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Resumen

Introduccion. El cancer gastrico en Narifio representa un problema de salud publica por
su alta incidencia y mortalidad. La erradicaciéon de Helicobacter pylori es una estrategia cla-
ve para prevenir esta enfermedad, pero el fracaso de algunos tratamientos ha impulsado
la busqueda de alternativas naturales. Entre ellos, destacan los extractos de Brassica ole-
racea var. Italica y de Cannabis sativa ricos en cannabidiol. Objetivo. Evaluar la actividad
inhibitoria in vitro de extractos de Brassica oleracea var. Itilica y de Cannabis sativa rico
en cannabidiol sobre el crecimiento de Helicobacter pylori aislado de pacientes con enfer-
medad gastrica de Narifio. Metodologia. Se aislé Helicobacter pylori de biopsias gastricas
de pacientes del Departamento de Narifio. Los extractos de Brassica oleracea var. Itili-

ca, con alto contenido de sulforafano, se obtuvieron por rotaevaporacion y liofilizacion.
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El extracto de Cannabis sativa se extrajeron con la técnica con CO, supercritico. Se evalu6
la actividad inhibitoria de los extractos mediante el método de dilucién en agar, se con-
taron las unidades formadoras de colonias (UFC) con el software Image] y se determiné
la concentracién minima inhibitoria (CMI) para cada aislado. Resultados. LLa CMI de los
extractos de Brassica oleracea var. Italica con alto contenido en sulforafano fue de 120 pg/
mL. La CMI del extracto de Cannabis sativa fue de 55 ng/mlL. Conclusion. Los extractos
de Brassica oleracea var. Itilica y Cannabis sativa ricos en cannabidiol muestran un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento in vitro de Helicobacter pylori aislado de pacientes de Na-

rifio, siendo el extracto de Cannabis sativa el mas efectivo.

Palabras clave: Cancer gastrico, Helicobacter pylori, extractos, Cannabis sativa 1., canna-

bidiol, Brassica oleracea, sulforafano, concentracion inhibitoria minima.

Abstract

Introduction. Gastric cancer in Narifio represents a significant public health problem due
to its high incidence and mortality rates. Eradicating Helicobacter pylori is a key strategy for
preventing this disease, but the failure of some treatments has prompted the search for al-
ternatives, such as the use of natural compounds. Among these, Brassica oleracea var. 1tali-
ca and Cannabis sativa extracts rich in cannabidiol stand out. Objective. To evaluate the in
vitro inhibitory activity of broccoli and Cannabis sativa extracts rich in cannabidiol on the
growth of Helicobacter pylori isolated from patients with gastric disease in Narifio. Metho-
dology. Helicobacter pylori was isolated and purified from gastric biopsies of patients from
the Department of Narifio. Brassica oleracea var. Italica extracts, with high sulforaphane
content, were obtained using rotaevaporation and lyophilization techniques. The Cannabis
sativa extract was obtained using supercritical CO, extraction. The inhibitory activity of
the extracts was evaluated using the agar dilution method, colony-forming units (CFU)
were counted using Image] software, and the minimum inhibitory concentration (MIC)
for each isolate was determined. Results. The MIC of Brassica oleracea var. Itélica extracts
with high sulforaphane content was 120 pg/mL. The MIC of the Cannabis sativa extract
was 55 pg/mL. Conclusion. Brassica oleracea var. Itilica and Cannabis sativa extracts rich
in cannabidiol exhibit an inhibitory effect on the in vitro growth of Helicobacter pylori iso-

lated from patients in Narifio, with the Cannabis sativa extract being the most effective.

