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RESUMEN

El céncer gastrico (CG) es una enfermedad cronica a nivel mundial y es la principal causa
de muerte por cancer en Colombia, con una incidencia de las més altas del mundo en la region
Andina de Narifio. La infeccion por Helicobacter pylori es el principal factor de riesgo de la
enfermedad. Sin embargo, los esquemas convencionales no han sido lo suficientemente efectivos,
ya que el fracaso terapéutico de los tratamientos de primera linea a base de claritormicina,
amoxicilina y un inhibidor de bomba de protones supera el 30 % de los casos, razén por la cual se
busca alternativas que coadyuven los tratamientos actuales. Se ha documentado que polifenoles
del aguacate poseen caracteristicas antioxidativas importantes, las cuales podrian interferir en la
colonizacion o en mecanismos de sefializacion o regulacion celular del crecimiento de H. pylori.
Por tanto, el interés cientifico de esta investigacién tuvo como objetivo evaluar la capacidad
inhibitoria in vitro de los extractos polifenélicos obtenidos de epicarpio y semilla del aguacate
(Persea americana var. Hass) frente al crecimiento de H. pylori. Para probar nuestra hipétesis los
extractos fueron obtenidos de aguacates cultivados en el Tambo — Narifio, para lo cual,
inicialmente se hizo una maceracion quimica para la obtencion de extractos crudos tanto de
epicarpio como de semilla del aguacate, de los cuales una parte fue purificada por cromatografia
en columna, usando como soporte solido Amberlita XAD-7 y finalmente se fraccion6 el extracto
purificado que mejores resultados presentd frente a la inhibicion de la bacteria, haciendo uso de la
cromatografia de exclusion por tamafio por medio de la resina Sephadex LH-20. Una vez obtenidos
los extractos, se aislo la bacteria de cinco biopsias de pacientes con afecciones gastricas del
departamento de Narifio, de las cuales cuatro fueron usadas en los ensayos antagonicos de los

extractos crudos y purificados y una biopsia para los ensayos con las fracciones. Para llevar a cabo



estos ensayos de inhibicion de los extractos sobre el crecimiento de H. pylori, se utilizo la prueba
de dilucion en agar, donde se inoculo la bacteria en siembra masiva en medios de cultivo con agar
Muller Hinton, méas sangre de cordero, suplemento isovitalex y el respectivo volumen de cada
extracto para obtener concentraciones finales de 6000 ppm, 3000 ppm, 1500 ppm, 750 ppm y 375
ppm, realizando el proceso por cuadruplicado, tras un periodo de 7 a 12 dias se realizo el conteo
de unidades formadoras de colonias (UFC), se tabularon los datos y se aplicaron los respectivas
analisis estadisticos. Se inhibi6 el crecimiento de H. pylori en una concentracion minima
inhibitoria (CMI) de 6000 ppm para extractos crudos y CMI de 3000 ppm para extractos
purificados, siendo los extractos de semilla los que mejor resultados presentaron. Razén por la cual
estos extractos fueron seleccionados para ser fraccionados haciendo uso de la resina Sephadex LH-
20, obteniendo un total de tres fracciones mayoritarias, de las cuales solo dos fracciones (F2 y F3)
contaron con el volumen minimo requerido para realizar los ensayos antagonicos. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) encontrada con las fracciones obtenidas de extractos
purificados de la semilla del aguacate sobre el crecimiento de H. pylori fue de 1500 ppm, menor a
la CMI encontrada con los extractos crudos y purificados de la semilla (P 0,000 < 0.05), sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre fracciones polifendlicas de la semilla
(P 0,940 > 0,05), dado que ambas fracciones fueron las mas pesadas, lo cual, a su vez se relacionan
con su actividad frente a H. pylori. Ademas, es muy probable que estas estén constituidas
principalmente por procianidinas, las cuales poseen un efecto significativo en la desnaturalizacién
de la enzima Ureasa producida por la bacteria, la enzima es esencial para la supervivencia de H.
pylori cuando habita las paredes gastricas de un organismo. Se puede concluir que los extractos
polifendlicos purificados del aguacate presentaron mayor capacidad inhibitoria de H. pylori que

los extractos crudos, siendo los extractos de la semilla del aguacate los de mayor efecto inhibitorio



que los del epicarpio. La CMI encontrada con las fracciones obtenidas de extractos purificados de
la semilla del aguacate sobre el crecimiento de H. pylori fue menor a la CMI de los extractos

crudos y purificados de la semilla.

PALABRAS CLAVES: Cancer géstrico, Helicobacter pylori, extractos polifenolicos,

Persea americana, CMI.



ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is a chronic disease worldwide and is the leading cause of cancer death
in Colombia, with an incidence of the highest in the world in the Andean region of Narifio.
Helicobacter pylori infection is the main risk factor for the disease. However, conventional
schemes have not been effective enough, since the therapeutic failure of first-line treatments based
on claritormicin amoxicillin and a proton pump inhibitor exceeds 30 % of cases, which is why it
IS sought alternatives that help current treatments. It has been documented that avocado
polyphenols possess important antioxidant characteristics, which could interfere with colonization
or signaling or cell regulation mechanisms of H. pylori growth. Therefore, the scientific interest
of this research was aimed to evaluate the inhibitory capacity in vitro of polyphenolic extracts
obtained from peel and avocado seed (Persea americana var. Hass) against in vitro growth of H.
pylori. To test our hypothesis, the extracts were obtained from avocados grown in the Tambo -
Narifio, for which, a chemical maceration was initially made to obtain raw extracts of both peel
and avocado seed, which a part was purified by column chromatography, using Amberlita XAD-
7 as a solid support and finally the purified extract was fractionated that showed the best results
against bacterial inhibition, using size exclusion chromatography by means of the Sephadex LH-
20 resin. Once the extracts were obtained, the bacterium was isolated from five biopsies of patients
with gastric conditions of the department of Narifio, of which four were used in the antagonistic
tests of the raw and purified extracts and a biopsy for the trials with the fractions. In order to carry
out these inhibition tests of the extracts on the growth of H. pylori, the agar dilution test was used,
where the bacteria were inoculated in mass seeding in culture media with Muller Hinton agar, plus

lamb blood, isovitalex supplement and the respective volume of each extract to obtain final



concentrations of 6000 ppm, 3000 ppm, 1500 ppm, 750 ppm and 375 ppm, performing the process
in quadruplicate, after a period of 7 to 12 days the colony forming Units (CFU) count was
performed, the data and the respective statistical analyzes were applied. The results were
satisfactory, the growth of H. pylori was inhibited at a minimum inhibitory concentration (MIC)
of 6000 ppm for crude extracts and MIC of 3000 ppm for purified extracts, with seed extracts
being the best results. Reason why these extracts were selected to be fractionated using the
Sephadex LH-20 resin, obtaining a total of three major fractions, of which only two fractions (F2
and F3) had the minimum volume required to perform the tests antagonistic. The MIC found with
the fractions obtained from purified extracts of the avocado seed on the growth of H. pylori was
1500 ppm, lower than the MIC found with the raw and purified extracts of the seed (P 0.000 <
0.05), however, no significant differences were found between the polyphenolic fractions of the
seed (P 0.940 > 0.05), Since both fractions consist mainly of procyanidins, which have a significant
effect on the denaturation of the Ureasa enzyme produced by the bacteria, the enzyme is essential
for the survival of H. pylori when it inhabits the gastric walls of an organism. It can be concluded
that the purified polyphenolic extracts of the avocado have a greater inhibitory capacity of H.
pylori than the crude extracts, the water seed extracts being the greatest inhibitory effect than those
of the peels. The MIC found with the fractions obtained from purified extracts of the avocado seed

on the growth of H. pylori was lower than the MIC of the raw and purified extracts of the seed.

Key words: Gastric cancer, Helicobacter pylori, polyphenolic extracts, Persea americana,

MIC.
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1. INTRODUCCION

El cancer gastrico (CG) es el cuarto cancer mas comun y la segunda causa de muerte
por cancer (782.685 muertes por afio) a nivel mundial con una incidencia de 1.033.701 (5,7 %)
(Bray, et al., 2018). Aunque existe una reduccién en las tasas de mortalidad por este cancer
durante los ultimos 30 afios, el CG persiste como la primera causa de muerte por cancer en
Colombia generando el 13,7 % de muertes por cancer en el pais, afectando a méas hombres (61,1

%) que a mujeres (Pardo, de Vries, Buitrago, & Gamboa, 2017).

En las zonas més altas de la cordillera de los Andes del departamento de Narifio, se
reporta una incidencia de CG de 150 por 100.000 habitantes, en cuencas de rios como el
Guaitara se estim6 en 40 por 100.000 habitantes y en la costa pacifica en 6 por 100.000
habitantes (Correa & Piazuelo, 2010). Estos reportes manifiestan que las tasas de incidencia de
esta enfermedad en el departamento de Narifio son altas, lo que conduce a una problematica en

salud importante para esta poblacion.

El CG al igual que la mayoria de los cénceres, es una enfermedad multifactorial,
asociada a alteraciones celulares y microambientales de la mucosa gastrica, en consecuencia,
de una permanente inflamacién producto de sefiales intracelulares causadas por proteinas
citotoxicas propias de la bacteria Helicobacter pylori (Figueroa, Cortés, Pazos, & Bravo, 2012).
Este microorganismo Gram negativo es uno de los cuatro agentes infecciosos que causan mas
cancer en la poblacion mundial, tanto asi que en la década de los 90°s esta bacteria se la clasifico

como agente cancerigeno tipo | (IARC, 1994).



Si bien, existen multiples terapias de erradicacion contra H. pylori, como la triple terapia
convencional (Marval, et al., 2016), en los ultimos estudios se ha observado prevalencia en la
tasa de resistencia de H. pylori ante distintos antibioticos, lo que ocasiona un fallo en la
erradicacion de esta bacteria, al mismo tiempo aumenta los costos y tiempos en el tratamiento
sobre esta enfermedad (Molina, Corti, Doweck, McNicholl, & Gisbert, 2017). Frente a la
ineficacia de los tratamientos convencionales y el subsecuente fracaso terapéutico, surge la
necesidad de buscar nuevas alternativas, que coadyuven la accion de los antimicrobianos y asi,

poder establecer la erradicacién como una estrategia valida de prevencion del CG.

Una de estas alternativas es el uso de componentes activos con capacidad bactericida
presentes en plantas y frutos. A nivel mundial se han reportado que ciertos componentes activos
como los polifenoles, entre otros, poseen la capacidad de degradar la membrana celular de las
bacterias e incluso intervenir en proceso de inhibicion de enzimas como en el caso de la Ureasa,
que funciona activamente en el proceso de colonizacion de la mucosa gastrica por H. pylori

(Pastene, Hebel, & Garcia, 2012).

En nuestra region se ha determinado que el fruto del aguacate (Persea americana var
Hass) posee un alto contenido de estos compuestos (Basante, 2016). Este fruto en los ultimos
afios ha tomado una relevancia muy importante en la agricultura colombiana, posicionando al
pais como el cuarto productor, debido a la alta demanda en mercados nacionales e
internacionales (Min. Agricultura, 2018). No obstante, a pesar de ser una planta con un

potencial alimentico elevado, carece de estudios que le otorguen un valor agregado al producto



después de la post-cosecha, en particular a los residuos que deja el fruto, como lo son la cascara

y semilla (COLCIENCIAS, 2013).

Las evidencias cientificas demuestran que los componentes activos en frutas se
almacenan en la cascara y semilla, lo que permite hipotetizar que los extractos de estas partes
vegetales, por sus caracteristicas quimicas, tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
H. pylori. No obstante, en nuestro pais no se reportan investigaciones que permitan corroborar

esta hipdtesis.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad inhibitoria in vitro de los extractos polifendlicos obtenidos de
epicarpio y semilla del aguacate (Persea americana var. Hass) frente al crecimiento de

Helicobacter. pylori.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Extraer, purificar y fraccionar los componentes polifendlicos de la semilla y

epicarpio de agucate (Persea americana Var. Hass).

« Establecer la concentracién minima inhibitoria (CMI) in vitro de los extractos
crudos y los extractos ricos en polifenoles del epicarpio y semilla del aguacate (Persea

americana Var. Hass) sobre el crecimiento de Helicobacter pylori.

»  Determinar la mejor capacidad inhibitoria in vitro de Helicobacter. pylori de las
fracciones polifenolicas obtenidas del extracto de epicarpio o semilla del aguacate (Persea

americana var. Hass).



3. MARCO TEORICO

3.1. CANCER GASTRICO

El CG es el adenocarcinoma del estbmago que representa un 95 % de los tumores en
este 6rgano, constituyendo la neoplasia maligna més frecuente del aparato digestivo, siendo el
cuarto cancer mas comun y la segunda causa de muerte por cancer a nivel mundial (Bray, et al.,

2018).

El CG es un crecimiento tisular maligno, por lo general el desarrollo celular anormal se
presenta en las células de los tejidos que revisten el estbmago, con capacidad de invasion y
destruccion de otros tejidos y 6rganos, principalmente el eséfago e intestino delgado (Arana &

Corona, 2003; Contreras, 2014)

3.1.1. Epidemiologia del cancer géstrico

Mundialmente se considera esta enfermedad como un problema de salud pablica, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha sefialado que el CG es la segunda causa mas frecuente de
neoplasias, presentando cada afio, aproximadamente 1.033.701 personas diagnosticadas con la
enfermedad, de los cuales alrededor de 782.685 mueren, con una supervivencia a 5 afios de tan
solo 5 a 15 %. La incidencia de esta enfermedad varia en forma importante de un pais a otro,
Colombia se encuentra entre los paises con las tasas mas altas, junto a Japon, Costa Rica, Singapur,

Corea y Chile. De igual forma dentro de Colombia la incidencia varia, siendo el departamento de



Narifio la region del pais con la tasa de muerte e incidencia de CG de las mas altas a nivel mundial,
con 150 casos por cada 100.000 habitantes por afio (Correa & Piazuelo, 2010), seguido de Boyac,
Cundinamarca, Tolima, Bogota y Santander, los cuales han presentado mayor mortalidad que los
departamentos de Antioquia, Valle y Norte de Santander por tal enfermedad (L6pez, Ospina,

Rubiano, & Rey, 2009).

3.1.2. Etiologia: lesiones precursoras del cancer gastrico.

Se conoce que el CG es de etiologia multifactorial. La infeccion por H. pylori, es uno
de los elementos principales en la patogénesis del CG, siendo asi que la agencia internacional
para la investigacion sobre el cancer clasificd a este microrganismo como carcinégeno tipo |
para los seres humanos (IARC, 1994), sin embargo otras condiciones como la dieta escasa en
grasas y proteinas animales, alta cantidad de carbohidratos complejos, bajas cantidades de
vegetales y frutas y abundante ingesta de sal, incrementa las condiciones para el desarrollo de
la enfermedad (Ceron, Yepez, & Rivas, 2004), asi como, otros autores sugieren que existen
factores enddgenos para padecer CG, como la edad, sexo, herencia, personas de edades entre

los 50-70 afios, personas con anemia perniciosa o gastritis crénica (Rodas , 2002).

