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RESUMEN

En nuestros dias, la salud humana y animal se ve afectada por enfermedades
generadas por microorganismos patégenos, que cada dia, aumentan su resistencia
ante los antimicrobianos mas recientes, como es el caso de S. aureus resistente a
meticilina. Se han estado realizando investigaciones alrededor de los metabolitos
secundarios de las plantas medicinales debido a sus propiedades antimicrobianas.
En Nuevo Ledn, se tiene conocimiento que la zona sur del Estado, forma parte del
centro de origen del aguacate raza Mexicana (Persea americana var. drymifolia),
punto en el cual los habitantes utilizan las hojas como remedio etnobotanico contra

enfermedades causadas por patdégenos.

El objetivo fue determinar las propiedades, mecanismos y compuestos contenidos
que le confieren actividad antimicrobiana a los polifenoles obtenidos de hojas de

aguacate mexicano del sur del Estado de Nuevo Le6n.

Los polifenoles de aguacate, fueron utilizados en ensayos microbiolégicos contra
MRSA cepa u3. Ademas, por medio de microarreglos fue analizado el
comportamiento de expresidn genética inducido por los polifenoles. Posteriormente,
la identificacibn de dichos compuestos, fue lograda por medio de ensayos
fitoquimicos y de caracterizacion por cromatografia liquida de alta resolucion

acoplada a masas.

La actividad antimicrobiana, fue positiva contra MRSA cepa u3, presentando un CMI
100 yg/mL y un de CMB de 100 - 200 pg/mL respectivamente. Los datos obtenidos

del microarreglo, demuestran una modulaciéon celular en mecanismos como la

XVi



comunicacién bacteriana, sintesis de proteinas, sintesis de membrana celular y
factores de virulencia. Los compuestos contenidos en los extractos, pertenecen la
familia de los flavonoides en su mayoria, derivados de catequina apigenina y

quercetina; ademas, de encontrarse perseitol, comunmente presente en aguacate.

Los arboles de aguacate raza Mexicana, pueden ser considerados un reservorio
importante de Bio-moléculas con propiedades antimicrobianas a nivel de modulacién

celular.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad hay un gran nimero de microorganismos, que poseen la capacidad
de resistir multiples tratamientos antimicrobianos, esto deriva en la inefectividad para
combatir patégenos que transfieren enfermedades de importancia en la salud publica

(Senok et al., 2012).

La resistencia antimicrobiana, permite a la bacteria evadir el efecto de algun
antibiético; provocado, por cambios en la bacteria que reduce o elimina el
mecanismo de accion del antimicrobiano o cualquier compuesto con la finalidad de
evitar o advertir alguna infeccidn. La capacidad de resistencia antimicrobiana, puede
lograrse mediante el camino de la seleccién natural o mas recurrido hoy en dia, por

el usos inadecuado de los compuestos antimicrobianos (De la Fuente et al., 2016).

Dentro de los microorganismos que poseen una amplia gama de mecanismos para
sobrevivir a los antimicrobianos se encuentra Staphylococcus aureus; el cual es un
microorganismo considerado tanto comensal como patégeno. Una colonizacién por
parte de esta bacteria, proporciona un reservorio mediante el cual puede implantarse
cuando las defensas del huésped estan bajas. De tal forma que esto produce la
transmision de la bacteria entre los individuos de hospitales y de la comunidad
(Pahissa, 2009; Crossley et al. ,2009). S. aureus resistente a meticilina (MRSA) es
un causante principal de infeccién bacteriana que puede variar su severidad en el
hospedero que habita. La mayor parte de estas cepas, poseen la resistencia a una
gran variedad de antibibticos B-lactamicos (Cervantes et al., 2014 a; Cervantes et al.,

2014 b).
18



Abundantes investigaciones realizadas en distintas regiones del planeta, demuestran
que las plantas medicinales son un importante punto de partida en el descubrimiento
de nuevos farmacos, tanto asi que aproximadamente el 25% de los medicamentos
prescritos mundialmente son de origen vegetal, y de los restantes, un significativo
namero son obtenidos por sintesis a partir de precursores naturales (Rates, 2001;
Gurib-Fakim, 2006). Estos precursores son conocidos como metabolitos secundarios,
que pueden ser del grupo de acidos fendlicos, flavonoides, taninos (Stalikas, 2007).
La funcion de estos compuestos es muy variada, entre la cual destaca su poder

antimicrobiano (Castillo et al., 2009).

México es considerado como centro de origen del aguacate. En el caso de la raza
Mexicana (Persea americana var. drymifolia) evidencias de aguacate primitivos en
areas de la Sierra Madre Oriental del Estado Nuevo Ledn demuestran que el Estado
es el centro de origen de la misma (Sanchez, 1999). En Nuevo Le6n adn es posible
encontrar plantas silvestres de P. americana que forman parte de la vegetacion,
cuyas caracteristicas son contrastantes a las variedades mejoradas que se cultivan
en diferentes sistemas agricolas y de forma intensiva, tanto en huertas familiares
como de traspatio. (Gutiérrez et al., 2009). Las personas que habitan en los pueblos
cercanas a la regioén, de forma tradicional, utilizan las hojas de aguacate “criollo” (P.
americana var. drymifolia) como remedio medicinal contra la diarrea, amebiasis y

helmintiasis (Diaz et al., 2013).

En este estudio, fue evaluado el efecto bactericida de los polifenoles de las hojas de
aguacate mexicano mediante un analisis fitoquimico, evaluacién de la actividad

antimicrobiana, analisis de la expresién génica de MRSA mediante microarreglos y la

19



propuesta de un mecanismo de accion de los compuestos presentes en los extractos

etandlicos.

20



HIPOTESIS

Los polifenoles obtenidos de las hojas de aguacate raza Mexicana (P. americana var.
drymifolia) producen un efecto negativo en el desarrollo y la expresion génica de

Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el potencial de los polifenoles de hojas de aguacate mexicano (P.

americana var. drymifolia) como agente antimicrobiano de MRSA.

21



OBJETIVOS PARTICULARES

Extraer y evaluar la concentracion minima inhibitoria y concentracidn minima

bactericida de los polifenoles de las hojas de aguacates en MRSA.

Determinar el mecanismo de accion de los polifenoles mediante el analisis de la

expresion del genoma bacteriano.

Caracterizar los polifenoles con mayor efecto bactericida obtenidos de una

variedad de aguacate mexicano.

METAS

Determinar la concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima

bactericida de los polifenoles de las hojas de aguacate mexicano.

Proponer el mecanismo de accién de los polifenoles mediante el andlisis de los

cambios en la expresién de RNA.

Caracterizar parcialmente los compuestos contenidos en las hojas de aguacate
de al menos una variedad de P. americana var. drymifolia basados en la actividad

antimicrobiana y el contenido de polifenoles.

22



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 El aguacate (Persea americana Mill.)

El aguacate es un producto de gran importancia en la agricultura y en la dieta
mexicana. Cuenta con mas de 150 mil hectareas plantadas, menos del 1% de la
superficie cultivable nacional, pero aporta cerca del 3.4% del valor de la produccién
agricola total (SIAP, 2013). Es ademds un cultivo de importancia socio-econémico y
nutrimental. La fruta posee alto contenido de lipidos, la parte comestible es rica en

acidos grasos saturados como el oleico, palmitico, linoleico (Lu et al., 2009).

2.1.1 Taxonomia del aguacate

Nombre cientifico: Persea americana

Familia: Lauraceae

Género: Persea

Especie: americana (Garbanzo, 2011)

2.1.2 Razas o grupos ecoldgicos

Las variedades de aguacate se agrupan en tres variedades:

1. Mexicana: Pertenecen algunas variedades de altura como Ettinguer y Puebla.
Su caracteristica principal es que las hojas despiden un olor a anis al
triturarlas.

2. Guatemalteca: Las variedades de esta raza se adaptan a zonas altas e

intermedias. (Reed, Booth).

23



3. Antillana: Pertenecen a estas algunas variedades de zonas bajas (Lorena,

Trappica) (Garbanzo, 2011).

2.1.3 Distribucion geografica de P. americana var drymifolia

México es considerado centro de origen de Persea americana Mill., en el caso del
cultivar mexicano o subespecie drymifolia, los descubrimientos de aguacates
primitivos en areas de la Sierra Madre Oriental del Estado de Nuevo Leén evidencian
que el Estado es centro de origen de la misma (Sanchez, 1999) (Figura 1). Ademas,
pueden hallarse arboles silvestres de P. americana var. drymifolia, que forman parte
de la flora, donde sus caracteristicas, hacen notar las diferencias con las variedades
que se utilizan de cultivo en sistema agricola en huertas o como arboles de traspatio

(Gutiérrez et al., 2009).