Keywords: Gastric cancer, extracts, Helicobacter pylori, Cannabis sativa 1., Brassica olera-

cea, sulforaphane, minimum inhibitory concentration.
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Introduccion

El cancer gastrico (CG) es la quinta neopla-
sia mas frecuente a nivel mundial (1)”ISS-
N*:0007-9235”"PMID”:’385727517abs-
tract”:”This article presents global cancer
statistics by world region for the year 2022
based on updated estimates from the In-
ternational Agency for Research on Cancer
(IARC. En Colombia constituye la principal
causa de muerte por cancer, no obstante,
las cifras de riesgo e incidencia de la pato-
logia en diferentes regiones del pais es va-
riable. En la zona andina del departamento
de Narifio la incidencia de CG es una de
las mas altas del mundo (150/100.000 habi-
tantes), concomitante con el aumento en las
tasas de mortalidad, 15,72 %, en contraste
la zona costera de Narifio presenta una tasa
de incidencia de CG de (6/100.0000 habi-
tantes) para el afio 2018 (2)(3).

La complejidad del CG radica en su natura-
leza multifactorial, influenciada por una in-
teraccion compleja entre factores medioam-
bientales, genéticos y agentes infecciosos,
destacando entre estos ultimos la presen-
cia de Helicobacter pylori (H. pylori). Esta
bacteria, al colonizar la mucosa gastrica, ha
sido identificada como el principal agente
etiolégico del CG, desencadenando una se-
cuencia de eventos que van desde la infla-

macion hasta la carcinogénesis gastrica (4).

En Colombia se presenta una elevada re-

sistencia a los tratamientos convencionales

Colombianos con Alto Riesgo de Cancer Gastrico

con antibidticos por parte de la bacteria,
documentando una prevalencia de resisten-
cia del 1.9, 3.8 y 9.5% a amoxicilina en di-
ferentes zonas geograficas del pais, 13.6% a
claritromicina; 83% a metronidazol y 16%
alevofloxacina (4)(5). H. pylori muestra una
alta diversidad genética, permitiendo cam-
bios rapidos microevolutivos que generan
nuevas poblaciones, especificamente para
Colombia, se propone el subtipo hspCo-
lombia, resultado de un corto periodo coe-
volutivo entre el huésped y la bacteria pos-

terior a la colonizacion de las Américas (0).

En areas montafiosas del departamento de
Narino, Colombia, se observa una alta in-
cidencia de CG, donde factores genéticos
y ambientales complejos interactian para
aumentar la susceptibilidad a la enferme-
dad (7). La erradicacién de H. pylori se
considera la unica estrategia efectiva para
la prevencién del CG en esta region, sin
embargo, la resistencia a los antibiéticos
ha limitado la eficacia de los tratamientos
convencionales, impulsando la basqueda de

alternativas novedosas.

Dentro de las alternativas terapéuticas en
estudio, Cannabis sativa y Brassica oleracea
han demostrado potencial en la inhibicién
de H. pylori. C. sativa contiene fitocanna-
binoides como el cannabidiol (CBD) y el
tetrahidrocannabinol (THC), cuyos efec-
tos antimicrobianos han sido reportados
contra diversas bacterias patégenas (8). Se

ha observado que el CBD, en particular,
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puede actuar sinérgicamente con antibioti-
cos, potenciando su actividad y ofreciendo
una posible estrategia contra la resistencia
bacteriana (9). Por otro lado, B. oleracea es
rica en sulforafano, un compuesto bioacti-
vo con propiedades antimicrobianas y an-
tioxidantes. Ha demostrado tener una ca-
pacidad bactericida sobre el crecimiento in
vitro de H. pylori, afectando la integridad
de la membrana celular, limitando la colo-
nizacién y el crecimiento de la bacteria al

interferir la produccién de ureasa (10).

Considerando estas propiedades, nuestra
investigacion se centrd en evaluar la capa-
cidad inhibitoria in vitro de extractos ve-
getales con alto contenido de sulforafano
de brotes de Brassica oleracea var. Italica (B.
oleracea), polifenoles extraidos del aguacate
y extractos de Cannabis sativa (C. sativa),
particularmente aquellos ricos en CBD so-
bre H. pylori aislado de pacientes en zonas

de alto riesgo de CG en Narifio-Colombia.
Metodologia

Activacion y aislamiento primario de
Helicobacter pylori

Se incluyeron cinco biopsias donadas por el
grupo de investigacion en Salud Publica de
la Universidad de Narifio, que fueron obte-
nidas de pacientes provenientes del Depar-
tamento de Narifio con diagnostico histo-

patolégico de enfermedad gastrica.