3.2. GENERALIDADES DE Helicobacter pylori

H. pylori es una bacteria microaerofila, Gram negativa, de crecimiento lento y forma

helicoidal con abundantes flagelos, pertenece al género Helicobacter spp, subdivision



Proteobacterias, orden Campylobacterales, clase Epsylonproteobacteria, familia

Helicobacteraceae (Alba R, Toledo R y Viana M, 2006; Fox, 2002).

Este patdgeno afecta cerca del 50 % de la poblacion mundial y su prevalencia se
relaciona a la region geografica, etnia, raza, edad, y factores socioeconémicos, por ejemplo, en
paises en via de desarrollo afecta a mas de 80 % de los adultos, en contraste con 20 a 50 % en

paises desarrollados (Ferlay, y otros, 2018).

En Colombia, las tasas de infeccion por H. pylori en adultos va del 70 % al 78 %,
porcentajes relacionados con factores como la edad, calidad de agua potable, condiciones
sanitarias, alimentacion y factores socioecondmicos, siendo el departamento de Narifio la
region con la mayor prevalencia de la infeccion por este patdgeno, representando a nivel
mundial una de las mas altas prevalencias de H. pylori (Bravo L, y otros, 2003; Ceron, Yepez,

& Rivas, 2004)

3.2.1. Factores de virulencia de Helicobacter pylori

H. pylori presenta un conjunto de factores determinantes que le proporcionan la
capacidad para colonizar el epitelio gastrico en humanos, adaptarse, sobrevivir y multiplicarse,
los mecanismos moleculares de varios de estos factores ya han sido estudiados (Torres &

Rodriguez, 2008). Los siguientes se describen a continuacion:



- Flagelos y motilidad

La movilidad de H. pylori se facilita porque posee entre dos a seis flagelos polares
cubiertos por una vaina lipoproteica que los protege de los acidos gastricos y compuestos por
dos flagelinas: FlaA y FlaB, que permite su movilidad, colonizacion y reconocimiento de
receptores en las células del tejido. Los flagelos mediante mecanismos indirectos contribuyen

con la patogénesis del CG (Torres & Rodriguez, 2008).

- Proteinas de membrana externa (PME) o adhesinas

La adherencia del patdgeno a las células del epitelio gastrico, favorece la persistencia
de la infeccion y estimula mecanismos de proteccion frente a la acidez gastrica. Las adhesinas
de la membrana externa mas importantes son: BabA, SabA, asociadas a la adherencia de AlpA
y AlpB, HopZ, Hpa.A, DupA, las cuales estan involucradas en la adaptacién del hospedero
permitiendo colonizar, promoviendo eventos inflamatorios y dafios a las células parietales

(Cervantes-Garcia, 2016).

- Ureasa

La adaptacion al pH gastrico de H. pylori reside en la produccion de ureasa, acumulando
gran cantidad de esta enzima en el citoplasma, en el espacio periplasmico y en la superficie de
la bacteria. Esta enzima (urea amidohidrolasa) cataliza la hidrélisis de urea proporcionando

amonio y carbamato, el cual se descompone para producir otra molécula de amonio y acido



carbonico, con lo cual neutraliza el microambiente de las gldndulas gastricas colonizadas,
aumentando el pH hasta 6 0 7 en su entorno (Marshall, Barrett, Prakash, McCallum, & Guerrant

, 1990).

- Citotoxinas CagA y VacA de Helicobacter pylori

En cuanto a las toxinas, la citotoxina CagA, es el producto de la bacteria al sintetizar el
gen cagA hace parte de un conjunto de 40 genes denominados isla de patogenicidad (cag PAI),
no esta presente en todas las cepas (Correa, 2011). Pero la infeccion por cepas CagA+ inducen
respuesta inmune y gastritis severa. La presencia de esta citotoxina esti asociada con gran
frecuencia a ulcera péptica, gastritis atréfica y CG; mientras que la toxina VVacA producida por
la sintesis del gen vacA, induce vacuolizacion de las células epiteliales, destruccion de la

integridad epitelial, apoptosis y muerte celular (Correa, 2011).

- Sistema de oxidacién

Los factores oxidantes inducen una respuesta inflamatoria mediada por neutrofilos y
macrofagos dafiando el tejido por la liberacidon de agentes inflamatorios como los radicales
libres del oxigeno superoxido y sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), que dafian al ADN

he impiden la replicacion constituyendo el envejecimiento celular (Morinaga , et al., 2005)



3.2.2.

Esquemas de tratamiento

La infeccién por H. pylori incrementa nueve veces el riesgo de desarrollar un

adenocarcinoma gastrico, por tanto, hace unos afios se recomendd su erradicacion como

estrategia primordial de prevencion y/o regresion de lesiones precursoras de cancer gastrico

(Agudo-Pefia, 2010). Hasta el momento no se ha determinado un tratamiento Optimo de

erradicacion (Tabla 1) y la efectividad de los diferentes esquemas de tratamiento se ha visto

comprometida por la aparicién de cepas resistentes a los antibiéticos empleados (Agirrezabala,

etal., 2012; Otero, et al., 2015).

Tabla 1.Tratamientos convencionales para el control de la infeccion por H. pylori.

TRATAMIENTO

ESQUEMA TERAPEUTICO DURACION

Triple terapia o
Terapia estandar

Clésica

Si alergia a
penicilinas

Si resistencia a
claritromicina

IBP*/12h

Amoxicilina 1 g/12h
Claritromicina 500 mg/12h
IBP*/12h

Claritromicina 500 mg/12h
Metronidazol 500 mg/12h

IBP*/12h
Amoxicilina 1 g/12h
Metronidazol 500 mg/12h

7-14 dias**

7-14 dias**

7-14 dias**

Terapia cuadruple

Alternativa a
triple terapia

IBP*/12h

Bismuto 120 mg/6h
Tetraciclina 500 mg/6h
Metronidazol 250 mg/6h

10-14 dias

Terapia secuencial

Si resistencia a
claritromicina

IBP*/12h+amoxicilina 1g/12h

Diasl1a5b

IBP*/12h+claritromicina 500

mg/12h+tinidazol o
metronidazol 500 mg/12h

Dias 6 a 10

10

Fuente: (Agirrezabala, et al., 2012)



El tratamiento triple incluyendo IBP-claritromicina y amoxicilina o metronidazol
propuesto en la primera conferencia del consenso de Maastricht para tratar la infeccion por H.
pylori ha llegado a ser universal al tener acogida en todas las conferencias del consenso llevadas
a cabo alrededor del mundo. Sin embargo, los datos méas recientes demuestran que esta
combinacion ha perdido cierta eficacia y a menudo permite la curacion de solamente un maximo
de 70 % de los pacientes, que es menos del minimo valor esperado del 80 % de eficacia del
tratamiento, propuesto en un principio y muy por debajo de lo que debe esperar (Malfertheiner,

y otros, 2012).

Anteriormente segun todos los consensos espafioles y europeos se habia establecido que
una tasa de curacién igual o superior al 80 % de los casos podia ser considerada suficiente para
el tratamiento contra H. pylori, sin embargo, en el Gltimo consenso de Maastrich 1V se
recomienda que un tratamiento erradicador sea considerado efectivo cuando su capacidad de
curar la infeccidn por esta bacteria este alrededor de un porcentaje proximo o preferiblemente
superior al 90 % de los pacientes. Para conseguir este objetivo, todos los tratamientos deben
estar optimizados en términos de duracién, dosis e intervalo de administracion de inhibidores

de la bomba de protones (IBP) y antibi6ticos (Malfertheiner, y otros, 2012).

No obstante, la resistencia de las bacterias a los antibi6ticos ha incrementado en los
ultimos arios, esto esta ligado a la susceptibilidad in vitro definida por la concentracion minima
inhibitoria (CMI) es decir la capacidad del antibiotico de impedir el crecimiento del cultivo de
un inoculo estandar de la bacteria (Pajares, Pajares-Villaroya, & Gisbert , 2007). Cuando la

capacidad inhibitoria no es efectiva puede deberse por dos tipos de resistencia: La resistencia
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natural o primaria, es decir la imposibilidad del antibi6tico para erradicar la infeccion por
caracteristicas que no permiten la interaccion del antibacteriano con la bacteria y el segundo
tipo es por resistencia adquirida, esta aparece frente a antibidticos a los que la bacteria era
susceptible en un principio, pero por modificaciones en el material genético de la bacteria
aparecen por mutacion cromosomica o transferencia genética; la resistencia farmacolégica
(Pajares, Pajares-Villaroya, & Gisbert , 2007; Peérez-Cano & Robles-Conteras, 2013).
Explicando asi el fracaso de las terapias actuales utilizadas en la erradicacién H. pylori, lo cual

ha llevado a pensar en buscar nuevas estrategias para tratar la infeccion por este patdgeno.

Los productos naturales vegetales constituyen fuentes de interés para el descubrimiento
y desarrollo de agentes efectivos contra la infeccién de esta bacteria, como coadyuvantes
dietéticos, es decir, que ayuden a optimizar los tratamientos ya existentes activando o
mejorando mecanismos de accién contra el patdgeno o como alternativa directa de erradicacion
de la bacteria (Palacios, Escobedo, & Romero, 2011; Pastene, Hegel, & Garcia, 2012). Dentro
de estos productos se encuentran los coadyuvantes polifenélicos, que posees propiedades que
podrian ayudar a mejorar el desempefio de los tratamientos convencionales contra H. pylori

(Palacios, Escobedo, & Romero, 2011)
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3.3. AGUACATE

3.3.1. Origen y boténica

El origen del aguacate procedié en las partes altas de las montafias de Mesoamerica,
donde también sucedio el proceso de domesticacion de este cultivo, el cual ocurri6 en el periodo
clasico Maya, esto se evidencia en los restos arqueoldgicos y linglisticos encontrados en esta

area (Barrietos-Priego & Lopez-Ldpez, 2002).

Los datos arqueoldgicos, paleontolégicos y geoldgicos demuestran que el aguacate
surgi6 hace cinco a ocho millones de afios y paulatinamente fue migrando hacia las zonas del
sur donde se dieron diferentes procesos de domesticacion y adaptacion de las variedades que se
conocen en la actualidad (Galindo & Arzate-Fernandez, 2010). La evidencia mas antigua del
consumo de aguacate fue encontrada en una cueva en México (condado de Puebla); la evidencia
data entre los afios 8,000 - 7,000 A.C donde estaba en auge la cultura prehispéanica, esta tenia

un amplio conocimiento del aguacate (Smith, 1966).

Actualmente la clasificacion botanica agrupa a los aguacates en una sola especie: Persea
americana Mill. El género Persea, pertenece a la familia de las Lauraceas, dentro del cual se
destacan tres subgéneros: Persea, Eriodaphne y Machilus (Chanderbali, Soltis, &

Wolstenholme, 2013).
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P. americana Mill, es un &rbol polimdrfico con diversas formas que van desde columnar
hasta piramidales que en condiciones adecuadas sobrepasa los 30 m de altura, con una copa
amplia. Sin embargo, los arboles injertados reducen su tamafio en distinta intensidad,
dependiendo del vigor del patron o portainjerto y de las condiciones donde se desarrolla.
Normalmente, se mantienen a un méximo de altura de 7 u 8 m, mediante técnicas de poda
periodicas, puesto que a una mayor altura dificulta el manejo y control fitosanitario, asi como

también para las labores de cosecha (Bernal, et al., 2014).

Su sistema radicular dependera de los suelos y el agua que estén sustentando al arbol.
En los cultivos se reportan arboles con un sistema radicular pivotante, con raices laterales muy
ramificadas, poco flexibles y en todos los casos carente de pelos absorbentes. La mayoria de
las raicillas (secundarias y terciarias), se distribuyen superficialmente, algunas se asocian a

micorrizas, estas promueven el crecimiento y la nutricién de la planta (Mejia, 2011).

Posee un Unico tallo principal, mas grueso que los de niveles superiores y estos méas
gruesos que los subsiguientes, la superficie del tronco es rugosa, su ramificacion es intensiva y
la distribucién de las ramas es verticulada. El color de las ramas jovenes es rojo cobrizo, mas
intenso hacia el apice. La superficie es pubescente y presenta lenticelas de color verde (ICA,

2012).

Se encuentran diferentes tipos de hojas debido a la multiple variedad de clones y
cultivares que existen de estas especies, hojas desde redondeadas hasta lanceoladas, pasando

por todas sus variaciones, con pubescencias presentes en haz y enveés del foliolo, con nervaduras
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prominentes en el envés y pecioladas, su distribucion es alterna y helicoidal en el terminal. El
color de la hoja varia de acuerdo no solo a la variedad sino también al estado de desarrollo de
la misma y van desde tonos marrones o rojizos pasando por verdes claros hasta verdes oscuros
en hojas maduras. Se les ve capa cerosa en el haz de la hoja lo que le da apariencia brillante

(Mejia, 2011).

Las inflorescencias, estan dispuestas en paniculas que pueden albergar hasta 450 flores,
que maduran en el trascurso de seis meses. Cada arbol puede llegar a producir hasta un millon
de flores y solo entre el 0,01 % y el 1 % se transforma en fruto, ocasionado por la extirpacion
de numerosas flores, que suelen ser anormales o estériles y de frutos pequefios en desarrollo

(Bernal, et al., 2014).

Las flores del aguacate son perfectas, posee estambres y pistilos; son trimeras, pequefias
(3 a7 mm de longitud), hermafroditas, pubescentes, con pedicelos cortos. Tienen un pistilo con
un solo carpelo y el ovario con un solo ovulo. Es una especie que presenta dicogamia y
protoginia, es decir, que las flores abren dos veces, actuando primero como flores femeninas y

posteriormente, como masculinas (Gazit & Degani, 2007).

El fruto del aguacate es una baya que de acuerdo con la raza y diferentes variedades
presenta multiples tamafios y formas como redondas, aovados, piriformes, ovoides,
claviformes, abotellados, alargados, achatados y mas. El color del epicarpio de estos frutos varia
desde verde oscuro a verde claro y amarillo y los hay que en su maduracion cambian a marrones,

rojizos, parpuras y negros. El color de la pulpa también varia desde tonos blanquecinos, palidos,
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pasando por verdes, verde-amarillos, amarillos palidos y amarillos fuertes (Mejia, 2011). Cada
fruto presenta una sola semilla la cual es de diferentes tamafios y formas dependiendo del
material e incluso de condiciones climaticas y factores como fertilizacion, estas se caracterizan

por ser duras y grandes con respecto al tamario del fruto (ICA, 2012).

3.3.2. Condiciones agroambientales para el cultivo del aguacate.

Durante las etapas de desarrollo y produccion en el cultivo de aguacate los factores con
mayor incidencia son la temperatura, el viento y las precipitaciones. Elementos como vientos
fuertes, precipitaciones intensas y heladas pueden causar la pérdida directa de la fruta durante
la poscosecha, debido a las cicatrices que causan sobre la misma, el aumento de los organismos
patégenos como insectos, hongos, entre otros que proliferan en época de floracién (DANE,

2016).