¥ ARAMBERRI

Figura 1. Regidén del municipio de Aramberri, municipio que se encuentra al sur
del estado de Nuevo Ledn, México.
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2.1.4 Descripcion botanica del aguacate de raza Mexicana (P.

americana var. drymifolia)

El aguacate raza Mexicana tiene como caracteristicas principales, su resistencia al
frio, un alto contenido de aceite y un singular aroma a anis en la mayoria de los
especimenes. Generalmente se desarrolla en altitudes mayores a 2000 m.sn.m;
posee hojas de color verde, pero cuando son brotes jovenes presentan una
coloracion verde claro o rojiza, su fruto posee una delgada cascara, suave y lisa, la
semilla puede ser adherida o suelta, regularmente la pulpa presenta fibra, aunque no

se encuentra en todas las especies cultivadas (Barrientos y Lopez, 2002).

2.1.5 Caracterizacion quimica foliar de P. americana var. drymifolia

Estudios realizados en las hojas de aguacate de P. americana var. drymifolia han
mostrado la actividad de ciertos compuestos bioactivos contra patdégenos vy
herbivoros, en especial los terpenoides y fenilpropanoides (Rincén y Espinosa,
2008). Estas plantas producen aceites esenciales que son mezclas complejas de
sustancias que ayudan a combatir microorganismos infecciosos, algunos de estos
compuestos son los terpenos o terpenoides los cuales poseen una amplia gama de
actividad bioldgica, entre ellas la antimicrobiana (Edris, 2007). Hurtado et al. (2011)
mediante la utilizacion de la técnica de HPLC-DAD-ESI-TOF MS, han encontrado
otros constituyentes quimicos, como los polifenoles de la familia de los &cidos
fendlicos, flavonoides y otros derivados de flavonoides (flavonas, flavanoles,

flavononas, flavonoles). EIl contenido de compuestos fitoquimicos en las plantas
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también son atribuidos a la actividad antimicrobiana (Calvo et al., 2012), ademas, de

presentar adicional a esto, un alto poder antioxidante (Boskou 2006).

2.2 Metabolitos secundarios de origen vegetal

El grupo mas rico en diversidad de sustancias quimicas son aquellos de origen
vegetal denominados compuestos polifendlicos. Investigaciones entorno de estos
compuestos, han demostrado que una alimentacion rica en polifenoles de origen
vegetal, ayudan a tener una mejor salud (Schroeter et al., 2006; Pérez et al., 2009).
Los polifenoles pueden formarse a través de dos rutas bioquimicas: la del shikimico
que forma compuestos fenilpropanoides y cumarinas en la ruta del acetato, que
genera fenonas y quinonas. Del mismo modo, en rutas intermedias pueden
producirse los flavonoides, unos de los grupos mas abundantes en el reino vegetal
(Pineiro, 2013). Estos compuestos, también son capaces de lograr una regulacion o
modulacién de la actividad de distintas enzimas, asi como la irrupcién de otros
mecanismos de sefalizacion celulares en distintos procesos. Esto se debe en algun
sentido, a sus distintos atributos fisicoquimicos, que les permite interactuar en los
procesos celulares de oxido-reduccion, ligando asi sus caracteristicas antioxidantes

con sus efectos positivos en el organismo (Quifones et al., 2012).

2.2.1 Metabolitos secundarios contra bacterias patégenas

En el mundo, el uso de productos de origen natural ha tomado un papel muy
importante en el campo del cuidado de la salud. Las plantas medicinales proveen de
compuestos quimicos que pueden ser usados contra infecciones bacterias en

sustitucion de los tratamientos tradicionales, de este modo son consideradas desde
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hace tiempo, un reservorio muy valioso de moléculas que presentan una accion
fisiolégica importante en el cuerpo humano. De tal modo, la fitoquimica se ha vuelto
una herramienta importante en el ambito de la salud en muchos paises. Esto ha
llevado a la alternativa de la produccibn de medicamentos apartir de plantas
medicinales; este camino se estd llevando a cabo porque recientemente los
tratamientos contra infecciones estan perdiendo su efecto cada vez mas rapido,
debido al incremento de la resistencia a los antibiticos por parte de los patégenos,
de los cuales algunos mediacamentos pueden llegar a causar efectos adversos a los
pacientes. En cambio con el uso de los compuestos de plantas medicinales se
pueden producir compuestos poco o no toxicos, capaces de combatir patégenos.
También es necesario realizar estudios de, andlisis fitoquimico, el aislamiento,
caracterizacion, identificacion y demas estudios de los compuestos obtenidos de

plantas medicinales (Akinpelu et al., 2014; Alli y Mangamoori, 2016).

2.2.2 Obtencion de metabolitos secundarios de material vegetal

Las plantas tienen un papel importante en la vida del hombre ya que las ha utiliz para
cubrir sus necesidades mas basicas. El uso de las plantas como tal es un hecho que
existe desde muchos anos atras de la especie humana (Celis et al.,, 2008). Los
productos naturales de origen vegetal, son la principal fuente de componentes
terapéuticos del hombre durante muchos afos, siendo asi una costumbre arraigada
el uso de estos en las culturas. En las ultimas dos décadasse han incrementado los
estudios de los productos naturales por poseer una gran diversidad quimica vy
bioldgica, siendo una gran fuente renovable para el desarrollo de compuestos

moleculares de interés terapéutico. Alrededor del 50% de los productos naturales son
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usados en drogas de uso clinico en paises en desarrollo (Ortiz, 2006). Estos
compuestos bioactivos provenientes de plantas pueden ser obtenidos de las partes
aéreas, como hojas, ramas, frutosy pulpa, asi coomo de raices y troncos. Algunos
métodos que se realizan para la obtencién de los compuestos bioactivos puede ser
desde extraccidn con agua, infusion, destilacion por arrastre de vapor de agua y
decoccidn; extraccion con solventes organicos (maceracion, lixiviacion o

percolacion), extraccion Soxhlet, digestién y por fluido supercritico (Gonzéalez, 2004).

Otro método que se esta utilizando con mayor frecuencia, es el método de extraccion
por ultrasonido. Esta técnica permite la liberacion de las sustancias que se
encuentras en las células de material vegetal (hojas, fruto, etc.). EI modo en que
actuan las ondas ultrasénicas producidas es un fenémeno llamado cavitacién, el cual
permite la liberacién de los compuestos contenidos en el material solido, ademas de
crear una deformacion en este permitiendo la aparicion de canales que permitan una
mejor difusion de sustancias y liberacion en un medio liquido (Soria y Villamiel,
2010). Este proceso aumenta la eficiencia del método de secado y conlleva una

reduccion en los costos de produccion (Rodriguez et al., 2009).

2.3 Caracterizacion de compuestos fendlicos por medio de Cromatografia

Liquida de alto rendimiento (UPLC)

En el estudio de las sustancias que se encuentran en los distintos 6rganos de las
plantas, los investigadores han recurrido a nuevas técnicas para identificarlas, como
por ejemplo, el empleo de la cromatografia liquida de ultra resolucion adaptada a

espectrometria de masas y tiempo de vuelo cuadripolar (Q-TOF) (Qiu et al., 2012;
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Lépez et al., 2014; Talhaoui et al., 2014). Estas técnicas en conjunto, permite la
obtencién de una mayor separacién y una eficiente determinacion de los fragmentos
gue se obtengan de las muestras, lo cual facilita un mejor analisis en la estructura de
los compuestos con una medicidn de masas mas precisa. Estas fragmentaciones
que presentan los compuesto polifendlicos, son utilizados como referencia de
compuestos desconocidos, aun sin usar compuestos de referencia (Gonzales et al.,

2015).

2.4 Resistencia bacteriana

La resistencia a antibidticos es reconocida como un problema importante de salud
publica, que es causado por la mayor parte de los patdégenos bacterianos mas
importantes y se expande a todo tipo de escenarios nosocomiales, afectando
también en la poblacién general (Rossolini et al., 2008; EARSS, 2008). El desarrollo
de antibiéticos en nuestra era, ha llevado consigo una extrema dependencia a estos
compuestos, con lo cual si no contamos con ellos, las personas que presentan
defensas bajas, pacientes de cuidados intensivos y nifios recién nacidos, moririan a
causa de infecciones. Debido a esta produccion a escala industrial de antibiéticos ha
generado el surgimiento de una “contaminacion global de antibiéticos”,como parte de

un problema mundial (Baquero y Turrientes, 2013).

Los efectos que se estdn presentando debido a esta produccion desmedida, son en
el sentido ecoldgico lo que conlleva la eliminacién en bacterias de cepas silvestres
por otras mas agresivas. Estas sustancias sintéticas van causando modificaciones en

los componentes génicos de los microorganismos ejerciendo procesos selectivos
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forzados e incitando a una variacién mas constante de las poblaciones bacterianas,
por ejemplo, mutacion, recombinacion, transposicidon, modulacién, transferencia de

genes (Galan et al., 2013).