Teniendo en cuenta los protocolos de des-
congelacion y cadena de frio, las biopsias
gastricas congeladas a -70°C se maceraron
en solucién salina al 0.89 % en un tubo es-
téril Eppendorff con un macerador eléc-
trico y un microbolillo desechable estéril
(Peller Pestle—Mott Kontes). EI macerado
de la biopsia se sembré por triplicado en
agar Columbia con 10% de sangre de cot-
dero y suplemento Dent (Oxoid, H. pylori
Selective Suplement SRO147E: vancomici-
na, trimetoprim, cefsulodin y anfotericina)
por agotamiento con un asa calibrada es-
téril de 10 pL. Los aislamientos se incuba-
ron en atmodsfera microaerofilica: a 37 °C,
10 % de CO, y 90 % de humedad, por 10
dias (11). El macerado restante se preservo
en una solucién de tioglicolato (Merck®)
con glicerol (Promega®) al 20% vy se llevo
al freezer a -80°C (12)toxic chemical pro-
ducts formed as secondary metabolites by
a few fungal species that readily colonise
crops and contaminate them with toxins in
the field or after harvest. Ochratoxins and
Aflatoxins are mycotoxins of major signifi-
cance and hence there has been significant
research on broad range of analytical and
detection techniques that could be useful
and practical. Due to the variety of struc-
tures of these toxins, it is impossible to use
one standard technique for analysis and/
or detection. Practical requirements for hi-
gh-sensitivity analysis and the need for a
specialist laboratory setting create challen-
ges for routine analysis. Several existing

analytical techniques, which offer flexible
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and broad-based methods of analysis and
in some cases detection, have been discus-
sed in this manuscript. There are a number
of methods used, of which many are lab-ba-
sed, but to our knowledge there seems to
be no single technique that stands out abo-
ve the rest, although analytical liquid chro-
matography, commonly linked with mass
spectroscopy is likely to be popular. This

review manuscript discusses (a.

Las colonias pequefias, convexas traslici-
das de 1 mm de diametro como gotas de
rocio se identificaron mediante las pruebas
bioquimicas de catalasa, oxidasa, ureasa y

mediante la tinciéon de Gram (13).

Con el fin de conservar los aislados de H.
pylori obtenidos, se tomaron colonias con
asa de argolla de las cajas Petri con agar
sangre sin suplemento y se transfirieron a
un tubo con caldo de tioglicolato (BBL®)
mas glicerol (Promega®) al 20 %, se homo-

genizaron y se almacenaron a -80 °C en un

freezer REVCO (Thermo Scientific) (11).

Identificacion molecular de
Helicobacter pylori

Las colonias de H. pylori preservadas a
-80°C se sometieron a un proceso de des-
congelacion segun los protocolos de cadena
de frio, se extrajo ADN siguiendo el pro-
tocolo del Kit de extracciéon de ADN ge-
némico “Bacterial DNA Preparation Kit

(Jena Bioscience)”. La calidad y la pureza

Colombianos con Alto Riesgo de Cancer Gastrico

del ADN se verificaron por espectrofo-
tometria (NanoDrop ND 2000-Thermo
Scientific™) (14). El gen esencial ureA se
amplific6 por PCR usando los iniciado-
res HPU1 (5-GCCAATGGTAAATTAG-
TT-3") y HPU2 (5-CTCCTTAATTGTTT-
TTAC-3"), bajo las siguientes condiciones:
Desnaturalizacién inicial a 95°C por 2 min,
seguido por 45 ciclos de desnaturalizacién
a 95°C por 1 min. Alineamiento a 50 °C
por 1 min y a 72°C por 1 min junto al ciclo
de extension de la cadena a 72°C por 5 min,
para asegurar una completa extension de los
productos de la PCR. Los resultados fueron
evidenciados al realizar electroforesis en gel
de agarosa al 1,5% con una corrida prelimi-
nar de 20 min a 30 V y una corrida final de
1 hy40 mina 60 V. El gel se observo bajo
luz ultravioleta UV en un transiluminador
UV (LabNet, GENTECH) y se tomaron
evidencias fotograficas que fueron almace-

nadas para su verificacion y analisis.

