori
involucran como primera linea de tratamiento en clini-
ca un inhibidor de bomba de protones, claritromicina y
amoxicilina (5). Sin embargo, el incremento del fracaso
terapéutico se ha reflejado en una disminucion signifi-
cativa (60 al 75%), del éxito de la erradicacion de H.
pylori en Colombia. Entre los principales factores del
fracaso terapéutico esta la baja adherencia al tratamien-
to, la baja cobertura del sistema de seguridad social en
salud a la poblacion a riesgo de CG y el aumento de re-
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sistencia de H. pylori a los diferentes antibidticos (6,7).
Por tanto, es necesario buscar nuevas estrategias que
permitan coadyuvar los tratamientos convencionales y
mejorar el aclaramiento de la infeccion por H. pylori en
particular el municipio de La Florida Narifio, poblacion
andina considerada de alto riesgo de CG.

Estudios previos indican que propiedades antioxidan-
tes y contenidos fenodlicos presentes en frutas como el
aguacate, poseen agentes antibacteriales, antioxidantes,
antiinflamatorio, en donde el fraccionamiento de estos
compuestos ha mostrado moléculas tales como &cido
cafeoilquinico, flavonoides fenilpropanoides y taninos,
con actividad antitumoral en ratones (8). También se
demostro que los polifenoles del aguacate (Persea ame-
ricana) degradan la membrana celular y desnaturalizan
la enzima ureasa de H. pylori que media el proceso de
su colonizacion en la mucosa gastrica (9). Haciéndose
importante identificar la o las fracciones polifenolicas
de la semilla del aguacate (Persea americana var. Hass)
con mayor capacidad anti- H. pylori, que permitan acer-
carse a la identificacion y desarrollo de nuevos com-
puestos con potencial farmacéutico.

Materiales y métodos:

Ensayos para detectar CMI de cada extracto obte-
nidos de aguacate. El protocolo se realizé segun las
descripciones del manual: Método de determinacion de
sensibilidad antimicrobiana por dilucion (MIC testing)
(10). El método de dilucion doble en agar se us6 para
determinar la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)
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la cual en este estudio fue definida como concentra-
cién mas baja del extracto de la semilla del aguacate
que puede inhibir el crecimiento visible de H. pylori
después de diez dias de incubacion en condiciones de
microaerofilia.

Preparacion de soluciones stock. se prepar6 una solu-
cion stock para cada fraccion las cuales fueron propor-
cionadas por el grupo de salud publica, la concentracion
de esta solucion inicial para cada extracto fue de 24.000
ppm, para lo cual se peso6 0,6 g de la muestra en una ba-
lanza analitica y se disolvid inicialmente en un beaker
de 50 mL con 10 mL de agua destilada estéril, con la
ayuda de un magneto sobre la plancha de agitacion sin
aumentar la temperatura. Una vez disuelta se paso el
contenido a un balén aforado de 25 mL y se completo
el aforo con agua destilada estéril, se trasvaso el conte-
nido a un tubo falcon estéril y se coloco en luz UV toda
la noche para esterilizar el contenido. Para evitar algiin

tipo de degradacion ocasionado por la luz ambiental,
se cubri6 los tubos con papel aluminio y finalmente se
conservo estas muestras a -80 °C en el freezer.

Preparacion de medios de cultivo. Se prepard un me-
dio de cultivo de agar Mueller Hinton con suplemento
de 10% de sangre desfibrinada de cordero, 1% del su-
plemento Isovitalex y la cantidad en mililitros requerida
de cada extracto para cada concentracion en un rango
desde 375 a 6000 ppm (Tabla 1). Después de preparar
los agares se llevaron a esterilizacion en autoclave a
121°C y 15 PSI durante 15 minutos, posteriormente se
afiadio al medio la cantidad de volumen indicada para
Isovitalex, extracto y finalmente la sangre de cordero,
para finalizar se sirvid6 10mL del agar preparado en
cajas Petri pequefias desechables y se dejo solidificar.
Para realizar el control de esterilidad de los medios se
tomaron cajas al azar y se colocaron en incubacion a
37° C por 24h con el fin de evaluar la presencia de con-
taminantes.