En Colombia las zonas para el cultivo de aguacate presentan grandes variaciones en
altitud, radiacion solar, humedad relativa, temperatura y precipitacion, entre otros factores, esto
ocasiona que haya una gran variedad de respuestas en los cultivos lo que afecta al

comportamiento agronémico, productividad, rendimiento y calidad de la fruta.

e Temperatura: Las temperaturas optimas para el cultivo oscilan entre los 5y los
19 °C, con variedades que pueden soportar climas frios de hasta 2,2 °C, Las temperaturas
durante el desarrollo del fruto y la maduracién pueden afectar también la calidad del fruto, ya

sea acelerando o retrasando la madurez horticola. (Whiley, Schafer, & Wolstenholme, 2002).
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Los frutos de aguacate Hass obtenidos de cultivos ubicados en zonas bajas temperaturas calidas,
a 1.300 msnm, presentan formas mas redondeadas y epidermis o céascaras mas rugosas,
comparados con los obtenidos en condiciones de climas més frios a alturas de 2.400 msnm,

cuya forma es mas alargada y la cascara mas lisa (Bernal, et al., 2014).

e Humedad relativa: La adaptacion de este cultivo es en climas himedos y
semihumedos, esto depende de la raza de aguacate cultivado, por ejemplo, la raza mexicana
presenta baja tolerancia a la humedad ambiental, prefiriendo climas mas secos, y la
guatemalteca es de tolerancia media, pues se adapta a climas semihimedos (Whiley, Schafer,

& Wolstenholme, 2002).

e Precipitacion: El aguacate tiene una amplia adaptacion a la pluviosidad; se cultiva
sin riego en zonas con precipitaciones que varian entre 665 milimetros y més de 2.000
milimetros de lluvia anuales (mm/afio) (Alfonso, 2008). Sin embargo, es a su vez muy sensible
al encharcamiento, que produce asfixia radical, también favorece el desarrollo del hongo
Phytophthora cinnamomi Rand., causante de la pudricidn de la raiz. El exceso de precipitacion
durante la floracién y el fructificacion reduce la produccion y provoca la caida de los frutos
(ICA, 2012). En resumen, el aguacate requiere entre 1.200 y 1.600 mm de lluvia bien

distribuidos durante el afio.

e Viento: Es un factor que afecta la produccion en el cultivo, dado que las ramas de
la planta son, muy quebradizas y se rompen facilmente por accion de este, Es asi, que el cultivo

debe ubicarse en lotes para la siembra que posean zonas con vientos suaves o establecer barreras
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rompevientos. Los vientos no deben ser constantes, ni alcanzar velocidades por encima de los
20 kilébmetros por hora, ya que esto provoca ruptura de ramas, caida de flores y frutos,
quemazon de las hojas y de los nuevos brotes del arbol, ademas de deshidratacion, la cual

impide la fecundacion y la formacion de los frutos (Whiley, Schafer, & Wolstenholme, 2002).

e Altitud: En Colombia, el rango altitudinal 6ptimo va desde los 1.800 hasta los
2.000 msnm, que corresponden al clima frio moderado; solo si las condiciones microclimaticas
son buenas, se puede establecer hasta los 2.500 msnm, Bernal y colaboradores (2014)
encontraron que existe una influencia de la altura sobre el periodo de floracion a cosecha, en
aguacate cv. Hass en Antioguia, Colombia. De esta forma encontr6 que los arboles sembrados
a 2.410 msnm tardaron 12 meses en producir después de la floracion, mientras que aquellos a
2.180 msnm, tardaron entre 10 a 11 meses, a 1.900 entre 9 y 10 meses y a 1.340 msnm, este

periodo fue de 7 a 8 meses.

e Requerimientos nutricionales del suelo: El aguacate requiere suelos muy bien
drenados, dado que sus raices son altamente susceptibles a condiciones de inundacion, lo que
le trae problemas sanitarios o de enfermedades; suelos con profundidad efectiva y nivel freatico
superiores a 1,0 metro, con texturas livianas que favorezcan la formacion de un sistema
radicular denso y muy ramificado, son los mas recomendados (DANE, 2016). El aguacate se
adapta a una gran gama de suelos, desde los arenosos (A) hasta los franco-arcilloarenosos
(FArA); el contenido de arcilla en los suelos no debe superar el 28 %; ademas, deberan contar
con buena estructura y buen drenaje interno, factores que son de mucha importancia para

garantizar la vida atil del arbol. En general, se considera como un pH déptimo el rango
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comprendido entre 5,5 y 6,5; pues en suelos de reaccion alcalina o con pH por encima de 7 se

originan deficiencias nutricionales importantes de hierro y zinc (Bernal, et al., 2014).

3.3.3. Producciéon mundial y situacion del cultivo de Aguacate en Colombia y

Narifio

De acuerdo a estadisticas de FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura) el aguacate se produce en los cinco continentes, siendo el
continente americano el mas importante en produccion; en el afio 2016 represent el 74,8 % del
total de aguacates producidos en el mundo, seguido por Africa (11,3 %), Asia (10,5 %), Europa
y Oceania (1,7 %). Los mayores productores de aguacate son México (1.889.354 Ton),
Republica Dominicana (601.349 Ton), Pert (455.394 Ton), Colombia (309.431 Ton) e

Indonesia (304.938 Ton) (Faostat, 2018).

Segun las estadisticas del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Social, el aguacate en
Colombia, para el 2018, presentd una produccion de 403.184 Ton en un area cultivable de
73.986 Ha, estos datos indican que el cultivo en el pais ha tenido un crecimiento de 49 % en su
area sembrada en los ultimos 4 afios, lo cual est4 asociado al incremento en el interés de los
productores por establecer la variedad “Hass” en el pais, debido a la enorme demanda de esta

fruta en mercados internacionales (Min. Agricultura, 2018).

La variedad Hass, por su sabor y su textura, es la principal variedad cultivable a nivel

mundial, llegando a aportar el 80 % de los aguacates que se consumen, debido a la alta calidad

19



de su pulpa, a su mayor productividad, a su madurez mas tardia y a la capacidad de
almacenamiento por periodos relativamente largos. Los frutos son de tamafio mediano, de 8 a
10 centimetros de largo, con un peso que va de 150 a 400 gramos, de forma ovoide a piriforme;
la cascara es mediana a gruesa, de textura rugosa y corchosa, superficie spera y granulosa, de
color verde que se oscurece al madurar, tornandose morada a negra. La pulpa es cremosa de
color amarillo con un contenido de grasa del 17 % al 21 % y de un rico sabor a nuez. Esta
variedad se adapta a clima frio moderado, comprendido entre los 1.800 y los 2.600 msnm; en
Colombia muestra rendimientos promedio por hectarea de 10,8 toneladas, que la posicionan en
el segundo lugar a nivel mundial en este aspecto. Por lo tanto, se hace interesante el cultivo de

esta variedad, tanto para el mercado nacional, como para el internacional (Bernal, et al., 2014).

De acuerdo con las estadisticas de Agronet, en el afio 2016, se reporta que para el
departamento de Narifio el &rea sembrada de este producto correspondié a 547 Ha, con un éarea
cosechada de 234 Ha y una produccion de 974 Ton, lo que representan un 14,4 % de crecimiento

de este cultivo con respecto a los afios anteriores (Agronet, 2018)

3.4. USO DE BIOPROSPECCION EN EL CONTROL DE H. pylori.

La triple terapia que consiste en el uso de dos antibidticos y un inhibidor de la bomba
de protones, es el tratamiento mas comun para infecciones de H. pylori. Sin embargo, el
prolongado uso de antibidticos puede otorgar resistencia en la infeccion del organismo ademas
de alterar la biota normal del sistema gastrointestinal (Murali, 2014). La busqueda de

alternativas para esta infeccion en las propiedades anti-H. pylori en plantas es reciente, el primer
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reporte que se tiene ocurrié ocho afios después de ser descrita por primera vez esta bacteria

(Cassel-Beraud, Le Jan, Mouden, Andriantsoa, & Adriantsiferana, 1991).

La bioprospeccion se define como la exploraciéon de componentes naturales y
organismos completos de la biodiversidad cuyo fin sea concederles un valor comercial para el
desarrollo de maltiples productos relacionados con industria farmacéuticas, biotecnolégicas, de

agro insumos y de medicina boténica, entre otras (Torres & Velho, 2009).

Un ejemplo de estos estudios en el tratamiento de la infeccion por H. pylori con la planta
el Olivo, del cual se extrae el aceite de Oliva. En el mundo hay plantados mas de 1.500 millones
de olivos que se extienden en 11.512.015 de hectareas repartidas por todo el planeta, hay cerca
de 56 paises del mundo que producen aceite de oliva. El aceite es producido a través de la
presion de aceitunas del olivo enteras y es usualmente usado en la cocina, cosméticos,

farmacéuticos y jabones (Vilar & Pereira, 2018).

Romero y colaboradores (2007), examinaron el efecto del aceite de oliva en ocho
diferentes aislados clinicos de H. pylori, incluyendo tres muestras resistentes a antibiéticos y
observaron un potencial positivo en la actividad anti-H. pylori del aceite de Oliva. En adicion,
los compuestos fendlicos del aceite de oliva pueden permanecer estables durante varias horas
bajo fuertes ambientes acidos, los autores consideraron a estos compuestos sumamente

importantes para ensayos in vivo sobre la actividad anti H. pylori.
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Basados en estos resultados, Castro y colaboradores (2012), realizaron dos estudios
pilotos clinicos diferentes comparando 30 individuos en dos intervalos de tiempo, en el primer
intervalo los 30 individuos recibieron 30 g de aceite de Oliva virgen lavado durante 14 dias, se
espero un espacio de un mes y se continu6 con el segundo intervalo donde se les administro por
14 dias aceite de Oliva virgen sin lavar. Los investigadores observaron que en las primeras 4
semanas la infeccién por H. pylori fue eliminada en ocho de los 30 pacientes (27 %), al finalizar

el estudio, 12 de 30 individuos no presentaron infeccion.

Otra planta investigada para el tratamiento de H. pylori es el brocoli. Los principales
paises exportadores de brocoli son: Espafia (240,61 mil/TM), Francia con 19,26 % (182,39
mil/TM), China con 13,92 % (131,86 mil/TM) y Estados Unidos con 8,95 % (84,80 mil/TM).
Segun la FAO, de este cultivo se importa 662 millones de toneladas, siendo los principales
importadores: Reino Unido (18 %), Alemania (9,44 %) y Canada (9,20 %) (Escobar, 2016). El
brdcoli tiene un alto contenido en vitamina C y fibra alimentaria; también contiene multiples
nutrientes con potentes propiedades anticancerigenas, como diindolilmetano y pequefias
cantidades de selenio. El diindolimetano que se encuentra es un potente modulador de la
respuesta del sistema inmunitario innato con actividad antiviral, antibacteriana y

anticancerigena (Ohio State University Medical Center, 2019).

Galan y colaboradores (2004), en un estudio piloto usando nueve pacientes revelaron
que H. pylori fue erradicada en el 33,33 % de los pacientes quienes consumieron brécoli en
dosis de 14 g, 28 g y 56 g durante 7 dias, cuando se realizé el test de antigeno en heces, siete

de nueve pacientes mantuvieron los resultados negativos de H. pylori, sin embargo, después de
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35 dias de evaluacidn, seis de 9 pacientes no tenian a H. pylori en su sistema, lo que indica que
este alternativa de tratamiento para la infeccion se mantiene en el tiempo, y con un analisis de
biopsias gastricas se determind que en solo tres de nueve pacientes se erradico completamente

a la bacteria.

En otro estudio con brocoli, Fahey y colaboradores (2013), aislaron de esta planta
sulfarafano y un glucosionalato precursor y observaron que estos compuestos fueron efectivos
contra 45 aislados clinicos en una CMI menor a 4 ug mL™ para el 90 % de las muestras, en
adicién el ensayo fue realizado con diferentes niveles de pH y se observo que la CMI permanece
inalterable a pH de 5,8, lo que asemeja las condiciones de las mucosa gastrica, los autores
concluyen que el sulfurafano podria ser util en ensayos in vivo contra H. pylori. Sumado a
esto, ellos trabajaron diferente3s estratos usando cloroformo, metanol, acetato etilico, butanol
y agua, encontrando que los extractos obtenidos con metanol presentaron los resultados méas

potentes contra H. pylori.

Los ardndanos son otro cultivo de importancia en el tratamiento frente a la infeccién
causada por esta bacteria. EIl arandano es un cultivo que se desarrolla a nivel mundial, el mayor
productor de este fruto es Estados Unidos, sin embargo, como existe una necesidad de proveer
la fruta durante todo el afio, Estados Unidos pese a ser el mayor productor del mundo, solo
puede sostener una época productiva durante el afio, y es entones donde se contempla al
abastecimiento por parte de otros paises como Suramérica, convirtiendo a Chile en el segundo
pais con mayor produccion a nivel mundial y el principal productor Suramericano con alrededor

de 14.000has (Farfan, 2016). Los arandonos se componen de un 90 % de agua y son un gran
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recurso de flavonoides, incluyendo antocianinas y protocianidinas con alto potencial
antioxidante que se ha documentado que presenta beneficios para la salud humana (Pedersen,

Kyle, kinson, Gardner, & Mc Phail, 2000).

En el estudio realizado por Zhang y colaboradores (2005), 97 pacientes positivos para
H. pylori recibieron 250 mL de jugo de arandanos rojos durante 90 dias, la eficacia en la
eliminacion de H. pylori a los 45 y 90 dias fue del 14,43 % respectivamente, ademas se observé
que tres participantes fueron positivos para H. pylori a los 45 dias, pero cambiaron a negativos
para H. pylori a los 90 dias de evaluacion, lo que sugiere que una larga intervencion con este
tratamiento a base de ardndanos rojos puede proveer una mayor eficacia en la erradicacion de

la bacteria

3.5. POLIFENOLES

3.5.1. Origen, estructura y distribucién.

El término polifenol es utilizado para definir metabolitos secundarios derivados de rutas
metabdlicas shikimato-fenilpropanoide y/o policétidos, que presenten méas de un anillo fendlico
y estén desprovistos de nitrégeno en su estructura (Quideau, Deffieux, Douat-Casassus, &

Pouységu, 2011).

Las plantas sintetizan estos productos en gran cantidad, como producto de su

metabolismo secundario, se han relacionado en diversos papeles, incluyendo la resistencia de
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las plantas contra microrganismos patdgenos y animales herbivoros, como los insectos. Los
polifenoles son importantes, también, en la proteccion del ADN frente a las radiaciones solares,
en especial, la radiacion UV-B, lo que probablemente fue un factor determinante en la evolucion

de las plantas terrestres (Carrasco-Rios, 2009).

Como se menciono anteriormente la biosintesis de los polifenoles surge de dos rutas
metabolicas primarias: la ruta del acido shikimico y la ruta de los poliacetatos. La ruta del acido
shikimico es responsable de la biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos de plantas.
A partir de eritrosa-4-P y de acido fosfoenolpiravico se inicia una secuencia de reacciones que
conduce a la sintesis de acido shikimico y, derivados de éste, aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, triptéfano y tirosina), la mayoria de los compuestos fenolicos derivan de la

fenilalanina (Garcia & Carril, 2009).