Lo anterior es uno de los retos principales en tratamientos terapéuticos, en particular
la resistencia multiple a farmacos en bacterias Gram-positivas; esta creciente
resistencia pone en evidencia que los tratamientos que una vez fueron eficaces y de
un costo bajo contra este tipo de patégenos son cuestionados, dentro de estos
tratamientos estan la penicilinas y los macrolidos para su uso en infeccién de

neumococos y la oxacilina contra casos de Staphylococcus (Cornaglia, 2009).

2.5 Staphylococcus aureus

S. aureus es un microorganismo que puede pasar de un estado inocuo a una
bacteria patdégena. Su hdbitat principal es las fosas nasales posteriores, de igual
forma coloniza otras superficies del cuerpo humano como: la piel, tracto
gastrointestinal, ingle, etc. Esta forma de colonizar, le permite a la bacteria cuando
hay una baja en el sistema de defensa del cuerpo o surge una herida en la superficie
cutanea, invadir el tejido afectado; esto ademas, promueve la transmisién de cepas
patégenas en pacientes internados en clinicas y la comunidad en general (Cervantes

etal., 2015).

2.5.1 S. aureus resistente a meticilina (MRSA)

S. aureus es la especie mas patdgena y virulenta para el humano y animales. Una
variante patégena de S. aureus es MRSA, la cual en las Ultimas décadas ha llamado
la atencion de instituciones de salud por ser el principal microorganismo causante de
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infecciones en el mundo, que producen afecciones de diferentes severidades. Asi
mismo, un gran numero de microorganismos del tipo MRSA, tienen la capacidad de
resistir todas las penicilinas que hay en la actualidad, al igual que con otros
antibiéticos de la familia de los B-lactamicos. La capacidad que posee la bacteria
para obtener la resistencia a los antibidticos se debe a distintos mecanismos vy
ademas, a otros determinantes de virulencia que le beneficia a su emergencia en
ambientes hospitalarios y en la comunidad general. Aunado a esto, la selectividad
por antibidtico, le ha permitido el desarrollo de cepas con caracteristicas muy
notables entres los aislados en hospitales y los encontrados en la comunidad
(Cervantes et al.,, 2014 a, b, c; Cervantes et al., 2015). De la poblaciéon general,
aproximadamente el 1,5% son asintomaticos portadores nasales de MRSA, la
prevalencia entre los trabajadores de la salud es de aproximadamente 3 veces mayor

(4,6%) (Chambers y De Leo, 2009; CDC, 2014).

MRSA posee elementos en su genoma bacteriano que le permiten inhibir los
mecanismos de accién de los antibibticos (principalmente penicilinas), este es el
caso del gen mecA; es un elemento mdvil genético, que le permite a las cepas
resistentes tanto de comunidad como hospitalarias, la resistencia a multiples
antibiéticos y que se encuentra en un cassette cromosomal (SCCmec). La proteina
de unién a la penicilina (PBP2a), esta codificada en este gen, la cual impide la unién
del anillo B-lactdmico de los farmacos, que tienen como funcién la inhibicién de la
sintesis de la pared celular de la bacteria (Figura 2). Otro elemento en la

patogénesis de MRSA, es la existencia de la exotoxina Leucocidina Panton Valentine
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(PVL). Esta actua hiriendo leucocitos y posiblemente tejidos (Cervantes et al.,

2014a).
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Figura 2. Diferencia entre cassette cromosomicos de S. aureus. a) Cassette
cromosomico de S.aureus asociado a hospitales. b) Cassette cromosomico de
S.aureus asociado a comunidad (Referencia: Chambers y De Leo, 2009).

Las cepas asociadas a comunidad causan cuadros de infeccion en piel y tejidos
blandos como la celulitis, forunculitis y abscesos, se dan principalmente en cuello y
cabeza como una linfadenitis cervical, otitis externa o mastoiditis aguda, infecciones
orbitarias y periorbitarias, mientras que las cepas asociadas a hospitales, producen

enfermedades como neumonias y sepsias.

Del mismo modo esta bacteria es de importancia en el area zootécnica, debido que
es también reconocido, como uno de los agentes principales en la mastitis bovina
(inflamaciéon de las ubres). Esta condicion afecta principalmente animales
productores de leche para su uso comercial (bovinos, caprinos), afectando la calidad
de este producto y la condicién de vida del animal, trayendo como consecuencia

pérdidas monetarias altas para las industrias que utilizan la leche como materia
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prima. Ademas, una vez que el tejido de la glandula mamaria se dané debido a la
respuesta inflamatoria a la infeccién, el nivel de produccién no podra ser recuperado

(Moellering, 2006; Growitz, 2008; Akers y Nickerson, 2011; Benjamin, 2016).

Para poder realizar todos estos mecanismos de infeccion y demas factores de
virulencia, esta bacteria posee un sistema de comunicacion complejo, que le permite
determinar el momento adecuado en el cual invadir los tejidos del hospedero en el
cual reside. Esto sucede a través de una senalizacién de célula-célula, con la cual

regulan la densidad poblacional y es conocido como Quorum sensing (QS).

El sistema de QS en S. aureus, es el mecanismo principal de la bacteria para causar
una infeccion exitosa, controlando sus factores de virulencia y demas procesos
celulares. Este es controlado por un operédn llamado agr, el cual esta encargado de la
regulacion en la expresion de los factores de virulencia de la bacteria, asi como con
la sintesis de toxinas y la baja de expresion de proteinas asociadas a la adhesién en
la fase de crecimiento estacionaria de la poblacién. La regulacion de este sistema, es
por medio de un péptido auto-inductor (AIP) que produce la misma bacteria, el cual
es reconocido en cierta densidad bacteriana. Este péptido se une a la membrana,
donde es reconocido y procesado por una quinasa de histidina (AgrC) activando una
proteina reguladora llamada AgrA, que se inserta en el parte promotora del operon

agr (P1 y P2) iniciando la transcripcion de este (Figura 3) (Cervantes et al., 2015).
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Figura 3. Representacion esquematica del sistema bifasico (operon agr) de
S. aureus. Basado de Rodriguez y Pascual, 2008.

2.6 Microarreglos

La tecnologia de los Microarreglos utiliza las propiedades de hibridacion y de
fluorescencia de los acidos nucleicos utilizando moléculas unidas a una superficie
sélida para complementarlos, estas moléculas llamadas sondas se utilizan para
medir la cantidad de transcritos de acido nucleico especificas de interés que estan
presentes en una muestra (Huber et al., 2005). De tal forma, en el sitio donde se
logré la hibridizacién habra fluorescencia y esta intensidad sera correspondiente al
nivel de expresion del gen o genes en estudio. Una parte indispensable es que cada
uno de los genes que esté debidamente identificado, por medio de bases de datos
publicas (KEGG, Genbank, Aureowiki) o por experimentos de prueba y error

(Barrero, 2005).
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Figura 4. Analisis de microarreglos de cDNA de fluorescencia de doble color. Basado
de White y Salamonsen, 2005; Barrero, 2005.

Los clones de interés (sondas) se amplifican mediante PCR e imprimen sobre
laminas de vidrio tratadas usando una impresora roboética. Las muestras de RNA total
extraidas de las células / tejidos tratados (testigo) y de control se transcriben
inversamente y se etiquetan con Cy3 (verde) o Cy5 (rojo). Las muestras se combinan
y se hibridan competitivamente al microarreglo bajo condiciones rigurosas. Después
del lavado para eliminar el blanco no hibridado, se aplica la excitaciéon con laser y se
miden las emisiones en cada canal de color. El software especializado se utiliza para
fijar nombres de genes, valores de intensidad de fluorescencia e indices de

intensidad a cada punto, que luego se exportan para un analisis estadistico
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avanzado para identificar genes expresados diferencialmente (Figura 4) (White y

Salamonsen, 2005).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Recolecta de material vegetal

La recolecta de material vegetal de aguacate raza Mexicana requerido para la
obtencién de polifenoles, fue realizada en el sur del Estado de Nuevo Ledn, en el
Municipio de Aramberri (Latitud: 24.11463 | Longitud: -99.81622) (Figura 5). Las
muestras de hojas de cinco cultivares distintos de aguacate mexicano, fueron
tomadas de una huerta familiar perteneciente al agricultor Baldemar Villanueva, la
cual esta ubicada cerca de la cabecera del municipio antes mencionado. Esta zona,
es el posible centro de origen de la variedad de raza Mexicana (P. americana var.

drymifolia) (Sanchez, 1999).
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Figura 5. Mapa indicando la zona en la cual fue realizada la recoleccién de material
vegetal para la realizacion de los ensayos en la investigacién presente (Latitud:
24.11463 | Longitud: -99.81622).
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Los cinco tipos de cultivares de aguacate que fueron empleados son: Platano,
Cuerno, Platano Temprano, Criollo Baldemar y Maria Elena. De estos arboles, fueron
tomadas las hojas mas alejadas con respecto al tronco,siendo depositadas en bolsas
de pléstico con cierre hermético, identificando cada unos de los cultivares y la fecha
en la cual fue realizada la recolecta. Posteriormente, para evitar la descomposicion
de los polifenoles contenidos en las muestras, fueron colocadas en hieleras con
bolsas de gel refrigerante.Ya resguardas las muestras, pasaron a una congelacion de

-20°C durante un mes hasta su procesamiento en el laboratorio.