Obtencion de materia prima

Obtencion de vastagos de Brassica ole-
racea: Se adquiri6 una libra de semillas
de Brassica oleracea var. Italica de calidad
comercial, estas se germinaron y posterior-
mente se cosecharon a los 3 dias posterio-

res a la germinacién de la planta (15).

Obtencion de extractos de Cannabis sa-
tiva ricos en cannabidiol: se adquirié ma-
terial vegetal seco y molido de flores de C.

sativa no psicoactivo de la empresa Pharma
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Indigena Misak Manasr SAS ubicada en la
ciudad de Popayan — Cauca.

Obtencion de extractos

Obtencion de extractos con alto conte-
nido en sulforafano: Se siguié la meto-
dologia descrita por Lv et al.(15) con mo-
dificaciones. 330 g vastagos de B. oleracea
fueron sometidos a un proceso de escalda-
do por inmersiéon en agua a 55 °C por 15
minutos, enfriamiento inmediato en agua
con hielo y se homogeneiz6 con la ayuda
de un mortero de porcelana estéril. Poste-
rior a la homogenizacién, se anadié Buffer
fostatado a pH 5,0 en relacién 1:5 con acido
ascorbico y se incub6 en un bafio agitado a
temperatura de 37 °C por 5 h. Para la ex-
traccion se afladieron 5 mL de etanol a la
muestra y se centrifugd a 1540 gravedades
en centrifuga durante 20 min. Los residuos
se extrajeron con otros 5 mL de etanol, se
repitié el proceso de centrifugacién, y se
mezcl6 el sobrenadante de las dos fuentes.
La solucién se rotaevaporé por 4 h a 30°C
usando un evaporador rotatorio, el residuo
se disolvié en 5 mL de etanol. El extracto
etanodlico se llevé a secar en horno por 24
h a2 40°C con el fin de eliminar el solvente

de extracciéon y posteriormente se liofilizé

(15).

Obtencion del extracto de Cannabis sa-
tiva: Este proceso se realizé por duplica-

do en un equipo de extracciéon con fluidos

supercriticos Waters -Thar © (SFE - 500,

USA), teniendo en cuenta las condiciones
optimas de extracciéon de cannabinoides
descritas por Delgado-Cérdoba & Quifio-
nes-Criollo, (16): 200 bar. 70°C de tempe-
ratura, 100 g de materia prima y 30 g/min
de flujo de CO2 por 150 min.

Preparacion de diluciones de los
extractos para Helicobacter pylori:

Las diluciones para los extractos con alto
contenido en SFN de véistagos de B. olera-
cea se hicieron partiendo de una solucién
stock preparada a 2000 ug/mL. Se evalua-
ron concentraciones de 90 a 130 pug/mL

para determinar el valor de la CMI.

Las diluciones para los extractos de C. sati-
va se prepararon partiendo de una solucion
stock de 1000 pg/mL, utlilizando Tween 20
al 2% como emulsionante se utilizaron di-

luciones crecientes del extracto en un rango

de 27 — 60 pg/mlL.