La ruta de los poliacetatos proporciona las quinonas y las xantonas. Comienza a partir
de una molécula inicial de acetilCoA, y a traves de una serie de condensaciones se originan los
poliacetatos. Por reduccion de los poliacetatos se forman los &cidos grasos, y por ciclacion
posterior se forman una gran variedad de compuestos aromaticos, como las quinonas y otros
metabolitos que se generan a través de rutas mixtas, estas a su vez pueden combinarse con
precursores del acido shikimico y poliacetatos y generan moléculas bioldgicamente activas

denominadas flavonoides (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012).
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3.5.2. Propiedades terapéuticas de los polifenoles

Los beneficios del consumo de compuestos polifenolicos radican en su potencial
antioxidante, puesto que estos fitoquimicos tienen la capacidad de neutralizar a las especies
reactivas de oxigeno (ROS), cuya acumulacion en el organismo desencadena la degradacién de
biomoléculas esenciales para la funcionalidad del organismo. Cabe resaltar que la funcion
biolégica de los compuestos polifenolicos se restringe al tipo de especie vegetal que los
contenga, tal es el caso de los &cidos fenolicos que ayudan a inhibir agentes mutagénicos y a la
vez promover la actividad bactericida en las células del organismo, o por ejemplo los
flavonoides que han demostrado tener capacidad antiviral y proteger moléculas como proteinas,

lipidos y ADN (Mercado-Mercado, Cariilo, Wall-Medrano, Lopéz, & Alvarez, 2013).

Estos compuestos bioactivos reducen el riesgo de muchas enfermedades, entre ellas,
padecimientos cronicos como aquellos cardiovasculares, hipertension, cancer y diabetes. Estos
polifenoles ayudarian a la inhibicion de la tasa metabdlica de los carcindgenos por las enzimas
de fase I, asi como la induccion de enzimas antioxidantes y enzimas destoxificadoras (Vallejo-

Zamudio, Rojas, & Torres, 2017).

3.5.3. Actividad biol6gica de los polifenoles

Una caracteristica de los polifenoles es su comportamiento quelante, puesto que
favorecen a la retencion en las proteinas de los iones, de metales como hierro y cobre, evitando

asi reacciones que catalizan la produccién de radicales libres. También intervienen directamente
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en los procesos celulares, especificamente crecimiento, proliferacion y apoptosis. Muchos de
los efectos biolégicos de los polifenoles consisten en intervenir en la funcionalidad de los
mecanismos de reconocimiento celular, incluyendo las proteinas fosfatasas, cinasas y los

receptores de membrana (Paredes & Clemente, 2005).

Los mecanismos implicados en la inhibicion de las bacterias por los compuestos
polifendlicos dependen de su estructura quimica y concentracion, asi como de las caracteristicas
intrinsecas de la cepa bacteriana (Pastene, Hebel, & Garcia, 2012). El uso de los polifenoles
como antimicrobianos, puede deberse a que sus acidos organicos ejercen una reduccién en el
pH extracelular sobre los microorganismos, aumentando la turgencia celular, provocando asi
un aumento de la presién mecénica sobre la pared de las bacterias, alterando su estructura

(Sotelo, Casas, & Camelo, 2010).

Estudios de microscopia electronica de transmisién demuestran que los polifenoles
generan dafios en la integridad de la membrana celular de microorganismos. Lo que sugiere la
implicacion de interacciones hidrofobicas entre los compuestos fendlicos y la fraccion lipidica
de la membrana bacteriana, que con llevarian la pérdida de su integridad y muerte celular.
Polifenoles presentes aceites esenciales de plantas, permeabilizan la membrana celular, lo que
provoca la pérdida de iones, el colapso de la bomba de protones y a la disminucion del ATP lo

cual conduce a la muerte celular (Pastene, Hebel, & Garcia, 2012).
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3.6. ANTECEDENTES

El aguacate, es una especie que presenta cerca de 500 variedades para Colombia esta
presenta un gran potencial debido a la demanda por la fruta en mercados nacionales e
internacionales, esta especie es utilizada en programas de sustitucion de cultivos ilicitos y
ademas hace parte de la canasta familiar colombiana (Red nacional para la bioprospeccion de
frutas tropicales "COLCIENCIAS", 2013). Su pulpa contiene cerca de un 30 % de grasa;
proteina, calcio, hierro, sales minerales, vitaminas E, B1, B2, y D; es una excelente fuente de
compuestos bioactivos tales como acidos grasos monoinsaturados y esteroles; hidrocarburos
alifaticos saturados, alcoholes alifaticos y térpenicos; aminoacidos como el acido aspartico y
glutdmico, también leucina, valina y lisina; asi como carotenoides y fenoles (Dembitsky, et al.,

2011; Olaeta, Schwartz, Undurraga, & Contreras, 2007).

Segun la recopilacién realizada por Rincon (2014), sobre la actividad bioldgica de la
familia Lauraceae, reporta actividad citotdxica, tripanocida, hipotensora, antifingica,
hipolipidémica, antioxidante, antibacterial, vaso relajante, hipoglicémica, antidiabética,
analgesica y antiinflamatoria, antiespasmddica, antialimentaria, antimicobacteriana, toxica,
inhibicion de la acetil-CoA carboxilasa, supresion de la lesion en el higado, inhibicion de la

generacion de superoxido y 6xido nitrico.

Estudios previos demostraron que residuos de Persea americana var Hass como la
cascara y la semilla presentan actividad antimicrobiana y ademas posee una buena cantidad de

moléculas activas como los polifenoles. La semilla del aguacate posee componentes como
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acidos grasos, alcoholes, protocianidinas, carnitina y carotenoides, demostrando capacidad
antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, Bacilus subtillis, Aspergillus glaucus y
Penicillium notarum, mientras que la cascara presenta buenos componentes nutricionales, se ha
utilizado como laxante casero para tratar digestion lenta y colon irritable (Bressani, Rodas, &

Ruiz, 2009; Olaeta, Schwartz, Undurraga, & Contreras, 2007).

Segln el estudio de Chavez et al., (2011), reporta que en el aguacate se destacan
productos polifendlicos que tienen potencial en la inhibicion de H. pylori. Los resultados de su
investigacion demuestran que los polifenoles extraidos de epicarpio de aguacate inhiben la
actividad de enzimas como la ureasa, la cual es esencial para la colonizacién de la bacteria en
el cuerpo humano. El extracto obtenido fue rico en procianidinas, las cuales al fraccionarlas se

observo una relacion entre el tamafio molecular y la capacidad de inhibir ureasa.

Los estudios realizados por Kosinska et al., (2012), reportan la capacidad antioxidante
y el contenido polifendlico en las semillas de dos variedades de aguacate (var. Hass y var.
Shepar), determinando que la variedad Hass presenta mas compuestos polifendlicos con
respecto a otras variedades evaluadas; lo que refleja su mayor capacidad antioxidante, estos
resultados generan interés particular por el empleo de estas moléculas activas extraidas de la

cascara y semilla del aguacate estructuras reconocidos como “desechos” del fruto.

El estudio mas reciente fue realizado por Ramos y colaboradores (2019), quienes
estudiaron el potencial protector de fracciones extraidas del aguacate contra ulceras gastricas

inducidas por métodos quimicos en ratones. Ellos reportan que estos extractos fueron efectivos
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en mitigar el estrés oxidativo incrementando la enzima super oxido dismutasa, lo cual previno
la formacién de ulceras en un 92%, el analisis por HPLC-DAD reveld la presencia de (-)

epicatequina y (+) catequina.
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4. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo experimental, se incluyeron cinco biopsias de pacientes
sintométicos de gastritis donadas por el grupo de investigacion en Salud Publica de la
Universidad de Narifio, de las cuales se obtuvieron aislados de H. pylori con el fin de evaluar
la capacidad inhibitoria de los extractos de semilla y cascara del aguacate (P. americana var

Hass) sobre el crecimiento de la bacteria.

El proyecto fué financiado por COLCIENCIAS en el marco de la interaccion con la Red
Nacional para la Bioprospeccion de Frutas Tropicales-Rifrutbio, en convenio con la

Universidad Nacional de Colombia, la Universidad de Narifio y cinco instituciones adicionales

4.1. Recoleccion de material vegetal

Los frutos de aguacate para la extraccion de sus componentes polifendlicos, se
recolectaron en el municipio del Tambo (1° 23' 21.286" N 77° 22' 59.75" O). Esta zona se
caracteriza por tener un clima templado, con temperaturas promedio que oscilan entre los 15 a
20 °C, la pluviosidad tiene dos picos maximos en los meses de mayo y noviembre (392 mm) y
durante los meses de junio a septiembre se presenta la menor precipitacion (2,60 mm), las

caracteristicas de suelo son de tipo limo-arcilloso (Barrera, et al., 2016).

La recoleccion del material vegetal se realizo mediante un muestreo aleatorio simple,

en total se recolectaron entre 38 frutos caracterizados por tener un tamafio uniforme, coloracion
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verde brillante, libres de hongos, bacterias, parasitos, dafios mecénicos y que presenten un

estado optimo fisioldgico para su cosecha (Figura 1).
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Figura 1. Colecta de material vegetal. Se puede observar un cultivo de aguacate variedad Hass y

sus respectivos frutos, en el municipio del Tambo-Narifio. Fuente. Este estudio

Posteriormente, estos frutos fueron cubiertos en papel periddico durante cinco dias para
acelerar su maduracion, una vez adquirieron una coloracion verde oscura a morada y una
firmeza suave al tacto fueron llevados al laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular de

la universidad de Narifio para su posterior uso (Figura 2).

Figura 2. Maduracion de los frutos de aguacate. Se puede Observar frutos

Optimos para proceso de extraccion. Fuente. Este estudio
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4.2. Objetivo especifico 1: Extraccion, purificacion y fraccionamiento de los

componentes polifendlicos de la semilla y epicarpio de aguacate (P. americana Var. Has)

4.2.1. Obtencion de extractos crudos de aguacate

Los frutos fueron procesados con el fin de obtener los extractos crudos tanto de semilla
como epicarpio mediante maceracion quimica. Inicialmente cada fruto fue lavado con agua
destilada, secado y pesado, luego se separ0 el epicarpio y la semilla de la pulpa, estas partes
vegetales fueron pesadas por separado, los datos obtenidos fueron tabulados en el programa
Excel. Posteriormente, se cort6 la semilla en pedazos pequefios, los cuales fueron colocados en
un procesador de alimentos marca Black and Decker con el fin de fragmentar lo mejor posible
las semillas, este material se colocd en un recipiente forrado con papel plastico negro y fue
cubierto hasta el tope con una solucion de Metanol — Agua (80:20). Para el caso de epicarpio,
este se cortd finamente con un bisturi y se repitié el proceso. Ambos contenidos se dejaron
reposar por 24 horas. Transcurrido este tiempo se realizo el filtrado del material con ayuda de

una bomba de vacio (Figura 3), el material fue colocado en botellas ambar y se refrigero a 4°C.

33



Figura 3. Maceracion quimica. Se puede observar parte del proceso de maceracion quimica de los

extractos crudos de semilla y epicarpio. Fuente. Este estudio

Posteriormente a este filtrado se elimind el solvente en el equipo rotaevaporador Marca
Heidolph y fue colocado en cajas petri cubiertas en su totalidad con papel plastico color negro
y con perforaciones sobre la tapa, posteriormente se congel6 a -20°C y se liofilizd en el equipo
liofilizador Marca Fanbolun, el cual realiza un proceso de sublimacién que consiste en eliminar
el agua de una muestra pasando directamente de estado sélido a gaseoso por medio de presiones
cercanas al vacio. El contenido liofilizado fue pesado y raspado para posteriormente guardarlo

en viales de vidrio a 4°C.
4.2.2. Purificacidn de los extractos crudos de aguacate

Los extractos crudos de epicarpio (ECE) y semilla (ECS), se purificaron utilizando una
resina polimérica (Amberlita XAD-7) empacada en una columna cromatogréfica de

dimensiones: largo 23,5 cm y didmetro interno 2 cm. Este proceso se realizo con el fin de
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eliminar compuestos co-extraidos durante la maceracion como azlcares, aminoacidos,
proteinas entre otros. Para la purificacion en Amberlita XAD-7, inicialmente se activo la resina
con 400 mL de agua acidificada (Acido clorhidrico al 0,01 %), luego se cargaron 4 gramos de
la respectiva muestra a purificar y se realizaron lavados con agua destilada hasta que el pH
obtenido de la purificacion por amberita fue igual o muy similar al del agua de lavado. Luego
el contenido retenido en la resina fue eluido con 420 mL de una solucién de Metanol — Acido
acético (19:1), el cual se colect6 en botellas ambar. Este proceso se repitié cuatro veces, con el
fin de purificar en total 16 gramos de cada extracto crudo. Finalmente se repitié el proceso de
rotaevaporacion y liofilizacién pesando y conservando a 4 °C el contenido seco de estos
extractos purificados (Rosero, Cruz, Osorio, & Hurtado, 2019). Este material se utilizd para

obtener las fracciones polifenolicas y para los ensayos antagonicos de estos extractos sobre H.

pylori.

4.2.3. Obtencion de fracciones polifenolicas del aguacate

Los extractos purificados con mejor capacidad anti- H.pylori fueron fraccionados por la
cromatografia de exclusion por tamafio, haciendo uso de la resina de Sephadex LH-20,
inicialmente esta fue activada con 500 mL de agua acidificada (Acido clorhidrico al 0,01 %).
El flujo para la activacion y el resto del proceso fue de 0,7 mL por minuto. Al igual que el
proceso anterior se realizé un lavado con agua tipo 11 hasta equilibrar los pH, una vez se termind
el lavado de esta columna se procedio a cargar el extracto purificado de semilla, el cual se
disolvié en 30 mL del solvente inicial, Metanol al 30 %, el volumen de este primer solvente fue

de 400 mL, culminado esta elucion, se continuo eluyendo con 450 mL del segundo solvente
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(Metanol 60 %) y finalmente se eluyd el resto del contenido fraccionado con 250 mL de acetona
al 60 % acidificada con 0,01 % de acido formico. El contenido de cada elucién fue almacenado

cada 10 mL en frascos plésticos de 30 mL envueltos en papel vinipel color negro.

Las muestras de 10 mL de cada solvente fueron medidas en un espectrofotdmetro marca
Spectroquant Prov 300, el cual permitio realizar la medicién en un barrido desde 200 a 700 nm,
estos resultados fueron registrados y se usaron para comparar muestras similares; es decir,
muestras que presentaban similitud en sus espectros fueron colectadas en una misma botella
ambar para luego ser rotaevaporadas, liofilizadas y almacenadas a 4 °C (Rosero, Cruz, Osorio,

& Hurtado, 2019).