3.1.1 Extraccion de polifenoles

La metodologia utilizada para la extraccion de los polifenoles de las hojas de

aguacate mexicano es la siguiente:

Las hojas fueron colocadas en charolas de aluminio previamente desinfectadas con
etanol al 70%. Posterior a esto, en una estufa con flujo continuo de aire, fueron
secadas durante 24h a una temperatura de 45°C. Una vez transcurrido el secado, el
material vegetal fue triturado, empleando una licuadora convencional hasta lograr
tener un tamario de particula con el cual resulta una superficie de contacto mayor. Se
agreg6 un gramo de muestra y 20 mL de agua destilada estéril en tubos Corning®
tipo Falcon de 50 mL (20 tubos por cultivar). Posterior a esto, los tubos fueron
colocados en un bafo de sonicacién, durante una hora a temperatura ambiente
(27°C) (Figura 6). Terminado el tiempo de sonicacion, el contenido fue filtrado con un
papel Whatman del nimero 1 para eliminar las particulas grandes de la solucién y

depositando esta en recipientes de plastico protegidos de la luz (Figura 7).
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Figura 6. Muestra colocada en bafo sénico Figura 7. Filtracion de la solucion acuosa,
para la liberacién de los polifenoles de las para la eliminacion de las particulas de
células vegetales. material vegetal.

3.1.2 Purificacién de polifenoles

Para la obtencion de los polifenoles totales, fue empleada una columna de Amberlita
como fase inmévil (tipo XAD-16) de grado alimenticio y etanol 96% como fase movil,
para liberar los polifenoles de la fase inmovil (Figura 8). El extracto resultante fue

colocado en recipientes de plastico y cubiertos de la luz, para evitar la degradacion

de los compuestos (Figura 9).

Figura 8. Purificacién de los polifenoles de Figura 9. Recuperacion de los polifenoles de
las hojas de aguacate en columna de resina hojas de aguacate en recipiente.
(XAD-16).
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3.2 Preparacion de extractos etandlicos para ensayos

Para eliminar el solvente del extracto etandlico, fue empleado un rotavapor marca
Heidolph. En un matraz bola acoplado a este, que estuvo en estufa de flujo continuo
a temperatura constante durante 24 horas y después pesado, fue depositado el
extracto etandlico, estuvo en una rotacién constante a 50 rpm en un bafo Maria a
una temperatura de 75°C (Figura 10) hasta la eliminacién completa del solvente (una
hora). Ya eliminado el solvente, y los polifenoles quedaron adheridos a las paredes
del matraz, fue pesado en una balanza para obtener la diferencia antes y después de
haber agregado los compuestos purificados; para la obtencion de una solucion
madre de 3000 ppm, se agregaron 10 mL de etanol al 70% por cada 30 mg de

polifenoles recuperados (Figura 11).

Figura 10. Eliminacion del solvente Figura 11. Extractos etandlicos de hojas de
mediante rotavapor, para la obtencion de los aguacate mexicano.
polifenoles.
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3.3 Material biolégico bacteriano

Fue empleada una cepa ATCC Rosenbach de S. aureus resistente a meticilina y
resistencia media a vancomicina MRSA cepa p3 (Staphylococcus aureus subsp.

aureus ATCC®700698™).

Ademas, también fueron empleadas tres cepas de MRSA: aislado de comunidad

BA1552; ATCC 35592 asociado a hospital; CCIV cepa silvestre con resistencia.

3.4 Ensayos microbioldgicos

3.4.1 Antibiograma Kirby-Bauer

Para determinar la sensibilidad de MRSA cepa p3, fue utilizado el antibiograma de
Kirby-Bauer, empleado por De Bellis (2013) con modificaciones para los cinco

extractos etandlicos, correspondientes a cada cultivar.

En los ensayos de antibiograma con los polifenoles de las hojas de aguacate, fue
empleado agar Muller Hinton, sensi-discos y placas Petri. Las cepas fueron
inoculadas un dia anterior a la prueba. Una vez obtenido el cultivo bacteriano, se
tomaron de dos a tres colonias con un hisopo estéril quefueron sumergido en tubos
con solucién salina al 0.9% para descargar los microorganismos, ajustando la
turbidez a 0.5 Mc Farland con solucién salina, utilizando como referencia una
solucién de BaCl,. Nota: Este in6culo no puede utilizarse por mas de 15 minutos,
debido a que la turbidez cambiara su valor por el crecimiento de la densidad
poblacional bacteriana. Tomando otro hisopo, en una placa Petri con agar Muller
Hinton, fue inoculada la bacteria en tres direcciones distintas girando la placa (Figura

12). Una vez realizado la inoculacién en las placas Petri requeridas, los sensi-discos
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con los polifenoles de los cinco cultivares de aguacate, fueron colocados las placas
por separado y en tres concentraciones distintas (0.01 mg/mL, 0.015 mg/mL, 0.02
mg/mL) se realizaron cinco réplicas por sensi-disco de cada concentracion y tres
repeticiones, se utilizo como control etanol al 70% (Figura 13). Las placas Petri

fueron incubadas por 24 horas a 37°C.

Control
(etanol 70%)

Sensidiscos con
polifenoles

Figura 12. Método de inoculacion de la Figura 13. Distribucién de los sensi—discos con
bacteria sobre las placas Petri con agar polifenoles en las placas Petri con la bacteria
Muller-Hinton. inoculada 24 horas después.

3.4.2 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), se siguié la

metodologia utilizada por De Bellis (2013) con modificaciones.

En el ensayo, fueron requeridos tubos de ensaye 13x100 mL, los cuales contenian
caldo soja tripticasa cada uno, ademas fueron afadidos los polifenoles pufiricados de
aguacate en distintas concentraciones (50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 300 pug/mL,
400 pg/mL, 500 pg/mL) convolumen final de un mililitro, por triplicado cada
concentracion, usando como control un tubo con caldo sin inéculo, un tubo con

etanol al 70% y u tubo solamente con caldo. Ademas, en otro tubo, solamente con
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caldo se anadieron los polifenoles como control de esterilidad. Para la preparacién
del inoculo fue empleada la misma metodologia anterior. Fueron depositados 100 pL
de indculo de bacteria, en cada unos de los tubos con polifenoles purificados y
controles. Estos estuvieron en incubacién a 37°C durante 24 horas. Para la lectura
del resultado, fueron observadas las concentraciones que presentaron turbidez y las
que no. El rango de concentracion entre el primer tubo que presente turbidez y el
tubo que no presente crecimiento bacteriano, es el rango de la CMI para el extracto

ensayado (Figura 14).

3.4.3 Determinacion de la Concentracién Minima Bactericida (CMB)

Para este ensayo, fueron tomaron 10 yL de inoculo del primer tubo que presentd
crecimiento bacteriano (turbidez) de las concentraciones de polifenoles utilizados y
el tubo de la concentracién que no presentd crecimiento bacteriano, los cuales se
depositaron en placas Petri, despues fue vertido agar Muller-Hinton, esto
realizandolo por triplicado. Las placas estuvieron incubadas a 37°C por 24 horas.
Para la lectura de este ensayo, la placa inoculada que no presente crecimiento
bacteriano de determinada concentracion se consider6 el CMB de lo polifenoles

ensayados (Figura 14).

Nota: El cultivar que exhibi6 mayor actividad antimicrobiana de los ensayos
anteriores, fue empleado para la caracterizacion de cromatografia liquida y el ensayo

con microarreglos.

43



\/ \/ \/

0 pgimL 1 pg/mL 2 ugimL 4 pg/mL 8 pg/mL
CIm CBM

|

Figura 14. Esquema de lectura para la determinacion del CMI y el CMB de los polifenoles
de hojas de aguacate mexicano (Referencia: Fica, 2005).