Preparacion de medios de cultivo

Se prepar6 agar Mueller Hinton suplemen-
tado con sangre de cordero al 10% e iso-
vitalex al 1% al cual se le adicionaron di-
luciones crecientes de los extractos de C.
sativa y B. oleracea. Estos cultivos fueron
sembrados por triplicado utilizando la téc-
nica de siembra masiva con un inéculo de
10 uL. de colonias de H. pylori con menos
de 72 horas e inmediatamente luego de su
inoculacién se ubicaron en condiciones mi-

croaerofilicas en incubadora de COZa 37°C
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por 6 dias, realizando revisiones constantes
para la determinacién de la concentracion
minima inhibitoria. Para cada aislamiento
se tuvieron en cuenta controles negativos
(medio de cultivo sin extracto inoculado
por cada aislado de interés) y control de
agente emulsionante para los ensayos con
C. sativa (medio de cultivo con tween 20

inoculado por cada aislado de interés).

Se realizé el conteo de las colonias bacte-
rianas (UFC) de H. pylori con el software
Image] y registré la CMI como la menor
concentracion de cada extracto en la que se
evidencie la inhibicion total del crecimien-
to visible de la bacteria comparandola con

el control negativo.

Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos de UFC se registra-
ron y sometieron a pruebas estadisticas en
el software Jamovi (version 0.8.0.5). Los
resultados de los ensayos de inhibicién de
H. pylori ante las distintas concentraciones
del extracto de C. sativa fueron analizados
mediante las pruebas de normalidad y ho-
mogeneidad: Shapiro Wilk y Levene. Al de-
terminar que no se cumplieron los anterio-
res supuestos, se utilizé la prueba U-Mann
Whitney para la comparacion entre las UFC
obtenidas del crecimiento de H. pylori ais-
lado de pacientes segun el tipo de extracto
utilizado. El nivel de significancia estable-
cido fue a= 0.5%.

Colombianos con Alto Riesgo de Cancer Gastrico

Resultados

Activacion, identificacion y
preservacion de los aislamientos de
Helicobacter pylori

A partir de las cinco biopsias seleccionadas
se obtuvieron cultivos primarios de cre-
cimiento abundante y puros de H. pylori.
De los mismos, se realizaron repiques por
triplicado y se generaron preservados por
triplicado de H. pylori en caldo tioglicolato
+ glicerol al 20% que fueron almacenados a
-80°C en frezzer REVCO (Thermo Scien-
tific®). El crecimiento de los aislados fue
compatible con las caracteristicas macros-
cépicas de H. pylori, colonias pequefias,
translicidas, en forma de gotas de rocio
con crecimiento abundante sobre el medio
de cultivo y bajo el microscopio la tincién
de Gram permiti6 identificar bacilos Gram
negativos pleomorficos, curvos, abundan-
tes, compatibles con H. pylori. También, se
obtuvieron resultados positivos en las prue-
bas bioquimicas oxidasa, catalasa, ureasa y

en la amplificacién del gen ureA (figura 1).
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Figura 1. Electroforesis del gen estructural ureA de Helicobacter pylori.

Gel de agarosa al 1.5 %, tefiido con SYBR
Green y visualizado en transiluminador
UV. Marcador molecular de referencia de
100 pb (Hyper LadderTM 100 pb Bioline);
blanco agua grado molecular MoBioTM
(MiliQ). Regién amplificada Gen ureA de
H. pylori (167 pb).

Ensayos de inhibicién in vitro del
extracto de Brassica oleracea var.
Italica sobre Helicobacter pylori

Para la determinacion de la CMI se empled
el extracto con mejor efecto inhibitorio

sobre 5 aislados provenientes de una zona

de alto riesgo de CG del departamento de
Narifio. Después de realizar el conteo se
encontré que el nimero de colonias de H.
pylori en los diferentes aislados disminuye
proporcionalmente al aumento de la con-
centracion de extractos con alto contenido

en SEN de vastagos de B. oleracea.

Los ensayos realizados permitieron estable-
cer la CMI de cada aislado evaluado por la
accion de los extractos con alto contenido
en SFN, que estuvo en un rango de 105-120
ng/mL. Los resultados se presentan en la
Tabla 1 y Figura 2.

Tabla 1. Concentracién Minima Inhibitoria del extracto con alto contenido
en sulforafano frente al crecimiento iz vitro de 5 aislados de Helicobacter pylori.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

CR-007

120 pg/mL

CR-046

110 pg/ml.