4.3. Objetivo especifico 2: Establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI)
in vitro de los extractos crudos y los extractos ricos en polifenoles del epicarpio y semilla

del aguacate (P. americana Var. Hass) sobre el crecimiento de Helicobacter pylori

4.3.1. Activacion e identificacion de los aislamientos de Helicobacter pylori

Para los ensayos antagonicos de los EC y los EP se usaron cuatro biopsias, AP016,
AP026, AP028 y APO030, y para los ensayos antagénicos correspondientes a las fracciones
polifenolicas se hizo uso de la biopsia AP018. Las cinco biopsias usadas en esta investigacion
fueron donadas por el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular de la Universidad de

Narifio a cargo del profesor Alvaro Pazos Moncayo.
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4.3.1.1. Activacion: Cada biopsia seleccionada se descongel6 a temperatura
ambiente y se coloc6 en un ependorff de 1.5 ml estéril con la ayuda de una micropipeta, luego
se agrego 200 pl de solucion salina estéril al 0.89 % de NaCl y con un microbolillo estéril y un
rotor se macero hasta homogenizar completamente el tejido. Parte del macerado se sembré para
el aislamiento e identificacion y el resto se utilizd para los ensayos antagénicos con los

polifenoles.

Para el aislamiento e identificacion de H. pylori, La siembra se realiz6 con un asa de
argolla calibrada a 10pl, por siembra masiva, en agar Columbia con sangre desfibrinada de
cordero al 10 %, mas suplemento Dent. Luego de la siembra se preservo el macerado restante
en una solucion de tioglicolato con glicerol al 20 % y se conservé en el freezer a -70 °C (Pazos,

Figueroa, Cortés, & Bravo, 2012).

La incubacion de las cajas petri se realizdé en una incubadora de CO. a 37°C, con
atmosfera de CO2 al 10 % y 90 % de humedad. Se verifico el crecimiento a las 72 h y luego se
realiz6 evaluaciones periddicas de 7 a 10 dias hasta observar colonias caracteristicas de H.
pylori con buen crecimiento. Por Gltimo, de las cajas que presentaron crecimiento positivo y
puro se les tomd una muestra para identificacion bioquimica, molecular y para ser preservadas

a-70 °C en medio tioglicolato més 20 % de glicerol.

4.3.1.2. Identificacion bioquimica: A nivel macroscopico se identifico colonias
pequefias, traslicidas, a manera de gotas de rocio (Alarcén, Baquero, Domingo, Lopéz, & Royo,

2004) las cuales se identificaron por las siguientes pruebas bioquimicas.
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e Prueba de oxidasa: Con una tira de oxidasa se tom¢ directamente del cultivo en
caja petri colonias aisladas de H. pylori, observando el cambio en la coloracion de la zona
reactiva de la banda. La prueba es positiva para H. pylori cuando la tira presenta cambio de

coloracion (blanco a color azul oscuro) (Alarcon, Baquero, Domingo, Lopéz, & Royo, 2004).

e Prueba de Catalasa: Se emulsiond colonias del cultivo en porta objetos con dos
gotas de perdxido de hidrégeno al 10 %. La presencia de burbujas indic6 una reaccion positiva

H. pylori (Alarcon, Baquero, Domingo, Lopéz, & Royo, 2004).

e Prueba de deteccién Ureasa: Del cultivo se tom6 una colonia y con un asa se
inoculd un tubo Nunc con 1 ml de solucion de urea con rojo de fenol al 10 %, como indicador
de pH. La prueba fue positiva para H. pylori al presentarse un cambio de coloracion de amarillo

a fucsia (Alarcon, Baquero, Domingo, Lopéz, & Royo, 2004).

e Tincion de Gram: En un portaobjetos se realiz6 un frotis de colonias de H. pylori
en agua destilada con posterior fijacion al calor. Se utilizé un protocolo estandar de coloracion
de Gram y en el microscopio con un objetivo de 100X se evalu6 la presencia de bacilos Gram
negativos (coloracién rosada) como resultado positivo para la identificacion de H. pylori

(Alarcon, Baquero, Domingo, Lopéz, & Royo, 2004).
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4.3.1.3. Identificacion molecular: Para la identificacion molecular se utilizé la
técnica de PCR con primers especificos para la determinacion de la especie de H. pylori. Esta

técnica requiere los siguientes pasos

e Extraccion y control de calidad de ADN de H. pylori: La extraccion de ADN de
H. pylori se realiz6 con el Kit Extraccion de ADN genomico “GenElute™ Bacterial Genomic

DNA Kit Protocol (NA2100)”.

Para verificar la pureza y concentracion del DNA extraido, se hizo uso de lecturas por
espectrofotometria en el equipo NanoDrop™ - One/OneC, donde se utilizé la solucion Elute
del kit de extraccion como blanco para la calibracion del equipo y a continuacion 1uL de cada
muestra de ADN extraido. Se utilizé una cepa de referencia ATCC 43504 de H. pylori como

control positivo.

e Técnica de PCR: La identificacion molecular de H. pylori se verifico por la
amplificacion del gen esencial urea (Tabla 2), ya que su deteccién confirma la especie. Para
esto se siguio el protocolo propuesto en el Manual de Genotipificacion de H. pylori (Pazos,

Cer6n , & Bravo, 2011).

Tabla 2 Primers, Secuencias y Amplicon para PCR ureA de H. pylori

Genyregionde  Secuencias del iniciador (5> Primer Tamafio del

ADN amplificada 3) amplicon x PCR

UreAPCR 1 GCCAATGGTAAATTAGTT HPU 1 167 pb
CTCCTTAATTGTTTTTAC HPU 2

Fuente: Este estudio
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Inicialmente se preparo el mix de reaccion en la zona exclusiva de PCR en el laboratorio,
los reactivos y concentraciones requeridas seran tomadas del protocolo del producto comercial

Go taqg DNA Polymerasa, como se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Mix de reaccion para PCR del gen urea de H. pylori.

Concentracion Vol Final Vol Final
REACTIVOS [Final] 1 Reaccion 10 Reaccion
1 H20 MQ 31,25ul 312,5 ul
2 Buffer 5X Colorless 1x 10 ul 100 pl
Go Taq
3 Solucién de MgClI2 1 mM 2 ul 20 pl
20 Mm
4 DNTPS 10 Mm 2 mM cada uno 1wl 10 ul
5 HPUI-Forward 0,5 pmol 1,25 wl 12,5 ul
20pmol/ul
6 HPUI-Reverse 0,5 pmol 1,25 wl 12,5 ul
20pmol/ul
7 Go Taqg Polymerasa 1,25 U 0,25 ul 2,5 ul
(5U/ul)
8 ADN <500 ng/ul 3 ul cada muestra 3 pl cada muestra
9 Volumen Total 50 pl 500 pl

Fuente: Este estudio.

e Electroforesis en gel de agarosa: Esta técnica permitio la visualizacion de los
amplificados, para lo cual se emple6 un gel de agarosa al 1,5 %, disolviendo 1,5 g de agarosa
en 100 mL de buffer TAE 1X (40mM Tris acetato, 1 mM EDTA pH: 8,0), este fue tefiido con
5uL de intercalante SYBR Green y una vez solidificado se sumergié completamente en buffer

TAE1X dentro de la cAmara de electroforesis.
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Cada pozo del gel se inocul6 con 6uL de la muestra de ADN junto con 2uL de buffer de
carga 6X, se utilizo un marcador de 100pb como referencia, el control positivo fue los
amplificados obtenidos del ADN de una cepa de referencia para H. pylori ATCC 43504 vy el
blanco un amplificado del mix de reaccion con agua grado molecular en lugar de ADN. Las
condiciones de corrida fueron: una precorrida de 20 min a 30 V y una corrida final de 1 h 'y 40
min a 60 V. El gel se observo bajo luz ultravioleta UV en un transiluminador UV vy fotografiado

con una cadmara digital para su posterior analisis (Pazos, Ceron , & Bravo, 2011).

4.3.2. Ensayos para detectar la CMI de cada extracto obtenidos de aguacate

El siguiente protocolo se realizd segin las descripciones del manual: Método de
determinacion de sensibilidad antimicrobiana por dilucién (MIC testing) (Malbréan, 2012). El
método de dilucidn en agar o en caldo como test de susceptibilidad microbiana es utilizado para
determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) la cual en este estudio seréa definida como
concentracion mas baja del extracto del aguacate que puede inhibir el crecimiento visible de H.

pylori después de seis dias de incubacion en condiciones de microaerofilia.

4.3.2.1. Preparacion de soluciones STOCK: Se prepar6 una solucion STOCK
para cada extracto crudo y purificado obtenido, la concentracion de esta solucion inicial para
cada extracto fue de 24.000 ppm, para lo cual se peso 0,6 g de la muestra en una balanza
analitica y se disolvieron inicialmente en un beaker de 50 mL con 10 mL de agua destilada
estéril, esto se hizo con la ayuda de un magneto sobre la plancha de agitacion sin aumentar la

temperatura. Una vez disuelto se paso el contenido a un balon aforado de 25 mL y se completo
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el aforo con agua destilada estéril, se trasvasé el contenido a un tubo falcon estéril y se lo colocd
en luz UV toda la noche para esterilizar el contenido. Al dia siguiente, estos tubos se los cubrio6
en papel aluminio y para evitar algin tipo de degradacion ocasionado por la luz ambiental y

finalmente se conservaron estas muestras a -80 °C en el Freezer del laboratorio.

4.3.2.2. Preparacion de medios de cultivo: se prepard el medio agar Mueller
Hinton este se suplemento con el 10 % de sangre desfibrinada de cordero, 1 % del suplemento
Isovitalex y la cantidad en mililitros requerida de cada extracto para cada concentracion que se
desea analizar (Tabla 4). Inicialmente se prepararon los agares y se llevaron a esterilizacion en
autoclave a 121°C y 15 PSI durante 15 minutos, luego en la cabina con los mecheros de gas
encendidos se afiadieron al medio la cantidad de volumen indicada para Isovitalex, extracto y
finalmente la sangre de cordero, para finalizar se sirvieron en cajas petri pequefias desechables
(10 mL por caja) y se dejé solidificar los medios. 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 contaminantes.
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Tabla 4. Concentraciones del medio de cultivo para las diluciones de los extractos polifendlicos
de aguacate.

Agar Vol de Vol del Volde  Cconcentracion

Dilucion Mueller Agua Vol del suplemento  Sangre de final de los Vol final*
: 4 extracto : extractos en
Hinton destilada Isovitalex cordero opm
1 1449 19,5 mL 7,5mL 0,3mL 3mL 6.000 ppm 30,3mL
2 1449 23,25 mL 3,75 mL 0,3mL 3mL 3.000 ppm 30,3 mL
3 1449 25,12 mL 1,87 mL 0,3mL 3mL 1.500 ppm 30,3mL
4 149 26,06 mL 0,93 mL 0,3mL 3mL 750 ppm 30,3 mL
5 l4¢9 26,53 mL 0,468 mL 0,3mL 3mL 375 ppm 30,3 mL

* El volumen final fue de 10 mL en cada caja Petri, logrando asi que cada dilucién se evalué

por triplicado. Fuente: Este estudio.

4.3.2.3. Inoculacion de los aislados de H. pylori: La inoculacion de estos medios
se llevd a cabo con el sobrante de las biopsias utilizadas en el procedimiento de activacion de
H. pylori explicado anteriormente. Con un asa de argolla calibrada (10uL) se toma la muestra
y se la extiende en el agar, realizando un sembrado masivo. Estas cajas se incubaron en
condiciones de microaerofilia en incubadora de CO> a 37 °C durante seis dias, se realizo una
revision a los cuatro y seis dias para evaluar la CMI de cada extracto ensayado. Como control
positivo se tomé una cepa ATCC 43504 de H. pylori, como control de crecimiento una caja con

medio base sin el extracto e inoculada con las biopsias ensayadas.
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4.4. Objetivo especifico 3: Determinar la mejor capacidad inhibitoria in vitro de H.
pylori de las fracciones polifenolicas obtenidas del extracto de epicarpio o semilla del

aguacate (P. americana var. Hass)

4.4.1. Activacion de la biopsia para aislamiento de H. pylori.

Se selecciono la biopsia AP018 para obtener los aislados de H. pylori y poder probar el
efecto inhibitorio de las fracciones obtenidas del extracto purificado de semilla. Este material
bioldgico fue descongelado a temperatura ambiente y colocado en un ependorff de 1.5 ml estéril
que contenia previamente 200 ul de solucion salina estéril al 0.89 % de NaCl y se procedi6 a
su respectiva maceracion. Este contenido sirvié para los ensayos antagonicos e identificacion
de los aislados. La identificacion se realiz6 de manera bioquimica y molecular, como se explicd

anteriormente.

4.4.2. Deteccion de la CMI de cada fraccién obtenida del extracto purificado

de aguacate

Se prepararon soluciones STOCK de cada fraccion obtenida a una concentracion de
24.000 ppm, como solo se trabajé con una biopsia, el volumen de esta solucion fue menor que
el preparado para los anteriores ensayos con los extractos crudos y purificados. Una vez
preparada y esterilizada las soluciones stock se almacenaron en nevera a 4 °C hasta su posterior

uso. Se hizo uso de medio agar Muller Hinton para la preparacion de los medios de cultivo,
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suplementado con 10 % de sangre desfibrinada de cordero, 1 % de isovitalex, mas el volumen

requerido para cada dilucion teniendo en cuenta la Tabla 4.

Posteriormente se inoculo la biopsia en los medios preparados, para lo cual se hizo uso
de un asa de argolla calibrada (10uL) para tomar la a muestra y extenderla sobre el agar,
realizando un sembrado masivo. Estas cajas se incubaron en condiciones de microaerofilia en
incubadora de CO2 a 37 °C durante seis dias, se realiz6 una revision a los cuatro y seis dias para

evaluar la CMI de cada fraccién ensayada.

4.5. Disefio experimental.

El disefio experimental para la deteccion de la CMI de los extractos crudos y purificados
de epicarpio y semilla del aguacate sobre H. pylori, consistié en el uso de la caja de Petri como
unidad experimental, se hizo el uso de dos factores, el primer factor fue Tipo de Extracto con
cuatro niveles, Extracto Crudo de Epicarpio (ECE), Extracto Crudo de Semilla (ECS), Extracto
Purificado de Epicarpio (EPE) y Extracto Purificado de Semilla (EPS) y el segundo factor fue
la Concentracién con 5 niveles, 6000, 3000, 1500, 750 y 375 en unidades de partes por millén
(ppm) y por ultimo, la variable dependiente fue el crecimiento de cuatro aislados de H. pylori
AP026,AP016, AP028 y AP030 evaluados sobre la unidad experimental y medidos en unidades

formadoras de colonia (UFC), cada interaccion de los factores se hizo por cuadriplicado.

El disefio experimental para la deteccion de la CMI de las fracciones obtenidas del

estrato con mejor inhibicion de H. pylori, consistié en el uso como unidad experimental de la
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caja Petri, se hizo el uso de dos factores, el primer factor fue Tipo de fraccion con dos niveles,
Fraccion 2 (F2) y Fraccién 3 (F3) y el segundo factor fue la Concentracion con 5 niveles, 6000,
3000, 1500, 750 y 375 en unidades de partes por millén (ppm) y por dltimo, la variable
dependiente fue el crecimiento del aislado de H. pylori AP018 evaluado sobre la unidad
experimental y medido en unidades formadoras de colonia (UFC), cada interaccion de los

factores se hizo por cuadriplicado.