Tabla 1. Concentraciones del medio de cultivo para las diluciones de los extractos polifenolicos de P. americana.

Dilucion  Agar Mu- Vol de agua Vol de Vol del suple- Vol de Concentra- Vol final*
ller Hinton destilada extracto  mento Isovita-  sangre de cion final de (mL)
(€3] (mL) (mL) lex (mL) cordero los extractos
(mL) (ppm)
1 1.4 19.5 7.5 0.3 3 6000 30.3
2 1.4 23.25 3.75 0.3 3 3000 30.3
3 1.4 25.12 1.87 0.3 3 1500 30.3
4 1.4 26.06 0.93 0.3 3 750 30.3

Vol= volumen * El volumen final fue repartido en 10mL en cajas Petri, logrando asi que cada dilucion se evalué por triplicado.

Inoculacién de los aislados de H. pylori. La inocula-
cion de los medios se llevo a cabo con el sobrante de las
biopsias con previa activacion de H. pylori (30 minutos
a 37°C). Con un asa de argolla calibrada de 10uL, se
tomo la muestra y se extiende en el agar, realizando un
sembrado masivo. las cajas se incubaron en condiciones
microaerofilicas en incubadora de CO2 al 10% y 37 °C,
se realizo una revision a los cuatro, seis y diez dias para
evaluar la CMI de cada fraccion ensayada. Como con-
trol positivo con respecto al crecimiento de H. pylori, se
tomo6 una cepa ATCC 43504 en una caja con medio base
sin el extracto polifendlico.

Identificacién bioquimica. A nivel macroscopico se
identifico colonias pequefias, trasliicidas, a manera de
gotas de rocio (11), las cuales se identificaron por las

siguientes pruebas bioquimicas.

*  Prueba de oxidasa: Con una tira de oxidasa se tomo
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directamente del cultivo en caja Petri colonias ais-
ladas de H. pylori, observando el cambio en la colo-
racion de la zona reactiva de la banda. La prueba es
positiva para H. pylori cuando la tira presenta cam-
bio de coloracion (blanco a color azul oscuro) (11).

* Prueba de Catalasa: Se emulsionaron colonias del
cultivo en porta objetos con dos gotas de peroxido
de hidrogeno al 10%. La presencia de burbujas in-
dica una reaccion positiva H. (11).

* Prueba de deteccion Ureasa: Del cultivo se tomo
una colonia y con un asa se inoculo en un tubo
Nunc con 1 ml de solucién de urea con rojo de fe-
nol al 10%, como indicador de pH. La prueba es
positiva para H. pylori al presentarse un cambio de
coloracion de amarillo a fucsia (11).

* Tincién de Gram: En un portaobjetos se realiz6 un
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frotis de colonias de H. pylori en agua destilada con
posterior fijacion al calor. Se utilizo el protocolo es-
tandar de coloracion de Gram y en el microscopio
con un objetivo de 100X se evaluo la presencia de
bacilos Gram negativos (coloracion rosada) como
resultado positivo para la identificacion de H. pylori

(11).

Analisis estadistico. Para el conteo de las colonias bac-
terianas se utilizo la aplicacion APD Colony Counter
App Liteel (12) y se report6 en unidades formadoras de
colonia (UFC). Los datos de las UFC por fraccion se
organizaron en tablas del programa Excel 2019, donde
se tuvo como variable respuesta o dependiente el creci-
miento de H. pylori (Y), y como variable independiente
(X), representa la CMI de las fracciones. Las diluciones
de los polifenoles son la unidad experimental en este
ensayo.