CR-044

105 pg/mlL.

CR-012

115 pg/mL

CR-070

120 ug/Ml
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Figura 2. Descenso del nimero de Unidades Formadoras de Colonias de aislamientos seleccionados de Helicobacter pylori en
funcion del aumento de la concentracion del extracto de Brassica oleracea.

Efecto del extracto de B. oleracea sobre el
crecimiento de H. pylori. Se muestra la re-
duccién en la carga bacteriana (UFC/10uL)
en cinco aislados clinicos (CR-012, CR-
046, CR-007, CR-044 y CR-070) en funcién
de la concentraciéon del extracto (90-125
ug/mL). El control sin tratamiento (linea
verde) mantiene una carga bacteriana cons-
tante, mientras que los aislados tratados
presentan una disminucién progresiva en
el namero de UFC, alcanzando una inhibi-
cién total alrededor de 115-120 ug/mlL.

Ensayos de inhibicion in vitro del
extracto de Cannabis sativa sobre
Helicobacter pylori

Tras realizar el conteo de las UFC de H.
pylori se observé que el extracto de C. sativa
rico en CBD presenté un efecto inhibitorio
sobre el microorganismo, en comparacioén
al crecimiento obtenido en los controles.
La CMI se ubicé en un rango de 35-55 ug/
mL (tabla 2 y figura 3).

Tabla 2. Concentracién Minima Inhibitoria del extracto de Cannabis sativa rico en CBD frente
al crecimiento iz vitro de cinco aislados de Helicobacter pylori.

| Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

CR-069 37 ug/ml.
CR-046 35 ug/ml.
CR-044 55 ug/mL
CR-012 37 ug/mL
CR-070 35 pg/mlL
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Figura 3. Descenso del nimero de Unidades Formadoras de Colonias de aislamientos seleccionados de Helicobacter pylori en

funcién del aumento de la concentracion del extracto de Cannabis sativa.

Efecto del extracto de C. sativa rico en
CBD sobrte el crecimiento de H. pylori. Se
muestra la disminucién en la carga bacte-
riana (UFC/10uL) en cinco aislados clini-
cos (CR-069, CR-044, CR-070, CR-012 y
CR-046) en funcién de la concentraciéon
del extracto (25-55 pg/mL). Se observa una
reduccion progresiva en la viabilidad bac-
teriana con el aumento de la concentracion
del extracto, alcanzando una inhibicion to-
tal en concentraciones de 35, 37 y 55 pg/
mL. El control sin tratamiento (linea ver-

de) mantiene una carga bacteriana estable.

300 4

200 4

UFC/H0pL

100 1

o

Analisis estadistico

Las pruebas de Shapiro Wilk y Levene pre-
sentaron un p valor <0,05, por lo cual se
realizaron las pruebas no paramétricas,
U-Mann Whitney y Kruskal-Wallis. EI re-
sultado del estadistico U-Mann Whitney
(p=0.05) demostré6 que existen diferen-
cias estadisticamente significativas entre el
efecto inhibitorio in vitro de los extractos
de B. oleracea y C. sativa al comparar las
medianas del conteo de UFC de cada aisla-

miento de H. pylori (figura 4).

o Mean (95% CI)
o Median

T
E. oleracea

Tipo de Extracio

T
C. sativa

Figura 4. Comparacion del conteo de UFC entre cada ensayo de inhibicién con extracto de Brassica oleracea y Cannabis sativa.
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Comparacion del efecto del extracto de B.
oleracea y C. sativa sobre el crecimiento de
H. pylori. Se presentan los valores de la me-
dia (circulos blancos) con su intervalo de
confianza del 95% (barras azules) y la me-
diana (cuadrados blancos) de la carga bac-
teriana (UFC/10uL) tras el tratamiento con
cada extracto. Se observa que el extracto de
B. oleracea presenta una menor carga bac-
teriana en comparacion con C. sativa, indi-

cando una mayor eficacia inhibitoria.