Para el conteo de las colonias bacterianas tanto de las diluciones de cada extracto y
fracciones para semilla y epicarpio se hizo uso de la aplicacion APD Colony Counter App Liteel
(Wong, Yeo, & Gan, 2016) y se report6 en unidades formadoras de colonia (UFC). Los datos
de las UFC por dilucidn, extracto y fraccién se organizaran en tablas del programa Excel 2010,
se determind la actividad antibacterial de los extractos, donde se tuvo como variable respuesta
0 dependiente la actividad antibacterial (Y), que representa la CMI y como variable
independiente (X), la estructura de origen de los extractos con cinco niveles: 1. Semilla 2.
Epicarpio 3 Extracto crudo 4 Extracto Rico en Polifenoles y 5 Fracciones Polifenolicas. 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 emple6 una prueba estadistica ANOVA con el fin de establecer
diferencias significativas entre las varianzas del efecto antibacterial segin origen de los
polifenoles en el crecimiento de H. pylori. Se realizo graficos de interacciones con barras de
error al 95% de confianza para explicar las diferencias encontradas entre las variables

independientes y una prueba de Tukey para evaluar la representatividad de las diferencias entre
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las variables con respecto al nimero de colonias de H. pylori, estas pruebas se ejecutaron en el

programa estadistico IBM SPSS Statistics version 2.4.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La gran variedad de climas, condiciones ambientales, gradientes altitudinales, la
topografia, la exposicion al sol, entre otras variables que posee el departamento de Narifio, han
permitido el desarrollo agrondmico de diferentes cultivos con importancia econémica y social.
Uno de ellos es el cultivo de aguacate, el cual, en los Ultimos afios ha manifestado una relevancia
en ambitos de produccidn y exportacion tanto para el departamento como para el pais. De esta
manera, se ha impulsado el desarrollo de investigaciones encaminadas al aprovechamiento de
este fruto en diferentes ambitos, cuyo objeto permita encontrar un valor agregado a este
producto con el fin de seguir promoviendo la produccion y el crecimiento econdémico de este
cultivo. Bajo este contexto, los resultados obtenidos en esta investigacion fueron exitosos, dado
que se pudo inhibir la actividad de H. pylori con los diferentes extractos obtenidos de aguacate,
siendo los extractos obtenidos de la semilla los que mejores resultados presentaron. A

continuacion, se describen los resultados obtenidos en esta investigacion.

5.1. Obtencién de extractos de aguacate

Para la obtencion de los extractos se recolectaron en total 38 frutos de aguacate en estado
dptimo de cosecha, los cuales correspondieron con la descripcion botanica de Bernal y otros
(2014), Es un fruto ovalado, de tamafio pequefio a mediano, posee corteza gruesa con textura
de corcho y superficie aspera. Presenta un color verde oscuro cuando esté en el arbol, al madurar
se torna de color purpura. La semilla tiene un tamafo mediano y es redondeada; a su vez, la

pulpa, a mediados y finales del proceso de maduracion, es de color crema amarilla. El peso de
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los 38 frutos evaluados fue de 7.229,253 g, de los cuales el 70 % de este peso correspondié a la

pulpa del fruto, estos resultados se pueden observar en la Tabla 5.

Tabla 5. Peso promedio de los frutos y porcentaje de semilla y epicarpio presente en

cada uno.

Peso Fruto (g) Pesosemilla(g) Pesoepicarpio(g) % semilla % epicarpio

180,131 29,11 23,80 17,1 13,21

Fuente: Este estudio.

En las muestras de aguacate colectadas se determind que en el fruto el porcentaje
promedio en peso de semilla fue de 17,1 % y el 13,21 % para epicarpio, un porcentaje
significativo, que se considera relevante ya que dichos tejidos vegetales son considerados como
producto de desecho, pero pueden ser una potencial fuente de compuestos bioactivos. Estos
resultados son acordes con los valores reportados para aguacates producidos en alturas mayores
a 2000 m.s.n.m que tiene mayor contenido de pulpa (60 a 70 %) y se caracterizan por tener una

menor proporcion de semillay epicarpio (Bernal, 2016).

Tras procesar el material por maceracion quimica durante 24 horas, en una solucion de
Metanol — Agua (80:20) y realizar su respectiva liofilizacion se obtuvo aproximadamente 24 g
de ECS y 21 g de ECE. De cada uno de estos extractos crudos se usé 16 gramos para
purificacion y se obtuvo 3,707 g de EPS y 6,665 g de EPE, en la tabla 6 se observan con mas

detalle los resultados.
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Tabla 6. Peso liofilizado de los extractos crudos (EC) y purificados (EP) de semilla y

epicarpio.
Rendimiento cada Rendimiento cada
Tejido vegetal EC (9) 100 g material EP (9) 1 g extracto crudo
crudo procesado liofilizado
Semilla 24,995 2,15¢g 3,707 0,249
Epicarpio 21,621 2,05¢g 6,665 0,42

EC: Extractos crudos; EP: Extractos purificados. Fuente: Este estudio

Los resultados obtenidos después del proceso de liofilizacién concuerdan con los
reportados por Basante (2016), sin embargo, el peso obtenido en esta investigacion fue mayor
que el obtenido por Basante, esto se debe al proceso de secado de las muestras, en la
investigacién citada se reporta el uso de plancha de calentamiento, el cual es mucho menos
eficiente que el proceso de liofilizacion usado en esta investigacion. La liofilizacion es un
proceso que consiste en la eliminacion de agua de un determinado producto a través de la
sublimacién, esto consiste de tres pasos: El primer paso es la congelacion previa del producto,
para posteriormente sublimar el hielo, a baja presion, y finalmente terminar de eliminar el agua
no congelada por evaporacion; el uso de bajas presiones permite que ambos procesos ocurran a
bajas temperaturas, lo que conlleva la disminucion de la actividad del agua del producto,
manteniendo significativamente inalteradas las propiedades fisicas y fisicoquimicas (Hurtado,

2015).

Como se observa en la Tabla 6, las cantidades obtenidas de los EC fueron mayores a las

EP, tanto para semilla como para epicarpio. Esto se debe a que, los procesos de extraccion

50



implican la co-extraccion de sustancias no fenolicas, como azUcares, sales, acidos organicos,
proteinas, grasas y clorofilas, que pueden interferir con los analisis posteriores y por lo tanto es
necesario eliminarlos (Ignat, Volf , & Popa, 2013). Razén por la cual, se hizo uso de un proceso
de retencion selectiva sobre Amberlita XAD-7, asi, se pudo eliminar gran parte de estos
componentes y se pudo obtener extractos de menor masa, pero con una composicion menos

compleja y de mayor concentracion de estos compuestos de interés.

La resina amberlita XAD-7, es un polimero adsorbente no idnico constituido por etilen
glicol- dimetacrilato, el tamafio de particula es de 20-60 mallas con un area superficial de 450
m-2g-1 y un didmetro de poro de 90 A. Presenta una estructura moderadamente hidrofilica y
estructura macroporosa con caracter moderadamente polar, que se utiliza para la recuperacion

de compuestos polares (Nufiez, Saucedo, Navarro, Avila, & Guibal , 2008).

Los resultados del fraccionamiento de los extractos purificados de semilla, se observan
en la Tabla 7. EI nimero de fracciones mayoritarias obtenidas en esta investigacion, coincide
con las reportadas por Basante (2016) y Rosero et al., (2019). Sin embargo, solo dos de las tres
fracciones mayoritarias obtenidas (F2 y F3) contaron con el peso minimo requerido para la
preparacion de las soluciones STOCK utilizadas en los respectivos ensayos antagdnicos, razon

por la cual solo se compard la capacidad inhibitoria de H. pylori de estas dos fracciones.
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Tabla 7. Pesos obtenidos del fraccionamiento de extractos purificados de semilla.

EPsemilla  F1(g) Porcentajede F2(g) Porcentajede F3(g) Porcentaje de
(9) rendimiento rendimiento rendimiento
3,707 0,126 3,4 % 0,3638 9,81 % 0,531 14,32 %

F1: Fraccion 1 (Metanol 30 %); F2: Fraccion 2 (Metanol 60 %) y F3: Fraccion 3 (Acetona 60 %). Fuente:
Este estudio.

La obtencidn de fracciones fue a través de la técnica de cromatografia de exclusion por
tamario, esta consiste en la separacion de moléculas de acuerdo a su tamafio a través de un gel
como fase estacionaria, este gel dextrano tiene alta afinidad por moléculas polares, en este tipo
de técnica quedaran mayormente retenidas las moléculas de mayor tamafio mientras que
moléculas mas pequefias migran rapidamente a través de los espacios entre las particulas del
gel. La retencion de las particulas se da por afinidad, entre mas grandes sean las moléculas
mayormente seran retenidas en la fase estacionaria (Gutiérrez-Bouzan, Burdd, & Cegarra,
2009). De esta manera la fraccion F3 es la fraccion més pesada seguida de por F2 y F1. En la
figura 4 se observan los respectivos perfiles UV-Vis de las tres fracciones mayoritarias

obtenidas en este estudio.

52



2512

1.846

1.180

0514

2453

1.754 /

\A

1.056

0357

2725

600 700 [nm] 300 400 500 600 700 [nm]

1.981

1.237

0.493

A

300 400 500 600 700 [nm]

Figura 4.Perfiles UV-Vis de las tres fracciones mayoritarias obtenidas de los

extractos purificados de semilla. Se puede distinguir patrones UV- Vis claramente

diferenciables entre las fracciones mayoritarias obtenidas, con un maximo de absorcién de 280

nm para la Fraccion 1, 300 nm para la Fraccion 2 y 320 nm para la fraccion 3. A: Fraccion 1;

B: Fraccion 2; C: Fraccion 3. Fuente. Este estudio.

5.2. Activacion e identificacion aislados H. pylori.

Las biopsias usadas en esta investigacion contaron con los criterios mencionados en el

Manual de Genotipificacion de H. pylori (Pazos, Ceron , & Bravo, 2011), a partir de estas se

pudo obtener satisfactoriamente los aislados de H. pylori usados para los ensayos antagénicos

de esta investigacion (Tabla 8).
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Tabla 8. Biopsias elegidas para la realizacion de los ensayos antagénicos.

DIAGNOSTICO

HISTOPATOLOGICO

TINSION
GIEMSA

CRECIMIENTO

ENSAYO
ANTAGONICOS

MUESTRA CODIGO
1 AP016
2 AP026
3 AP028
4 AP030
5 AP018

Gastritis crénica activa
asociada a H. pylori

Gastritis crénica activa
asociada a H. pylori

Gastritis crénica activa
asociada a H. pylori

Gastritis crénica activa
asociada a H. pylori

Gastritis crénica activa
asociada a H. pylori

Positivo para H.

pylori

Positivo para H.

pylori

Positivo para H.

pylori

Positivo para H.

pylori

Positivo para H.

pylori

Abundante y puro

Abundante y puro

Abundante y puro

Abundante y puro

Abundante y puro

Extractos crudos y
purificados

Extractos crudos y
purificados

Extractos crudos y
purificados

Extractos crudos y
purificados

Fracciones de
semilla

Fuente: Este estudio

Las cinco muestras seleccionadas dieron positivo en las pruebas bioquimicas (Anexo 1:
Pruebas de identificacion bioquimica) y el crecimiento bacteriano macroscopico fue compatible

con H. pylori (Anexo 2: Crecimiento microscopico de H. pylori.). A continuacion, los

resultados se exponen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Resultados macroscdpicos y pruebas bioquimicas para H. pylori

Resultados pruebas bioquimicas de los aislados

Biopsia Resultado macroscdpico del
(c6digo) aislado Prueba Pryeba Prueba Tincién de Gram
Ureasa Oxidasa  Catalasa
Bacilos Gram negativos
APO16 Colonias pequefias, tras’lumdas, a Positivo Positivo Positivo pleomorficos curvos
manera de gotas de rocio abundantes compatibles con
H. pylori
Bacilos Gram negativos
Colonias pequefias, traslicidas, a pleomorficos curvos
AP026 . p
manera de gotas de rocio . -, . abundantes compatibles con
Positivo Positivo Positivo .
H. pylori
Bacilos Gram negativos
Colonias pequefias, traslicidas, a pleomorficos curvos
AP028 manera de gotas de rocio - -, . abundantes compatibles con
Positivo Positivo Positivo .
H. pylori
Bacilos Gram negativos
Colonias pequefias, trasldcidas, a pleomorficos curvos
AP030 . p
manera de gotas de rocio . . - abundantes compatibles con
Positivo Positivo Positivo -
H. pylori
Bacilos Gram negativos
Colonias pequefias, trasldcidas, a pleomorficos curvos
AP018 . ;
manera de gotas de rocio . - . abundantes compatibles con
Positivo Positivo Positivo .
H. pylori
Bacilos Gram negativos
Colonias pequefias, traslicidas, a pleomorficos curvos
ATCC manera de gotas de rocio -, ;. . abundantes compatibles con
Positivo Positivo Positivo

H. pylori

Fuente: Este estudio

En la anterior tabla se describen los resultados de identificacion de los aislados
provenientes de las cinco biopsias anteriormente elegidas junto con los resultados de la cepa
ATCC control, mostrando resultados positivos para H. pylori, en cuanto a la descripcién
macroscopica de las colonias, la morfologia visual es compatible con las realizadas por Pazos

y colaboradores (2011).

En cuanto a la identificacion molecular, inicialmente se extrajo ADN haciendo uso del
kit: Extraccion de ADN genémico “GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit Protocol
(NA2100)” el cual permitié extraer 200 uL de ADN de cada aislado y que se encuentra

conservado a-20 °C en frezeer de laboratorio para investigaciones futuras. Un pequefio volumen
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de este ADN fue usado para medir su pureza y concentracién en el equipo NanoDrop-2000
(Thermo Scientific®) (Tabla 10) y otra parte para la realizacion de la identificacion molecular

por técnica de PCR.

Tabla 10. Cuantificacion de ADN por espectrofotometria en NanoDrop-2000

Aislado  Concentracion  Absorbancia  Absorbancia

(ng/uL) 260/280 260/230
APQ16 28,2 1,84 1,77
AP026 32,0 1,79 1,82
AP028 35,3 1,83 1,76
AP030 31,7 1,82 1,79
APQ18 29,4 1,83 2,00
ATCC 30,2 1,85 1,82

Fuente: Este estudio

Los resultados obtenidos de la cuantificacién por espectrofotometria de ADN de los
aislados de H. pylori indican que las muestras corresponden a moléculas de ADN, esto se
observa en los valores de absorbancia obtenidos cercanos a 1,8 dentro del rango de absorbancia
260/280, tal como lo describen Desjardins, P & Conklin, D, (2010) , ademas estos autores
sugieren que la pureza del material genético debe evaluarse en el rango de absorbancias
260/230, cuyos valores de pureza deben oscilar entre 1,8 y 2,2, como se puede ver en la tabla
los valores estan dentro de este rango de pureza, concluyendo que las muestras analizadas no

presentan contaminantes como proteinas o fenoles derivados del proceso de extraccion.
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En cuanto a la identificacion por PCR los resultados fueron positivos, dado que en el
gel de electroforesis se pudo revelar bandas unicas para cada aislado, incluido la cepa ATCC
(Control positivo), con un tamafio de 167 pb (Figura 5) tamafio especifico del fragmento

esperado del gen UreA (Pazos, Cerdn , & Bravo, 2011).