3.4.4 Ensayo de sensibilidad a los antibiéticos p-lactamicos de MRSA
cepa p3 por medio de los polifenoles de hojas de aguacate

mexicano

Fue empleado el antibiograma de Kirby-Bauer por De Bellis (2013) con
modificaciones, para la comprobacion del efecto de los polifenoles sobre la

resistencia de antibiéticos de MRSA cepa u3.

En el ensayo de antibiograma con los polifenoles purificados de las hojas de
aguacate, fue empleado agar Muller Hinton, sensi-discos y placas Petri. Un dia
anterior a la prueba inoculamos la cepa, para obtener el cultivo bacteriano, tomando
dos a tres colonias con un hisopo estéril, fueron sumergidos en tubos con solucién
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salina al 0.9% para descargar los microorganismos, ajustando la turbidez a 0.5 Mc
Farland con solucion salina, utilizando como referencia una solucion de BaCl,. Este
in6culo no puede utilizarse por mas de 15 minutos. Tomando otro hisopo, en una
placa Petri con agar Muller Hinton, fue inoculada la bacteria en tres direcciones
distintas girando la placa (Figura 12). Una vez realizado la inoculacion en las placas
Petri requeridas, fueron colocados cuatro sensi-discos, los cuales uno contenia
solamente polifenoles de la variedad Maria Elena, otro dicloxacilina (5 pg/mL), en
otro Gentamicina (3 pg/mL) como control positivo y el ultimo la combinacién de
dicloxacilina y los polifenoles de la variedad mencionada. Fueron realizadas tres
replicas con cinco repeticiones. Las placas Petri estuvieron incubadas por 24 horas a
37°C. La concentracion que utilizamos en este ensayo fue el CMI, obtenido del

experimento anterior.

3.5 Preparacion del material genético para el analisis de microarreglos
3.5.1 Induccion de la cepa MRSA cepa u3 con los polifenoles de hojas

de aguacate

Fueron realizados dos ensayos inoculando MRSA cepa u3 en dos matraces
Erlenmeyer con 50 mL de caldo soja tripticasa. Estuvieron en incubaciéon durante
cinco dias a 37°C en agitacion constante. Después de este lapso, en uno fue
agregado los polifenoles de hojas de aguacate mexicano a una concentracion final
de 0.16 mg/mL y en el otro fue agregado un mililitro de etanol al 70% como control.
Ya agregados los polifenoles y el etanol, nuevamente fueron puestos a incubacion
los matraces inoculados por el lapso de una hora. Terminado el tiempo requerido, el
contenido de los matraces fue depositado en tubos Corning® de 50 mL y se
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centifugaron a 1000 rpm para precipitar la masa bacteriana ademas de retirar el

caldo sobrenadante.

3.5.2 Obtencion y preparacion del RNA total de la cepa control e

inducida por los polifenoles

El RNA total fue extraido utilizando el siguiente protocolo de un kit comercial

FastRNA®Pro Green Kit.

1. El precipitado bacteriano del ensayo anterior, se deposité en un tubo con tapa
verde que contiene la matriz D de lisado, proveniente del kit y porsteriormente
en fue afiadido 1 mL de solucién de RNApro™

2. Este tubo de tapa verde se proces6 en un instrumento FastPrep® por 40
segundos en el nivel de 6.0.

3. Posteriormente fue centrifugado el tubo a 10,000 rpm durante cinco minutos a
4°C.

4. El liquido sobrenadante fue transferido a un microtubo de centrifugacion
nuevo. Con precaucidon de no transferir el pellet y la matiz de lisado.
Inmediatamente lo transferido estuvo incubacién durante cinco minutos a
temperatura ambiente.

5. El liquido depositado en el tubo nuevo, se anadieron 300 uL de cloroformo y
aplicado vortex durante 10 segundos, luego incubado cinco minutos a
temperatura ambiente.

6. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo de microcentrifugacion.
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7. Fueron afnadidos 500 uL de etanol absoluto enfriado previamente a -10°C al
sobrenandante resultate del clotoformo y mezclado por inversion 5X vy
colocado a -20°C durante 30 minutos.

8. Pasado es tiempo requerido, el tubo fue centrifugado a 10,000 rpm durante 15
minutos a 4°C y removido el sobrenadante (etanol).

9. Una vez removido el etanol, fue secado a temperatura ambiente (no
completamente) y resuspendié el RNA in 100 uL de DEPC-H.0.

10. La concentracion de RNA se determininé mediante un NanoDrop™ 2000C de

Thermo Scientific Posteriormente fue resguardado a -70°C.

Una vez obtenido el RNA total de la bacteria. Fue agregado una solucién de acetato
de sodio 1 M a un pH de 4.5 y etanol al 95% frio, posteriormente se centrifugaron las
muestras a 10,000 rpm durante cinco minutos para concentrar el RNA en el fondo.
Los tubos fueron sellados y empacados para ser enviados junto con el microarreglo

especifico para MRSA cepa 3.

3.5.3 Analisis de Microarreglos

La hibridacién y la lectura del microarreglo fueron llevadas a cabo en la Unidad de

Microarreglos de ADN (Instituto de Fisiologia Celular, UNAM).

3.5.4 Preparacion de la sonda y la hibridacion de microarreglos

El RNA total (4 -10 ug) fue utilizado para la sintesis de cDNA que incorpora dUTP-
Alexab55 o dUTP-Alexa647 usando el kit de marcaje de First-Strand cDNA
(Invitrogen). La incorporacion del fluoréforo fue analizada a una longitud de onda de

555 nm para Alexa555 y 650 nm para Alexa647. Las cantidades iguales de cDNA
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marcado fueron hibridadas con una solucién HyblT2 (Tele-Chem International Inc.).
Los microarreglos fueron incubados durante 14 horas a 42 ° C, y después se lavaron

tres veces con 1X SCC, 0,05% SDS a temperatura ambiente (Aguirre et al., 2013).

Nota: Esta etapa fue realizada en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

3.5.5 Adquisicion y analisis de imagenes de matriz de datos

La adquisicion y cuantificacion del conjunto de imagenes fue analizado en
ScanArray 4000 con su correspondiente software de ScanArray 4000 del biochips
Packard. Todas las imagenes fueron capturadas utilizando el aumento de 65% PMT,
de 70 a 75% de la potencia del laser y 10 micras de resolucion en velocidad de
barrido de 50%. Para cada punto, la densidad y Alexa555 Alexa647 valor medio y el
fondo valor medio se calcularon con el software ArrayPro Analizador de Media

Cibernetics (Aguirre et al., 2013).

3.5.6 Analisis de datos del microarreglo

El chip de MRSA cepa u3, fue hibridado con la muestra control marcado con

Alexa555 contra la muestra inducida con los polifenoles, marcado con Alexa647.

3.6 Ensayo para la comprobacion de la expresion de agrA mediante qPCR

Para la medicién de la expresién de agrA, fue empleado el protocolo de la seccidon
3.5.1. Se ensayaron las cuatro cepas de MRSA (cepa u3, BA1552, CCIV-4 y ATCC
35592), donde la expresion génica de estas bacterias fue medidad mediante PCR de

tiempo real, expresando el resultado como “cantidad relativa de RNA”.
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Para la sintesis de cDNA, fue empleado el kit GoScript™ Reverse Transcription

System de Promega (Madison, USA) siguiendo el protocolo a continuacion.

1. Fueron empleados 2 ug de RNA. En un tubo de microcentrifuga libre de
RNasa estéril, fue depositado 0,5 pg del iniciador por microgramo de la
muestra de RNAm en un volumen total de < 15 pL en agua. El tubo se calent6
a 70°C durante cinco minutos. Este rapidamente pas6 a colocarse sobre hielo
(evita la formacion de estructuras secundarias).

2. Los siguientes componentes fueron anadidos al primer/plantilla en el orden

siguiente:

M-MLYV 5X Reaction Buffer 5 ul
dATP, 10mM 1.25 pl
dCTP, 10mM 1.25 pl
dGTP, 10mM 1.25 l
dTTP, 10mM 1.25 pl
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 25 unidades/ 1 yl
M-MLV RT 200 unidades/ 1l
Nuclease-Free Water to final volume 25 pl

3. Posteriormente fue mezclado suavemente haciendo pasar el tubo e incubar
durante 60 minutos a 37° C para los random primers. La temperatura de
extension puede ser optimizada entre 37 y 42 ° C.

4. Una vez obtenido el cDNA, pasoé a ser cuantificado en un NanoDrop™ 2000C

de Thermo Scientific para conocer la concentracion obtenida e iniciar el
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protocolo para la utilizacién del termociclador Exicycler™ Quantitative Real-
Time PCR System de Probiotek, para la observacién de la expresién génica

de agrA.