Discusion

En el presente estudio los extractos con
alto contenido en SFN inhibieron in vitro
a los aislados de H. pylori, obteniendo una
CMI promedio de 115 pg/mL y un 100% de
inhibicién de la bacteria a 120 ng/ml. Es-
tos resultados pueden ser comparados con
el estudio realizado por Fahey er al., (17)
donde se demostrd la capacidad inhibitoria
del SEN (>95% de pureza) frente a H. pylo-
ri, aunque su CMI fue menor a la reportada
en el presente estudio (4 ug/ml a pH 5.8),
debido posiblemente a que nuestros extrac-
tos con alto contenido en SFN no fueron
purificados, se evidencia un efecto bacteri-
cida que puede atribuirse a la presencia de
este compuesto en mayor proporcion res-

pecto a lo extractos crudos (17).

Evidencias en ratones y humanos sugieren
que el SEN puede tener un efecto bacteri-

cida directo sobre H. pylori, Fahey et al.,
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(2013) encontraron que el SFN es capaz de
inactivar de manera irreversible la enzima
ureasa, sintetizada en grandes cantidades
por H. pylori y que contribuye de manera
importante a las consecuencias inflamato-
rias de su infeccién en la mucosa gastrica,
gracias a que al producir amoniaco a partir
de la urea del huésped, la ureasa neutraliza
la acidez gastrica y permite que el patégeno
prolifere en este medio (10). El mecanismo
detras de la accion anti H. pylori del SFN se
relaciona con la afeccion de la integridad de
la membrana celular, inhibiendo enzimas
involucradas en el equilibrio redox y el me-
tabolismo bacteriano que a su vez induce la

muerte bacteriana (18).

Por otro lado, se puede atribuir el efecto in-
hibitorio a la presencia de compuestos que
pueden presentar actividad anti-H.pylori
de forma sinérgica con el SFN, ya que en
los brotes de B. oleracea se reporta la pre-
sencia de compuestos fendlicos siendo los
mas comunes los derivados de los acidos
hidroxicinamicos, flavonoles (derivados de
quercetina) y antocianinas, que han sido es-
tudiados por a su efecto protector contra
el estrés oxidativo en las células (19). Estu-
dios como el de Le et al. (20) presentan un
analisis de compuestos fendlicos en vasta-
gos de B. oleracea, reportandose al dcido ca-
feico, acido clorogénico, acido p-cumarico
y flavonoles (quercetina) con caracteristicas

antibacterianas.
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El resultado de la CMI encontrada del ex-
tracto de C. sativa rico en CBD de 55 pg/
mL sobre los aislados de H. pylori esté den-
tro del rango descrito por Jokié¢ et al. (21),
quienes evaluaron 13 extractos de C. sativa
ricos en CBD sobre E. coli, P. aeruginosa,
B. subtilis y S. aureus, cuyos valores de CMI
estuvieron entre 10.42 — 66.03 pg/mL.

En comparacién a la actividad anti—H.
pylori de otros extractos de origen natural,
los resultados de CMI obtenidos con C. sa-
tiva (35-55 ng/ml) son mejores a los ob-
tenidos con el extracto etandlico de Punica
granatum donde se encontré una CMI de
156 ug/mL sobre H. pylori aislado de 12
biopsias gastricas y una cepa de referencia
NCTC 11916 (22). El extracto metanodlico
de Allium ascalonicum exhibié una CMI
entre 100 y 200 mg/mL sobre 42 aislados
clinicos de H. pylori y la cepa ATCC 43504
de la bacteria (23). Extractos de Corydalis
cheilanthifolia y Chelidonium majus revela-
ron tener actividad antibacterial sobre H.
pylori ATCC 8064 a una CMI de 64 ng/
mL y 128 pg/mL respectivamente (24). La
accion de biomoléculas como los polifeno-
les extraidos de Persea americana var. Hass
revelaron una CMI sobre H. pylori de 1500
ng/mL valor superior a la CMI descrita en

nuestro estudio (25).