Marcador AP016 AP026 AP028 AP030  APO018 ATCC Ctrl (-) Marcador
1000 pb 1000 pb

1000pb
500pb

200pb 167pb

100pb

Figura 5. Electroforesis del gen estructural UreA H. pylori. Gel de agarosa al 1.5 %, tefiido
con SYBR Green, Marcador molecular de 100 pb (Hyper LadderTM 100 pb Bioline); blanco agua
grado molecular MoBio™ (MiliQ). Regioén amplificada Gen ureA de H. pylori (167 pb). Pb: pares de

bases. Fuente: Este estudio.

5.3. Inhibiciéon de extractos crudos y purificados de la semilla y epicarpio del

aguacate Hass sobre Helicobacter pylori.

Tras realizar el conteo de las colonias de bacterianas que crecieron en las cajas Petri
(Anexo 3: Tabla de datos del conteo de UFC de los extractos crudos y purificados), se evidencia
que tanto los extractos crudos como purificados de semilla y epicarpio tienen un efecto
inhibitorio sobre H. pylori, teniendo como referencia el crecimiento de la bacteria en un medio
sin extractos cuyos valores fueron superiores a 300 colonias (UFC >300), siendo los extractos
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purificados los que mas inhibicion presentaron, al reducir a cero el crecimiento de H. pylori en
concentraciones de 3000 ppm. Los andlisis estadisticos ANOVA (Tabla 11), Suma de
cuadrados para las variables independientes (Tabla 12), y la prueba de HSD Tukey (Figura 7)
empleados evidencian diferencias significativas entre la capacidad inhibitoria de los extractos y frente
al control, siendo el extracto purificado de semilla (EPS), el que més redujo el crecimiento de la bacteria,
la CMI de este extracto fue de 3000 ppm, menor a la CMI obtenida de los extractos crudos la cual fue

de 6000 ppm.

Tabla 11. Analisis ANOVA de las variables independientes extractos y concentraciones

de aguacate frente al crecimiento como variable dependiente.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 5,7356E6 24 238983, 641,39 0,0000

Residuo 139725, 375 372,601

Total (Corr.) 5,87533E6 399

R-Cuadrada = 97,6218 %. Fuente. Este estudio.

Esta tabla resume los resultados de ajustar el modelo estadistico que relaciona la variable
dependiente Crecimiento con los dos factores predictivos, Concentracion y Tipo de Extracto.
Dado que el valor-P es menor que 0,05, hay una relacion estadisticamente significativa entre
Crecimiento y las variables Concentracion y Tipo de Extracto con un nivel de confianza del
95,0%. Con lo cual se confirma la hipétesis de investigacion, es decir los extractos presentan un

efecto inhibitorio sobre el crecimiento de H. pylori. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi
ajustado, explica 97,6218% de la variabilidad en Crecimiento. Este andlisis fue complementado con la

prueba estadistica conocida como Suma de Cuadrados tipo I, (Tabla 12).
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Tabla 12. Suma de cuadrados para las variables tipo de extracto y concentracion.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Tipo de extracto  4,88064E6 4 1,22016E6 3274,71 0,0000

Concentracion 610554, 4 152638, 409,66 0,0000

Tipo de extracto* 2444009, 16  15275,6 41,00 0,0000

Concentracion

Residuo 139725, 375 372,601

Total (corregido) 5,87533E6 399

Con este andlisis para la variable dependiente Crecimiento se prueba la significancia
estadistica de cada factor conforme fue introducido al modelo. Notese que el valor-P més alto
es 0,0000, que corresponde a Tipo de extracto* Concentracion. Dado que el valor-P es menor
que 0,05, ese término es estadisticamente significativo con un nivel de confianza del 95,0%. De
esta manera se confirma que las interacciones de ambas variables independientes aportan
significativamente a la inhibicion de H. pylori. La reduccion del crecimiento bacteriano se hace
evidente en la figura 6, referente al Crecimiento en UFC Eje (Y) Vs. Concentracion de
polifenoles en ppm eje (X), de los extractos crudos y purificados tanto de la semilla como del

epicarpio del aguacate.
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Figura 6. Efecto inhibitorio de extractos polifendlicos crudos y purificados de la
semilla y epicarpio del aguacate sobre el crecimiento de H. pylori. Se puede observar una
reduccion del numero de UFC con cada tipo de extracto a medida que aumenta su
concentracion, siendo los extractos purificados los que presentaron una inhibicion
significativamente mayor (P < 0,05 a partir del andlisis estadistico ANOVA y la suma de
cuadrados para las variables) que los extractos crudos con respecto a un control del crecimiento
de los aislados de H. pylori en medios de cultivo sin concentraciones polifenolicas. ppm: partes
por millon; UFC: unidades formadoras de colonias; ECE: extracto crudo de epicarpio; ECS:
extracto crudo de semilla; EPE: extracto purificado de epicarpio; EPS: extracto purificado de

semilla. Fuente. Este estudio.
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Medias y 95,0% Intervalos HSD de Tukey
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Figura 7. Efecto de extractos crudos y purificados de la semilla y epicarpio del
aguacate sobre las medias de UFC de H. pylori. Se evidencia que todos los tipos de extractos
se diferencian significativamente entre si (P < 0,05 a partir del andlisis estadistico HSD Tukey).
Siendo el EPS los que més inhiben a H. pylori (Media de UFC = 20), seguida de EPE (Media
de UFC = 35), ECS (Media de UFC = 60) y ECE (Media de UFC =90) con respecto a un control
del crecimiento de los aislados de H. pylori en medios de cultivo sin concentraciones
polifenolicas. UFC: unidades formadoras de colonias; ECE: extracto crudo de epicarpio; ECS:
extracto crudo de semilla; EPE: extracto purificado de epicarpio; EPS: extracto purificado de

semilla. Fuente. Este estudio.

En el presente estudio los EC y EP de semilla y epicarpio de aguacate inhibieron a H.
pylori, siendo los EPS los de mayor capacidad inhibitoria del crecimiento del microorganismo
Yy, por ende, estos fueron seleccionados para el proceso de fraccionamiento. Probablemente la

composicion quimica de estos extractos es similar a la reportada por Basante (2016) y Rosero
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et al (2019), quienes reportan los siguientes compuestos fendlicos identificados por HPLC-MS

en los EPS de aguacate variedad Hass (Tabla 13).

Tabla 13. Identificacion de compuestos fenolicos de los EPS de aguacate var. Hass

identificados por HPLC-MS

Compuesto Formula molecular Compuesto Formula molecular Compuesto Formula molecular
. . Acido 5-O- Acido ferulico 2
Acido quinico C7H1206 o C1sH1509 Ci1oH1004
cafeoilquinico menor
Acido protocatético C;HgO4 Epicatequina C15H1406 Rutina C27H30016
Procianidina L Quercetina-3-0O-
L. C30H25012 Vainillina C3H303 L. C21H20012
dimérica (B1) Glucésido
Catequima C15H1406 Acido p-cumarico CyHs03 Phloridzin C21H24010
Procianidina Acido ferulicol .
. C3oH26012 C10H1004 QUercetlna CisH1007
dimérica (B2) mayor
Acido cafeico CoHgO4 Acido sinapico C11H1,0s Apigenina Ci5H100s

Fuente: Basante, 2016; Rosero, Cruz, Osorio, & Hurtado, 2019

De los anteriores compuestos, segun literatura se reporta al &cido quinico, acido cafeico,
acido clorogénico y acido p-cumarico con caracteristicas antibacterianas. El &cido quinico es
un poliol que unido a esteres del acido elagico forman elagitaninos, Se han reportado mas de
500 estructuras de elagitaninos, cuya fuente principal es la corteza de arboles como el roble
(Quercus sp) y dentro frutos de baya como fresas, arandanos, frambuesas, moras, nueces y
raices de diferentes plantas los cuales, han sido estudiados por su potencial antimicrobiano

(Sepulveda, y otros, 2013)

Govindarajan y otros (2006), realizaron un estudio sobre la actividad antitlcera y

antimicrobiana de la planta Anogeissus latifolia en el este de Camerdn, inicialmente
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encontraron por andlisis HPTLC un 0,25 % de p/p de elagitaninos en el material procesado, los
resultados del estudio indican una actividad de proteccion gastrica que se manifestd en la
inhibicion de la formacién de ulceras inducidas por métodos quimicos y fisicos, ademas de
presentar una buena actividad antimicrobiana sobre Micrococcus luteus., Bacilus subtilis,
Streptococcus pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Candida albicans, Cryptococcus albidus,

Aspergillus flavus y Trycophyton rubrum.

El &cido cafeico es el acido hidroxicindmico de mayor distribucién en la naturaleza al
estar presentes en una gran variedad de plantas, inclusive en algunos hongos como Phellinus
linteus, su enorme distribucion se debe a que es un intermediario clave en la biosintesis de
la lignina, una de las principales formas de biomasa en el planeta. Los hidroxinamicos
pertenecen al grupo de compuestos fenolicos simples (C3-C6) que tienen un anillo aromético
con uno o0 mas sustituyentes hidroxilo (OH), El &cido cafeico tiene una variedad de efectos
farmacoldgicos potenciales en estudios in vitro, uno de ellos el potencial antimicrobiano

(Granado, 2010).

En un estudio similar a esta investigacion donde se evalu6 la CMI de un extracto de
yerba mate (llex paraguariensis), Prado y colaboradores (2013), reportan la evidencia de
actividad antimicrobiana de extractos etanolicos y metanolicos de esta planta contra patdgenos
como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis y Escherichia
coli. Todos los microorganismos a excepcion de E. coli fueron inhibidos con estos extractos,

siendo el extracto etanolico con mayor cantidad de contenido fendlico total (193,9 g. EAG/kg)
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el que mayor inhibicién presento. Al realizar un andlisis por cromatografia gaseosa-
espectrometria de masas (CG-EM) a este extracto, se determiné que estaba compuesto

principalmente de &cido cafeico y 3-O-cafeoilquinico.

El &cido 5-O-cafeoilquinico o &cido clorogénico pertenece a un vasto grupo de acidos
hidroxicindmicos presentes en la pared celular vegetal, que por lo general se encuentran
esterificados a esta, lo que les otorga una baja solubilidad, a menos, de que se presenten en
forma de &cido clorogénico cuya solubilidad aumenta. Se ha descrito que extractos de diferentes
frutas con contenidos de &cidos clorogénicos poseen una importante actividad antimicrobiana
contra bacterias como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis,

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (Chaves-Ulate & Esquivel-Rodriguez, 2019).

Cabe resaltar que si bien, hace tiempo se tenia evidencia cientifica del efecto
antimicrobiano de estos compuestos, fue hace poco que Lou y colaboradores (2011)
establecieron que dicha actividad es el resultado de intercambios irreversibles en la
permeabilidad de la membrana celular , lo que conlleva a la perdida de potencial de la misma,

desencadenando apoptosis celular.

Por ultimo, el &cido p-cumarico se encuentra esterificado o de forma libre en muchas
frutas, vegetales y gramineas, este acido ha adquirido gran interés por sus propiedades
quimioprotectoras, antioxidantes y antibacterianas. Lou y colaboradores (2012), encontraron en
su investigacion que este componente inhibié completamente la actividad bacteriana de

patogenos, con una CMI de 10 a 80 ug / mL, el mecanismo de accion de este &cido es el
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incremento significativo de la permeabilidad de la membrana, resultando en la perdida de las
funciones de barrera de esta, ademéas encontraron que el acido p- cumarico se une al anion
fosfato del ADN, intercalandose entre las hebras de esta molécula afectando los procesos de

replicacion, trascripcion y expresion del ADN bacteriano.

5.4. Fracciones polifendlicas de extractos purificados de semilla de aguacate sobre

el crecimiento de H. pylori.

Como se describid anteriormente, se hizo uso de las dos fracciones mayoritarias de EPS
que cumplieron con el peso minimo requerido para preparar las soluciones STOCK y poder
realizar los ensayos inhibitorios con las fracciones. Se evidenci6 una reduccion de las UFC y
su tamafo (Figura 8) en las concentraciones de 350 ppm y 750 ppm, lo cual, permite afirmar
que las fracciones por separado tuvieron una inhibicion mucho mayor en comparacion a los EP

de donde fueron aisladas.
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Figura 8. Concentracion de fracciones polifendlicas de extractos purificados de la semilla del
aguacate sobre el crecimiento de H. pylori. Se puede evidenciar la reduccion del crecimiento de
la bacteria hasta los valores de cero UFC en 1500 ppm. A: 375 ppm; B: 750 ppm; C: 1500 ppm;
D: 3000 ppm; E: 6000 ppm. ppm: partes por millon. Fuente. Este estudio.

66



Crecimiento (UFC)

La CMI para cada una de las fracciones por separado fue de 15000 ppm cada una (Anexo
4. Tabla de datos del conteo de UFC de las fracciones obtenidas de los EPS) un valor de
concentracion mucho menor que la CMI encontrada con los EPS (CMI = 3000 ppm) de donde
se obtuvieron, teniendo como referencia un control de crecimiento de la bacteria en medio de

cultivo sin las fracciones, el cual presentd un crecimiento de mas 300 colonias (UFC >300)

(Figura 9).
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Figura 9. Efecto inhibitorio de las fracciones polifenolicas 2 y 3 de extractos
purificados de la semilla del aguacate sobre el crecimiento de H. pylori. Se puede observar
que las UFC con ambas fracciones se redujeron a cero a una concentracion de 1500 ppm (P <
0,05 a partir del analisis estadistico ANOVA y la suma de cuadrados para las variables) con
respecto a un control del crecimiento de los aislados de H. pylori en medios de cultivo sin
concentraciones polifenolicas. ppm: partes por millén; UFC: unidades formadoras de colonias;

F2: Fraccion 2 (Metanol 60%); F3: Fraccion 3 (Acetona 60%). Fuente. Este estudio
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Los resultados obtenidos fueron validados estadisticamente (P = 0,000 < 0.05) a través de un anélisis
ANOVA, el cual confirma el potencial inhibitorio de las fracciones obtenidas del extracto

purificado de semilla frente al crecimiento de H. pylori, (Tabla 14).

Tabla 14. Anélisis ANOVA de las variables independientes fracciones y concentracion

frente al crecimiento como variable dependiente.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 1,28042E6 14  91458,7 232,48 0,0000

Residuo 17703,5 45 393,411

Total (Corr.) 1,29813E6 59

R-Cuadrada = 98,6362 %. Fuente. Este estudio.