3.6.1 Preparacion del cDNA para qPCR con Syber Green

El siguiente protocolo se utilizd para el analisis de la expresion de agrA utilizando los
primers del Cuadro 1. Las condiciones para amplificacion estan contenidas en el

Cuadro 2.

1. Se preparé una solucidn coctel con los siguientes componentes, para cada
reaccion se requieren 25 uL a temperatura ambiente.

2. Todos los componentes fueron mezclados a excepcién del cDNA.

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x) 12.5 uL
Forward Primer 1uL
Reverse Primer 1uL
Plantilla de DNA <500 ng
Agua, libre de nucleasas a25uL

Volumen total 25 puL
3. El coctel se depositdé de manera individual en tubos de PCR evitando la
formacién de burbujas de aire.
4. Posteriormente, la cantidad de DNA requerido para la reaccion fue depositada
individualmente en los tubos que contenian el master mix de PCR.

5. Fueron mezclados y depositados en tubos de PCR.
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6. Finalmente el termociclador fue programado de acuerdo a las condiciones

necesarias para la reaccién e iniciar el protocolo.

Cuadro 1. Secuencia de los primers requeridos para la medicién de la expresion de agrA
y un gen “housekeeping” o constitutivo (16s) para gPCR.

agrA reverse agrA forward
ATG GGC AAT GAG TCT GTG AG AAA GTT GCA GCG ATGGATTT
16S reverse 16S forward
CGT TTA CGG CGT GGA CTA CGT GGA GGG TCATTG GA

El programa térmico utilizado fue el siguiente:

Cuadro 2. Protocolo de las condiciones requeridas para la amplificacién del gen agrA de
MRSA

Paso Funcion Temperatura Tiempo Repetir
(hh:mm:ss)

1 Incubar 95.00 0:2:0 0
2 Incubar 95.00 0:0:3 0
3 Incubar 60.00 0:0:10 0
4 Incubar 72.00 0:0:30 0
5 Escanear 0
6 Ira Paso 1 40
7 Punto de fusion 55°C to 94°C,cada 1 Sec.

1.0°C
8 Final

Para conocer la cantidad relativa de RNA fue utilizada la siguiente férmula:

C. relativa RNA = (Ct gen muestra/ Ct gen control)™
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3.7Ensayos fitoquimicos

Lo polifenoles totales, fueron caracterizados utilizando reacciones de color de

acuerdo los siguientes protocolos:

3.7.1 Capacidad captadora de DPPH

De una solucion de 60 pM de radical DPPH" fueron tomados 2.9 mL y afnadidos a
100 yL de extracto. A continuacién, en un tiempo de 30 minutos estuvieron colocadas
las muestras en un lugar oscuro. Después, la absorbancia (Abs) fue tomada a 517nm
(Martinez et al.,, 2011). La capacidad de eliminacién de radicales del extracto fue
calculada con la siguiente ecuacion, expresandose como porcentaje de inhibicion

DPPH':

Inhibicion (%) = (Abs control — Abs muestra) / Abs control *100

3.7.2 Deteccion de Taninos condensados

Una alicuota de 0.65 mL de una solucion recién preparada de vainillina (1 g/100 mL)
en acido sulfurico al 25 % fue depositada a 0.25 mL de muestra (0.01 g/mL). Esta
mezcla estuvo en incubacién a 30 °C durante 15 minutos. La absorbancia fue medida

a 500nm (Hagerman y Butler, 1989).

3.7.3 Flavonoides totales

Fueron adicionados 150 pL NaNO: al 5% a 150 pL de muestra. Después,
depositados 150 yL de AIClz al 10% y por ultimo, depositado un mililitro de NaOH 1M.

La Absorbancia fue medida a 510 nm inmediatamente (Martinez et al., 2011).

52



3.7.4 Actividad inhibidora del catiéon radical del acido 2,2’azinobis-(3

etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS)

En 50 yL de muestra, fueron depositados 950 uL de solucion de ABTS. Una vez
homogenizada y reaccion6 durante un minuto. Pasado este tiempo, fue medida la

absorbancia a 732 nm (Martinez et al., 2011).

3.7.5 Deteccion de Saponinas

A una solucion de metanol y agua (9:1), fue afadida una muestra de extracto en una
concentracion de 1 mg/mL, agitandola durante 30 segundos. El resultado es obtenido

del Cuadro 3 de Galindo et al. (1989).

Cuadro 3. Clasificacién en dependencia de la altura de la espuma para las saponinas.

Altura (mm) Clasificacién
5 Prueba negativa
5-9 Contenido bajo
10-14 Contenido moderado
>15 Contenido alto

3.7.6 Caracterizacion fitoquimica de los polifenoles totales del cultivar

Maria Elena mediante UPLC-Q-TOF-MSE

Los polifenoles de las hojas de aguacate, fueron resuspendidos en solucion
utiizando metanol grado UPLC y diluidos hasta obtener una concentracién de

100ppm. Con la siguiente metodologia los compuestos contenidos en la suspension
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fueron caracterizados. Para la separacion fue requerida una columna Waters Acquity
UPLC HSS T3 C18 (2.1 x 100 mm, 1.8 um) utilizando un sistema Waters Acquity
UPLC (Waters Corp., Milford, MA, EE.UU.), funcionando a un caudal de 0.3 mL / min
A lo largo del gradiente. La temperatura de la columna era 40 ° C, y el volumen de
inyeccion era de 20 pyL (1 mg / mL). Los eluyentes eran A, 0.1% de acido formico en
agua y B, acetonitrilo. La separacién de polifenoles fue llevado a cabo bajo las
siguientes condiciones: 0-2 min, 5% B; 2-4 min, 7% B; 4 - 5 min, 9% de B; 5 — 6 min,
15% de B; 6-7 min, 25% de B; 7-10 min, 10% de B. Los datos de espectrometria de
masas fueron adquiridos en un espectrometro de masas Xevo G2 Q-TOF (Waters
MS Technologies, Manchester, U.K.) usando ionizacién por electrospray de iones
negativos. El rango de exploracion era de 50 a 1200 m/z. Las condiciones de
ionizaciéon por electro-espray (ESI) incluian una tensién capilar de 2.8 kV para el
modo negativo; Una tensién de cono de 40 V, una guia de iones a 6 V, una
temperatura de fuente de 100°C y una temperatura de gas de desolvatacion de
nitrogeno de 400°C fluyendo a 50 L/h. Para los experimentos MSE fueron
involucradas dos funciones, una realizada en LE (15 eV) y la segunda en rampa HE
(15-35 eV) para inducir la fragmentacién. La caracterizacidon estructural de los
polifenoles fue basada en la masa molecular obtenida, patrén de fragmentacion y

literatura publicada anteriormente.

3.8 Analisis estadistico

Se realizd un andlisis de varianza y una comparacion de medias por el estadistico

Tukey, para los ensayos de antibiograma de los cinco cultivares de aguaca raza
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Mexicana y, para el ensayo de sensibilidad a antibiéticos, Fue empleado InfoStat

version 2015, para los analisis.

Para medir los distintos cambios obtenidos a partir de los resultados del microarreglo,
fue utilizado el estadistico Z, el cual midié la diferencia en unidades de desviacién
estandar de la intensidad de sefal calculado para cada individuo con relacion a la de
sus colindantes. Basicamente se sustrajo el valor de sefal y el valor de fondo, se fijé
al canal donde se encuentra la muestra control y se normalizaron los valores
obtenidos para la muestra experimental (para esta normalizacion se utilizaron
funciones complejas como Loess y/o Lowess). Una vez que los valores fueron
normailizados, emple6 una prueba rasero que identificé aquellos genes que se
alejaron de la normalizacién. El software de GenAriase identifica los genes
expresados diferencialmente mediante el calculo de un puntaje Z dependiente de la

intensidad.

zi = (Ri— mean(R)) / sd(R)

Donde zi es el valor de Z para cada individuo, Ri es el logaritmo de la relacion del
valor de intensidad de sefial obtenido para el experimento entre el valor del control y
ds (R) es la desviacidn estandar del logaritmo de esa relacién. Con esta funcion, para
aquellos genes con el valor de Z mayor a 2 se considera que existe un cambio
estadisticamente significativo entre la condicion experimental y el control (genes con
mayor expresién) y para valores menores que —2 (genes con menor expresion)

(Aguirre et al., 2013).
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4. RESULTADOS

4.1 Extraccion de polifenoles de hojas de aguacate mexicano

El rendimiento de los polifenoles por gramo de materia seca fue de 18 mg + 1.12 mg

de polifenoles totales, lo que equivale al 1.8% de contenido de polifenoles.