Para determinar los efectos de las interacciones entre

las variables dependiente e independientes (Y y X), se
empled una prueba estadistica Anova multifactorial
para el analisis de varianza de varios factores (Fraccion,
concentracion) para variable dependiente (Colonias),
esto con el fin de identificar qué factores tienen efecto
estadistico significativo sobre la variable dependiente
(crecimiento de H. pylori en UFC). Se realizd graficos
de medias y medias marginales para explicar las dife-
rencias encontradas entre las variables independientes,
estas pruebas se ejecutaron en los programas estadis-
ticos IBM SPSS Statistics version 2.4 y Statgraphics
Centurion XVIIL

Resultados

Concentracion minima inhibitoria de las fracciones
polifenolicas obtenida de la semilla de aguacate. De
las 75 cajas Petri inoculadas se obtuvo un crecimiento
menor a 1 UFC a una concentracion de 1500 ppm en la
fraccion 3, y de 3000 ppm en las fracciones 1 y 2 (tabla
2).

Tabla 2. Concentraciones del medio de cultivo para las diluciones de los extractos Polifenolicos de Persea americana var.

Hass.
Fraccion 1 Fraccion 2 Fraccion 3
Concentracion UFC Concentracion UFC Concentracion UFC
375 10 375 15 375 10
750 5 750 10 750 5
1500 2 1500 2 1500 0
3000 0 3000 0 3000 0
6000 0 6000 0 6000 0

Identificacién bioquimica. Al realizar la identificacién bioquimica para garantizar que las colonias formadas
en los medios de cultivo correspondan a Helicobacter pylori, se obtuvo los resultados contenidos en la tabla 3 y

figuras 1 y 2.

Tabla 3: Resultados de las pruebas bioquimicas

Prueba bioquimica Resultados Descripcién

Oxidasa (a) + Cambio de coloracion en la banda de blanco a azul
Ureasa (b) + Cambio de coloracion del reactivo de amarillo a fucsia
Catalasa (¢) + Produccion de burbujas al contacto con la bacteria

Tincion de Gram (d) -

Tincién negativa, mostrando bacilos espiralados

: prueba positiva (+); prueba negativa (-)
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Figura 1: a; prueba de oxidasa, b; prueba de urea- Figura 2: Vista microscopica de tincion de
sa, c; prueba de catalasa, d; control de Helicobac- Gram (10x)
ter pylori.

Analisis estadistico. Luego de realizar el conteo de colonias bacterianas en las cajas Petri de cada concentracion
de las fracciones polifenolicas de la semilla de P. americana var. Hass, se reportaron los datos de la tabla 1 en el
programa Excel 2019, y se procedi6 a realizar la prueba de distribucion normal, en el programa estadistico Stat-
graphics Centurion XVIII e IBM SPSS statistics version 2.4, siendo positivas, por lo cual se continuo a realizar la
prueba ANOVA multifactorial para establecer las interacciones entre variables.

Tabla 4. Efecto inhibitorio de las fracciones polifenolicas a diferentes concentraciones sobre el crecimiento de H. pylori
(UFC).

Variables Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
A: Concentracion vs UFC de H. pylori 314,933 4 78,7333 32,36 0,0001
B: Fraccion vs UFC de H. pylori 16,5333 2 8,26667 3,40 0,0855

En la prueba ANOVA multivariada se descompone entre la variacion de UFC de H. pylori en las diferentes frac-
ciones y concentraciones. Se infiere que la concentracion del extracto en partes por millon tiene un efecto estadis-
ticamente significativo sobre el crecimiento de H. pylori con un 95,0% de confianza, explicando la relacion, que
al aumentar la concentracion del extracto polifendlico aumenta la inhibicion de H. pylori (P <0,05). Sin embargo,
las fracciones polifenolicas del aguacate, no mostraron significancia estadistica entre ellas (P>0,05).

Concentracién minima inhibitoria de fracciones polifenolicas de P. americana, sobre el crecimiento de Helicobacter pylori

Fracciones
polifenolicas de
aguacate

— |

— 2

3

Crecimiento de Helicobacter pyiori (UFC)

75 750 1500 3000 6000
Concentracion de los extractos polifenolicos (ppm)

Figura 3. Concentracion minima inhibitoria de fracciones polifenolicas del aguacate (Persea americana var. Hass) segun
unidades formadoras de colonias de Helicobacter pylori.
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La figura 3 indica la relacion de concentracion y frac-
ciones respecto a las UFC de H. pylori, donde se obser-
va que las fracciones 1 y 2 tienen un valor minimo inhi-
bitorio in vitro sobre Helicobacter pylori mayor (3000
ppm). En contraste la fraccion 3 mostro una CMI de
1500 ppm.

Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio mues-
tran que las fracciones de la semilla de aguacate (Persea
americana var Hass) ejercen actividad anti- H. pylori,
en concentraciones de 3000 ppm para las fracciones po-
lifenolicas de menor peso molecular correspondientes a
las fracciones 1 y 2, mientras que la fraccion de mayor
peso molecular correspondientes a la fraccion 3 a 1500
ppm. En consecuencia, se obtuvo que la mejor CMI
para este estudio fue de 1500 ppm de la fraccion 3 con
significancia estadistica (P < 0.05).

En anteriores investigaciones se ha demostrado el efec-
to inhibitorio de los polifenoles de otros alimentos so-
bre esta bacteria, como por ejemplo aceite de oliva,
nigella sativa, arandanos, prunus mume, en los cuales
examinaron el efecto de los polifenoles de estos en
aislados clinicos de H. pylori, observando la actividad
antibacteriana, entre los diversos compuestos fenolicos
como la forma dialdehidica de descarboximetil ligstro-
sida aglicona, demostrando el efecto bactericida a una
concentracion minima inhibitoria (CMI) con un rango
entre 1.3 a 750 ppm (13,14), otro estudio realizado con
fracciones de propoleo, obtuvieron resultados donde
se reportaron 4 fracciones, con concentraciones en un
rango de CMI entre 256-1256 ppm, de las cuales la de
mayor peso molecular, presento una mejor CMI (15),
lo anteriormente dicho hace posible relacionar las frac-
ciones del aguacate como una alternativa para la erra-
dicacion de la bacteria gracias al potencial bactericida,
situdndose en el promedio de inhibicion de productos
naturales.

Estudios anteriores mencionan que los polifenoles del
aguacate (Persea americana) degradan la membrana
celular y desnaturalizan la enzima ureasa de H. pylori
que media el proceso de su colonizacion en la mucosa
gastrica (9). Estudios previos reportan que polifeno-
les del epicarpio del aguacate (Persea americana var.
Hass y var. Mill) inhiben la enzima ureasa propia de H.
pylori a una CMI de 1500 ppm, debido a que poseen
moléculas tales como acido cafeoilquinico, flavonoides
fenilpropanoides y taninos los cuales tienen propie-
dades antioxidantes, antiinflamatorios y bactericidas
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(12,16). Demostrando que el analisis antagénico de los
compuestos polifenolicos mediante su fraccionamiento,
funcionan como coadyuvantes en la erradicacion de H.

pylori.

Se comprueba que las fracciones polifenolicas del P.
americana var, Hass tienen actividad inhibitoria de H.
pylori como se ha descrito en estudios anteriores rea-
lizados con diferentes productos naturales, donde las
fracciones de mayor peso molecular mostraron mejor
actividad anti-H. pylori.

Estos estudios pueden escalar al mejoramiento en el
tratamiento de H. pylori y de esta manera ayudar en la
prevencion del cancer gastrico, estandarizando los mé-
todos con el soporte de evidencia cientifica y asi poder
difundir la informacién beneficiando, a la region andina
de Narifio. Se recomienda seguir estudiando el efecto
inhibitorio que puedan tener las diferentes moléculas
que conforman las fracciones polifenolicos in vitro, las
cuales ayuden al tratamiento en la erradicacion de H.
pylori, investigando sobre diversos aspectos todavia
desconocidos como lo son, la actividad antinflamatoria,
citotoxica, antitumoral y

posibles efectos adversos, asi como estudios in vivo que
permitan aclarar las dudas sobre la respuesta de H. pylo-
ri en animales infectados.

Las fracciones polifenolicas de semilla de aguacate
mostraron efecto inhibitorio in vitro de Helicobacter
pylori, destacandose la fraccion polifendlica de mayor
peso molecular, con una CMI de 1500 ppm.
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