Esta tabla resume los resultados de ajustar un modelo estadistico lineal general donde
se relaciona el Crecimiento con los factores Tipo de fraccién y Concentracion. Dado que el
valor-P en la tabla es menor que 0,05, hay una relacién estadisticamente significativa entre
Crecimiento y las variables Tipo de fraccién y Concentracion, con un nivel de confianza del
95,0%. Lo que permite confirmar que estas fracciones presentan un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de H. pylori. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica
98,6362% de la variabilidad en Crecimiento Este analisis fue complementado con la prueba

estadistica conocida como Suma de Cuadrados tipo I1l, (Tabla 16).
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Tabla 15. Suma de cuadrados para las variables tipo de fraccion y concentracion.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Fraccion 1,23469E6 2 617347, 1569,22 0,0000

Concentracion 32512,1 4 8128,03 20,66 0,0000

Fraccion* 13215,4 8 1651,93 4,20 0,0008

Concentracion

Residuo 17703,5 45 393,411

Total (corregido) 1,29813E6 59

Esta tabla para Crecimiento prueba la significancia estadistica de cada factor Tipo de
fraccion y concentracion conforme fue introducido al modelo. Se puede observar que el valor-
P mas alto es 0,0008, que corresponde a Tipo de fraccién * Concentracion. Dado que el valor-
P es menor que 0,05, ese término es estadisticamente significativo con un nivel de confianza
del 95,0%. Consecuentemente, se afirma que existe una relacion significativa entre las
interacciones de los factores frente al crecimiento de H. pylori. Con el fin de evaluar
estadisticamente si entre las fracciones hubo diferencias significativas se realiz6 una prueba de

Tukey (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de las fracciones polifenolicas 2 y 3 de extractos purificados de la
semilla del aguacate sobre las medias de crecimiento en UFC de H. pylori. Se evidencia que
las fracciones no tienen diferencias significativas entre si, (P > 0,05 a partir del analisis
estadistico HSD Tukey). Sin embargo, amabas presentan el mismo efecto inhibitorio sobre la
bacteria, Fraccion 2 (Media de UFC = 12) y Fraccién 3 (Media de UFC = 17) con respecto a un
control del crecimiento de los aislados de H. pylori en medios de cultivo sin fracciones
polifenolicas. UFC: unidades formadoras de colonias; F2: Fraccion 2 (Metanol 60%); F3:

Fraccion 3 (Acetona 60%). Fuente. Este estudio

En los resultados de la figura 10 se observa que la fraccion F2 y F3 tienen diferencias
significativas frente al control. Sin embargo, no hay diferencias significativas entre ellas, dado
que ambas tienen el mismo efecto inhibitorio sobre la bacteria, con una CMI de 1500 ppm

mucho menor que la CMI de 3000 ppm obtenida de los EPS. El hecho de que estas fracciones
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no presentan diferencias significativas entre si, probablemente se deba a que ambas fracciones
fueron mayormente retenidas en la resina dada su alta polaridad relacionada a su mayor tamafio.
Como lo menciona Basante (2016), las moléculas con mayores tamafios presentan mayor

actividad antioxidante y por ende pueden tener mayor efecto bactericida.

Otra posible explicacion, se puede entender a partir de los componentes quimicos que

las conforman. Probablemente las fracciones de obtenidas en este estudio cuenten con la misma

composicion quimica reportada por Basante (2016) y Rosero et al., (2019) (Tabla 16).

Tabla 16. Componentes quimicos de las fracciones 2 y 3 obtenidas de EPS

Fraccién 2 Fraccion 3
(Metanol 60 %0) (Acetona 60 %)
Formula Formula
Compuesto Compuesto

molecular molecular
Catequina C15H1406 Procianidina dimerica B1 CaoH25012
Epicatequina C15H1406 Procianidina trimerica B CaoH26012
Diglucdésido de quercetina Co7H30017  Procianidina dimerica B2 CaoH26012
Quercetina 3 O-aribinosil C21H20012 Procianidina trimerica B CasH35018
Quercetina 3 O-ramnosido Co7H30017

Fuente: Basante, 2016; Rosero, Cruz, Osorio, & Hurtado, 2019

Dentro de estos los mas importantes son las catequinas, epicatequinas y procianidas,
cuyas propiedades antioxidantes han sido objeto de investigacion en los Gltimos afios, todos
estos pertenecen a un grupo de polifenoles conocido como flavonoles, estos se caracterizan por
poseer el anillo C saturado y un grupo hidroxilo en el carbono C3. Pueden aparecer como
monomeros o0 como polimeros con distintos grados de polimerizacion. Epicatequina y catequina

son los compuestos mayoritarios en frutas (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012).
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En cuanto a las protocianidinas, no se ha determinado exactamente el contenido en los
alimentos, dado a que poseen pesos moleculares variables, 10s registros de caracterizacion de
estas hacen referencia principalmente a dimeros y trimeros de catequinas, que representan las

formas mayoritarias (Quideau, Deffieux, Douat-Casassus, & Pouységu, 2011).

Particularmente en la accion inhibitoria de aguacate sobre H. pylori Chévez y col
(2011), reportan que las procianidinas obtenidas de Persea americana tuvieron un efecto
significativo en la desnaturalizacion de ureasa, principalmente los compuestos de procianidinas
con alto peso molecular, inhibiendo un méaximo de 61 % de ureasa con los polimeros de
epicatequina totales, en este estudio se propone que a medida que aumenta la union de
mondmeros formando dimeros, trimeros y polimeros en estas moléculas activas, aumenta el

porcentaje de inhibicion de ureasa preformada de H. pylori.

Parada-Contreras (2016) reporta la actividad inhibitoria de proacianidinas en la ureasa
producida por H. pylori, concluyendo que el grado de polimerizacion de todos los tipos de
procianidinas provenientes de catequina y epicatequina son factores que influyen en el efecto
inhibitorio de uno de los principales factores de virulencia de esta bacteria, lo que generaria un
desbalance en el manejo de la acidez gastrica causandole la muerte. Adicionalmente, los
investigadores reportan que estas moléculas causan inhibicion en el proceso de adhesion de las
bacterias a células géstricas, afectando directamente a las adhesinas que permiten la

colonizacion de las diferentes zonas dentro del estomago.
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Similares investigaciones han comprobado que los extractos de productos vegetales que
presentan flavonoides y procianidinas mejoran la inflamacion géstrica producida por la
infeccion de H. pylori, a su vez, las propiedades fendlicas ayudan a controlar la produccion de
radicales libres de forma natural, también estabilizan la peroxidacion lipidica inhibiendo
diversos tipos de enzimas oxidantes, reduciendo dafos tisulares causados por los radicales
libres generados en la infeccion por la bacteria patdgena (Parada-Contreras, V, 2016; Chavez ,
Aranda , Garcia , & Pastene , 2011; Pastene, Hebel, & Garcia, 2012). Con todos estos maltiples
mecanismos de accion de los compuestos polifenolicos del aguacate se abren las puertas a
nuevas alternativas de manejo para esta enfermedad y a su vez el impulso productivo y

econdmico a este fruto.
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6. CONCLUSIONES

Los extractos polifendlicos crudos y purificados tanto de la semilla como del epicarpio
de aguacate (Persea amercana var. Hass) tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento in

vitro de Helicobacter pylori.

Los extractos polifendlicos del aguacate presentaron mayor capacidad inhibitoria de
Helicobacter pylori que los extractos crudos, siendo los extractos de la semilla del aguacate los

de mayor efecto inhibitorio que los del epicarpio.

Las fracciones polifendlicas de la semilla del aguacate presentaron mayor capacidad
inhibitoria del crecimiento de Helicobacter pylori (CIM=1500 ppm), en comparacion a la
observada en los ensayos antagonicos con extractos purificados (CIM= 3000 ppm) y extractos

polifendlicos crudos (CIM=6000 ppm).
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7. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto citotdxico de las CMI determinadas en esta investigacion.

Optimizar a nivel industrial los procesos de obtencion de extractos purificados y

fracciones de la semilla del aguacate.

Realizar y comparar esta investigacion con otras variedades de aguacates cultivados en

Narifio.
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Anexo 1. Pruebas de identificacion bioquimica

Biopsia

Prueba Ureasa

AP018

AP030

AP028

AP026

AP016

ATCC

Prueba Catalsa

Prueba de oxidasa
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Anexo 2. Crecimiento microscopico de H. pylori




Anexo 3. Tabla de datos del conteo de UFC de los extractos crudos y purificados

Aislado AP026

Extracto crudo semilla Extracto crudo epicarpio Extracto purificado semilla | Extracto purificado epicarpio
Numero Numero Numero Numero

de de de de
Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias
1 0 1 0 1 0 1 0
D1-6000 2 0 D1-6000 2 0 D1-6000 2 0 D1-6000 2 0
ppm 3 0 ppm 3 0 ppm 3 0 ppm 3 0
4 0 4 0 4 0 4 0
1 25 1 57 1 0 1 0
D2-3000 2 10| D2-3000 2 47| D2-3000 2 0| D2-3000 2 0
ppm 3 15|  PPm 3 50|  PPM 3 o PPM 3 0
4 8 4 0 4 0 4 0
1 48 1 110 1 15 1 78
D3-1500 2 37| D3-1500 2 90| D3-1500 2 20| D3-1500 2 38
ppm 3 59|  PPm 3 121 PPM 3 3g| PPM 3 40
4 62 4 90 4 0 4 38
1 84 1 177 1 32 1 116
D4-750 2 73 D4-750 2 169 D4-750 2 72 D4-750 2 42
ppm 3 69 ppm 3 135 ppm 3 81 ppm 3 62
4 70 4 135 4 36 4 78
1 162 1 272 1 20 1 157
D5-375 2 175 D5-375 2 221 D5-375 2 64 D5-375 2 141
ppm 3 163 ppm 3 232 ppm 3 184 PPM 3 114
4 159 4 251 4 102 4 174

86




Aislado AP016

Extracto crudo semilla

Extracto crudo epicarpio

Extracto purificado semilla

Extracto purificado epicarpio

Numero Numero Numero Numero
de de de de

Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias
1 0 1 0 1 0 1 0

D1-6000 2 0 D1-6000 2 0 D1-6000 2 0 D1-6000 2 0
ppm 3 o| PPmM 3 o PPM 3 o] PPM 3 0
4 0 4 0 4 0 4 0

1 0 1 0 1 0 1 0

D2-3000 2 32| D2-3000 2 33| D2-3000 2 0| D2-3000 2 0
ppm 3 21| PPm 3 45|  PPM 3 o| Pem 3 0
4 0 4 38 4 0 4 0

1 48 1 69 1 7 1 25

D3-1500 2 62| D3-1500 2 71| D3-1500 2 5| D3-1500 2 23
ppm 3 o| pem 3 6g| PPM 3 18| PPm 3 33
4 54 4 72 4 6 4 32

1 57 1 101 1 38 1 78

D4-750 2 54 D4-750 2 103 D4-750 2 22 D4-750 2 81
ppm 3 72 ppm 3 94|  PPM 3 15 ppm 3 64
4 61 4 92 4 19 4 45

1 186 1 193 1 20 1 105

D5-375 2 133 D5-375 2 202 D5-375 2 56 D5-375 2 93
ppm 3 175 ppm 3 186 PPM 3 42 ppm 3 82
4 163 4 220 4 37 4 97

87




Aislado AP028

Extracto crudo semilla

Extracto crudo epicarpio

Extracto purificado semilla

Extracto purificado epicarpio

Numero Numero Numero Numero

de de de de
Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias
1 0 1 0 1 0 1 0
D1-6000 2 0 D1-6000 2 0 D1-6000 2 0 D1-6000 2 0
ppm 3 o| PPmM 3 o PPM 3 o] PPM 3 0
4 0 4 0 4 0 4 0
1 0 1 35 1 0 1 0
D2-3000 2 20| D2-3000 2 29| D2-3000 2 0| D2-3000 2 0
ppm 3 21| PPm 3 41| Pem 3 o| Pem 3 0
4 0 4 36 4 0 4 0
1 68 1 78 1 6 1 22
D3-1500 2 57| D3-1500 2 59| D3-1500 2 8| D3-1500 2 33
ppm 3 47 ppm 3 62 ppm 3 0 ppm 3 1
4 65 4 64 4 9 4 0
1 75 1 87 1 62 1 32
D4-750 2 67 D4-750 2 75 D4-750 2 59 D4-750 2 29
ppm 3 78|  PPM 3 95|  PPM 3 58|  PPM 3 43
4 68 4 89 4 54 4 37
1 136 1 182 1 21 1 87
D5-375 2 162 D5-375 2 175 D5-375 2 47 D5-375 2 75
ppm 3 169 PPM 3 169 PPM 3 32| PPM 3 9
4 158 4 179 4 39 4 84

88




Aislado AP030

Extracto crudo semilla

Extracto crudo epicarpio

Extracto purificado semilla

Extracto purificado epicarpio

Numero Numero Numero Numero

de de de de
Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias
1 0 1 0 1 0 1 0
D1-6000 2 0 D1-6000 2 0 D1-6000 2 0 D1-6000 2 0
ppm 3 0 ppm 3 0 ppm 3 0 ppm 3 0
4 0 4 0 4 0 4 0
1 22 1 40 1 0 1 0
D2-3000 2 14| D2-3000 2 48| D2-3000 2 0| D2-3000 2 0
ppm 3 17| Ppm 3 32| PPM 3 o| PPM 3 0
4 18 4 39 4 0 4 0
1 57 1 89 1 24 1 52
D3-1500 2 37| D3-1500 2 93| D3-1500 2 22| D3-1500 2 49
ppm 3 48| PPM 3 94|  PPM 3 15| PPm 3 58
4 65 4 85 4 19 4 55
1 75 1 135 1 22 1 75
D4-750 2 64 D4-750 2 149 D4-750 2 16 D4-750 2 89
ppm 3 69| PPM 3 158  PPM 3 19 ppm 3 78
4 52 4 157 4 13 4 68
1 145 1 189 1 102 1 158
D5-375 2 163 D5-375 2 194 D5-375 2 92 D5-375 2 147
ppm 3 142 PPM 3 188|  PPM 3 99| PPM 3 152
4 150 4 175 4 97 4 145
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Anexo 4. Tabla de datos del conteo de UFC de las fracciones obtenidas de los EPS.

Aislado AP018
Fraccién 2 Fraccion 3
Numero Numero
de de
Dilucién | Caja colonias Dilucién | Caja colonias
1 0 1 0
D1-6000 2 0 D1-6000 2 0
ppm 3 0 ppm 3 0
4 0 4 0
1 0 1 0
D2-3000 2 0| D2-3000 2 0
ppm 3 0 ppm 3 0
4 0 4 0
1 0 1 0
D3-1500 2 0| D3-1500 2 0
ppm 3 0 ppm 3 0
4 0 4 0
1 30 1 1
D4-750 ppm 2 15 D4-750 ppm 2 >
3 10 3 8
4 0 4 15
1 150 1 100
D5-375 ppm [—2 80! ps-375 ppm |2 105
3 20 3 30
4 100 4 98
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