4.2 Antibiograma de sensibilidad (Kirby-Bauer) de MRSA cepa p3 frente a

los polifenoles de hojas de los cinco cultivares de aguacate

Para este ensayo fueron empleadas tres concentraciones distintas, de los polifenoles
obtenidos de los distintos cultivares. El cultivar Maria Elena, presenté una actividad
antimicrobiana mas elevada a comparacion de los otros cultivares, formé un halo de

inhibicién con un diametro promedio de 0.993 +/- 0.3 cm.
En la Figura 15, puede apreciarse los diametros de inhibiciéon (cm) que prodeucieron

los polifenoles de hojas de aguacate contra MRSA cepa u3.

Halos de inhibicion de MRSA cepa u3 frente a los polifenoles
de aguacate mexicano

__ 16
£ 14 I
S 12 -
2 1 Concentracion
£ 08 - . I . (mggrglL)
‘s mO.
2 06 -
o I m0.015
£ 04 0.02
g 02 -
©
a 0-

Maria Elena Cuerno C.Baldemar Platano P. temprano

Cultivares

Figura 15. Gréafico de los halos de inhibicién (cm) de MRSA cepa u3 frente a los
polifenoles totales de los exiractos de hojas de aguacate mexicano en tres
concentraciones distintas (0.01 mg/mL, 0.015 mg/mL, 0.02 mg/mL).

56



En el anadlisis de comparacion de medias realizado bajo el estadistico de Tukey, dio
como resultado que la variedad de Maria Elena posee una actividad antimicrobiana
mayor en comparacion a las otras cuatro variedades de aguacate mexicano (Cuadro

4).

Cuadro 4. Analisis estadistico de los halos de inhibicibn de las cinco
variedades, comparacion de medias por Tukey.

Variedad Medias N E.E

Platano 0.49 15 0.05 A
Cuerno 0.57 15 0.05 A

P. Temprano 0.63 15 0.05 A
Criollo 0.63 15 0.05 A
Maria Elena 0.99 15 0.05 B

Variedades con la misma letra, no hay una diferencia significativa. p> 0.01. N: tamario
de la muestra. E.E: error estandar.

4.2.1 Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima

bactericida (CMB)

En la determinacién de la CMI y el CMB, fue utilizada la variedad Maria Elena, por
presentar la mayor inhibicién en el ensayo de antibiograma. Presentando un CMI de
100 p-200 pg/mL y un CMB de 200 ug/mL .En la figura 19 estan las observaciones

obtenidas de estos dos ensayos.

4.2.2 Ensayo a la sensibilidad a antibidticos por induccion de los

polifenoles de aguacate

En la Figura 16, puede observarse el resultado de la exposicion MRSA cepa p3

frente a los distintos tratamientos del ensayo de antibiograma para la sensibilidad a
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los antibiéticos provocado por los polifenoles de aguacate, se presentaron
presentando como diametro de los halos de inhibicion. Puede observarse, que el
tratamiento de dicloxacilina no present6 ningun efecto sobre la bacteria. En el
tratamiento que conlleva usar los polifenoles con el CMI obtenido de los ensayos
anteriores, mostré una inhibicion menor a lo obtenido en el antibiograma de Kirby-
Bauer. Mientras en el tratamiento que combina los polifenoles junto con dicloxacilina,
presenta una inhibicién mayor de MRSA cepa u3 que estas sustancias por separado,
dando como resultado, un didmetro de inhibicion de 0.953 + 0.15 cm. Por medio del
estadistico Tukey que se encuentra en el Cuadro 5, los resultados entre los

tratamientos son estadisticamente distintos.
l”

Figura 16. Imagenes de los resultados de los ensayos del CMI y CMB del cultivar
Maria Elena. A; Comparacién del tubo inoculado con MRSA cepa p3 y polifenoles a
una concentraciéon de 100 pg/mL (izquierdo) y el inéculo inicial (derecho); B.
Comparacion del tubo inoculado con MRSA cepa u3 y polifenoles a 200 pg/mL
(izquierdo) contra el inéculo inicial (derecho). C; Crecimiento de colonias bacterianas,
indculo de tubo con MRSA y polifenoles a 100 pg/mL (A); D. Ausencia de crecimiento
bacteriano del in6culo de MRSA y polifenoles a 200 pug/mL (B).

Crecimiento de colonias

bacterianas

A Y — —

D
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Cuadro 5. Andlisis estadistico de los halos de inhibicion de los tratamientos para la
sensibilidad de antibiéticos. Comparacién de medias por Tukey.

Tratamiento medias n E.E

Extracto 0.5 15 0.02 A

Extr/Dicloxa 0.95 15 0.02 B

Genta 1.5 15 0.02 C
Dicloxacilina 0 15 0.02 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >0.05). Exrt: Extracto;
Dicloxa: Dicloxacilina.

Halos de inhibicién de MRSA cepa u3 expuesto a los distintos

1.80 - tratamientos

1.60 -
1.40 A
1.20 -
1.00 - I
0.80 -
0.60 -
0.40 -
0.20 -
0.00

Ext/Diclo
M Extracto
B Gentamicina

Dicloxacilina

Didmetro de inhibicion (cm)

Tratamientos

Figura 17. Grafico del ensayo de sensibilidad a antibiéticos promovido por la
exposicion de los polifenoles de aguacate (cultivar Maria Elena) en MRSA cepa u3.
Fue utilizado dicloxacilina como antibiotico experimental (B-lactamico). Se empled
como control Gentaminicina. Dicloxacilina dio negativo para la prueba de
sensibilidad, al no presentar halo de inhibicion.

4.3 Analisis de microarreglos

En el Cuadro 6 y Cuadro 7, estan los datos resultantes de la comparacion de la
lectura del microarreglo de MRSA cepa p3, comparandose la condicion experimental
(induccion con polifenoles) versus la condicién control (induccién con etanol 70%).

Los datos que corresponden a los que genes que presentaron una sobre expresién,
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un puntaje z de +2 0 mayor, mientras que los genes sub expresados, presentan un

puntaje z de -2 o menor.

Cuadro 6. Resultado del puntaje z de los genes sobre expresados (<2) de MRSA cepa u3
mediante la comparacion de la condicién control (Cy3) y la condicion experimental (Cy5) y
el Id de identificacién del gen correspondiente.

Cy3 (control) Cy5 Id Symdesc Puntaje Z
(experimental)

94 163 SAHV_1811 yent2 2.543894
111.3 171.3 SAHV_0973 null 2.001756
125.1 187.7 SAHV_0064 null 2.80358
127.9 192.3 SAHV_1125 null 2.68009
133.4 216.9 SAHV_2018 null 2.48236
135.2 234.9 SAHV_1022 null 2.949017
154.9 228.2 SAHV_1292 null 2.011734
160.5 228.4 SAHV_1780 null 2.248035
162.6 227.4 SAHV_1491 null 2.123231
161.3 261.1 SAHV_2296 null 2.088385
147.8 286.8 SAHV_1921 null 2.964744
161.9 262.2 SAHV_0854 null 2.093129
152.2 298.9 SAHV_0847 null 3.329749
146.1 339.3 SAHV_1407 null 3.611826
186.2 276.3 SAHV_0881 null 2.287404
183.1 318.2 SAHV_1321 null 2.862349
192.3 304 SAHV_2552 null 2.315957
200.1 339.2 SAHV_0614 sarA 2.162131
196.9 351.2 SAHV_1304 null 2.543293
208.6 331.9 SAHV_0060 ccrB 2.00001
202.5 365.3 SAHV_1569 hrcA 2.84449
217.2 350.6 SAHV_1268 null 2.417614
210.9 370.4 SAHV_1300 null 2.892848

197 428 SAHV_1391 null 3.604858
239.8 376.8 SAHV_0631 null 2.69264
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249.9
238.1
257.6
233.1
300.8
238.1
308.2
278.2
273.5
331.4
321.6
350.5
318.3
352.3
363
367.7
420.7
367.6
337.7
435.6
382.3
470.3
539.8
748.5
774.2
930.1
1008.9
1219.5
1286.9
1815.5

23161.3

369
393.1
392.3
456.6
419.5
620.7
500.1

565
603.9
522.1
580.3
552.8
623.6
587.1
624.4
650.6
632.5

783
891.1
720.9
889.4
818.6

777

1134.9
1141.3
1785.1
1655.5
1931.6
2381.3
3754.7
37007.1

SAHV 2440
SAHV_ 2473
SAHV_2463
SAHV_0034
SAHV_1608
SAHV 0765
SAHV_1766
SAHV 2123
SAHV_0210
SAHV_ 1264
SAHV_2005
SAHV_0166
SAHV_1568
SAHV 2072
SAHV_1810
SAHV_1054
SAHV_1854
SAHV_1567
SAHV_2671
SAHV_0062
SAHV_0335/
SAHV_0336
SAHV_ 1486
SAHV 2533
SAHV_ 1822
SAHV_ 2540
SAHV 0522
SAHV 0519
SAHV_0521
SAHV_2236
SAHV 0782

null
null
null
bleO
null
clpP
null
dps
null
pnpA
null
aldA
grpE
null
sen
null
null
dnaK
null
null
gloA
null
null
null
null
null
clpC
ctsR
null
null

null

2.212521
3.113731
2.232533
3.311195
2.044173
3.961524
2.035911
3.047659
3.309007
2.374647
2.836067
2.130447
3.407609
2.801193
2.698714
3.27718
2.017001
2.940555
3.691087
2.050452
3.990427
3.017623
2.031106
2.287866
2.291101
3.311455
2.548353
2.395177
2.916026
3.315975
2.356129
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*null: gene sin nombre asignado

Cuadro 7. Resultado del puntaje z de los genes sub expresados (>-2) de MRSA cepa u3
mediante la comparacion de la condicién control (Cy3) y la condicion experimental (Cy5) y
el Id de identificacién del gen correspondiente.