Aunque, la CMI obtenida en la presente
investigacion para el extracto de C. sativa
rico en CBD (55 pug/mlL) es relativamente

baja al contrastarse con otros extractos na-

turales, su valor puede considerarse alto en
comparacién con los antibidticos comercia-
les utilizados para el tratamiento de la in-
feccién por H. pylori, como claritromicina,
amoxicilina y metronidazol. Por ejemplo,
se ha informado que la CMI de la claritro-
micina es de 0.06 — 0.5 pg/mL, mientras
que la amoxicilina y el metronidazol tienen
una CMI de 0.25 — 4 pg/mL y 0.125 — 1
ng/mL, respectivamente (26). No obstante,
el estudio de Wassmann ez al., (9) informa
que al utilizar el CBD como adyuvante jun-
to a la bacitracina contra Staphylococcus sp,
L. monocytogenes y E. faecalis se potencia el
efecto del antibidtico reduciendo su CMI al

menos 64 veces.

Aunque el extracto obtenido en este estudio
presenté un alto contenido de CBD, este
compuesto no fue purificado, por lo que la
actividad antimicrobiana observada podria
estar influenciada por la presencia de otros
cannabinoides y compuestos bioactivos. Se
ha documentado que el efecto séquito de-
finida como la interaccién sinérgica entre
los diferentes fitocannabinoides y terpe-
nos presentes en C. sativa puede potenciar
la actividad antibacteriana del extracto en
su conjunto (27). Estudios previos han de-
mostrado que cannabinoides como el can-
nabigerol (CBG), el cannabicromeno (CBC)
y el tetrahidrocannabinol (THC) poseen
actividad antimicrobiana y en este estudio
podrian estar contribuyendo al efecto in-
hibitorio sobre H. pylori (8). Nuestros re-

sultados resaltan la importancia de evaluar
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la contribucién de otros cannabinoides en
futuras investigaciones para comprender

mejor su papel anti-H. pylori.

Dado que H. pylori presenta una notable
capacidad de adaptacién a ambientes hos-
tiles y alta resistencia a los antibiéticos en
regiones de alto riesgo de cancer gastrico,
asociado a diferentes mutaciones presentes
en la bacteria en aislados propios del de-
partamento de Narino, la exploracion de
nuevas estrategias terapéuticas es funda-
mental (28)South America has one of the
world’s highest burdens of Helicobacter
pylori infection and gastric cancer. While
multidrug antibiotic regimens can effecti-
vely eradicate H. pylori, treatment efficacy
is being jeopardized by the emergence of
antibiotic-resistant H. pylori strains. Mo-
reover, the spectrum of and genetic mecha-
nisms for antibiotic resistance in Colom-
bia is underreported. In this study, 28 H.
pylori strains isolated from gastric biopsy
specimens from a high-gastric-cancer-risk
(HGCR(29). El analisis estadistico U-Mann
Whitney evidencié diferencias en la efica-
cia inhibitoria de los extractos evaluados,
mostrando que C. sativa rico en CBD pre-
sentdé una mayor potencia que B. oleracea.
No obstante, ambas opciones podrian re-
presentar enfoques complementarios en la
busqueda de alternativas para el control de
H. pylori, particularmente en poblaciones
con alta prevalencia de resistencia antimi-

crobiana.
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Estos hallazgos aportan informacién que
pueda guiar futuras investigaciones sobre
el uso de compuestos naturales en el trata-
miento de infecciones por H. pylori, espe-
cialmente en poblaciones con alto riesgo de

desarrollar cancer gastrico.

Conclusion

Los extractos ricos en CBD de Cannabis sa-
tiva L. presentan el mejor efecto inhibidor
contra el crecimiento in vitro de Helicobac-
ter pylori aislado de pacientes con alto ries-
go de cancer gastrico en Narifio Colombia,
seguido de los extractos con alto contenido
de sulforafano de brotes de Brassica oleracea

var. itdlica.
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