Cy3 (control) Cy5 ID Symdesc Puntaje Z
(experimental)

165.3 128.6 SAHV_1447 null -2.073348
184.2 137.4 SAHV_0958 null -2.289698
194.1 135.6 SAHV_2133 null -2.478025
197.9 138 SAHV_0310 null -2.600175
214 137.5 SAHV_0624 null -2.354342
243 122 SAHV_0201 null -3.58663
218.4 151.2 SAHV_0743 null -2.136528
232 150.8 SAHV_2311 null -2.077183
233.4 151.2 SAHV_0779 null -2.00563
236.1 152.4 SAHV_1164 null -2.107044
272.6 144.7 SAHV_2566 null -2.891764
261 155.1 SAHV_1258 null -2.374425
261.8 157.1 SAHV_2378 narl -2.524287
255.9 169.7 SAHV_2682 null -2.091945
317.6 150.9 SAHV_2449 null -2.833654
290.4 165.4 SAHV_0856 null -2.182144
281.9 173.7 SAHV_2342 null -2.110021
286.6 173.7 SAHV_2169 null -2.605068
258.6 198.7 SAHV_0207 rip -2.141827
328.6 187.6 SAHV_1712 ptaA -2.932967
312.8 202.9 SAHV_2423 null -2.460657
315.3 202.3 SAHV_1986 null -2.518411
3271 220.8 SAHV_1932 null -2.157985
329.6 219.8 SAHV_0343 null -2.224844
364.8 211.6 SAHV_0126 null -2.638494
362 227.4 SAHV_2028 nrgA -2.646907
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359.8
456.5
397.9
393.2
400.4
390.4
396.2
455.1
434.9
449.7
493.2
500.1
486.3
480.4
504.3
504.2
511.8
582.6
567.9
575.6
574.7
581.1
628.9
635.9
621.6
767.3
757.9
808.2
775.9
764.3
1084.6

229.6
212
251.3
256.2
259.3
269.2
272.7
264.6
281
277.4
272.1
287.1
306.6
325.2
331.2
353.8
355.1
350.4
362.8
379.5
380.3
401.4
405.7
402.9
413.3
425.3
469.2
455.8
494.9
562.5
433.4

SAHV 0118
SAHV_2305
SAHV_0073
SAHV_0529
SAHV_ 1431
SAHV_1706
SAHV_2007
SAHV 2428
SAHV_1845
SAHV_0011
SAHV_ 2554
SAHV 2479
SAHV 2166
SAHV_0010
SAHV_2221
SAHV_ 1394
SAHV_1936
SAHV_0361
SAHV_0705
SAHV 2383
SAHV_ 0180
SAHV_2604
SAHV_1692
SAHV 0113
SAHV_0955
SAHV 0223
SAHV 0628
SAHV_1070
SAHV_1259
SAHV_1007
SAHV 2692

null
yocS
kdpC
null
null
tnp
null
null
tnp
null
null
null
asp23
null
rpsN
null
null
null
null
nask
null
null
null
sirB
argH
null
null
null
infB
null

null

-2.600226
-3.938026
-2.565867
-2.359582
-2.415408
-2.11236
-2.12447
-2.464493
-2.036585
-2.614179
-3.880806
-2.415552
-2.064461
-2.044444
-2.083689
-2.00715
-2.0417
-2.612302
-2.330722
-2.243119
-2.35272
-2.100699
-2.046637
-2.326966
-2.09445
-2.753558
-2.368637
-2.91626
-2.533459
-2.016898
-3.894599
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1212.5 488.7 SAHV_2558 null -4.331845

1054.4 679.9 SAHV_1154 null -2.546802
1066.7 672.1 SAHV_2562 null -2.693061
1111.9 665.5 SAHV_2669 null -2.73146
1123.7 710.2 SAHV_0852 null -2.366012
1225.8 816.3 SAHV_0162 capO -2.261754
1224 840.8 SAHV_0240 IctE -2.146612
1362.1 799.8 SAHV_2691 null -2.774595
1396.3 912.2 SAHV_2527 null -2.614082
1364.8 971.6 SAHV_0671 null -2.220543
2034.5 1168 SAHV_2350 null -3.55395
3162.7 1872.9 SAHV_0435 Ipl2 -2.270429
43971 2887.7 SAHV_2303 null -2.238524
8829.7 5535 SAHV_1933 null -2.479052
29522.7 18593.1 SAHV_0577 null -2.454968
51074.3 22744.7 SAHV_1433 null -4.245987

*null: el nombre no pudo ser proporcionado por la base de datos.

Utilizando la base de datos de KEGG y Aureowiki, fueron localizados los nombres de
los genes en base al Id (etiquta de identifiacion) y clasificados en grupos de procesos

celulares con base a la funcién que desarrollan en la bacteria (Figura 21).
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Figura 18. Grafico de los genes afectados por los polifenoles de aguacate mexicano.
Estan clasificados por distintos grupos en base a su actividad en el sistema
bacteriano. (Genes sub expresados puntaje Z -2 color azul; genes sobre expresados
puntaje Z +2, color verde).

4.4 Ensayo para la expresion de agrA por medio de gPCR punto final de

cuatro cepas de MRSA.

En la siguiente imagen (Figura 19) puede observarse una disminucion en la

expresion del gen agrA mediante la induccion de polifenoles de hojas de aguacate en
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la cepa MRSA cepa u3. Asi mismo, fue calculada la cuantificacion relativa de la

cantidad de RNA para la expresién de agrA (Cuadro 8).

agrA
co ntrol\\

///' A
7l

16S \
control 16S
induccidn ggrA »
induccion

Figura 19. Curva de Melting de la expresion de agrA de MRSA cepa u3, de la
muestra control (etanol 70%) y la muestra inducida por el extracto del cultivar Maria
Elena. El gen16S, fue utilizado como “housekeeping”.

Del mismo modo, este ensayo fue utilizado para las otras tres cepas de MRSA y la

cepa u3, obteniendo la cuantificacién relativa de RNA de cada cepa contenida en la

Figura 20.

Cuadro 8. Cuantificacion de la cantidad relativa de RNA, para la expresion del gen agrA en

MRSA cepa p3.

Gen Valor de Ct Cuantificacion relativa Cantidad relativa de RNA
16s inducido 14.72

agrA inducido 25.68 1.74 0.57

16s control 16.04

agrA control 12.24 0.76 1.31
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Cuantificacion relativa de la expresion del gen agrA de
cuatro cepas de MRSA
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Figura 20. Grafico de barras de la expresion del gen agrA de las cuatro cepas de
MRSA expuestos a los polifenoles de aguacate mexicano (cultivar Maria Elena).
Puede observarse, que la expresién de este gen es disminuida probablemente por
los compuestos contenidos en el extracto, en comparacién con el control, donde fue
empleado etanol 70%.

4.5 Deteccion fitoquimica

Los ensayos fitoquimicos que se llevaron a cabo, demuestran (Cuadro 9) que no
existe presencia de taninos o son de una concentracién indetectable en los extractos.
La concentracion de flavonoides fue determinada, a base de la concentracion 3
mg/mL de extracto, correspondié al equivalente de 1633.73 ppm de quercetina, esto
quiere decir que el 54.4% del extracto posiblemente corresponde a este grupo de
moléculas del total del contenido. En el caso de las saponinas, su presencia en los
extractos fue baja. La captacion del radical DPPH y la capacidad antioxidante contra
el radical ABTS (Cuadro 10), dio como resultado un alto poder antioxidante por parte

del extracto del cultivar de Maria Elena.
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Cuadro 9. Fitoquimica de los compuestos presentes en el extracto
del cultivar Maria Elena.

Prueba fitoquimica Cultivar Maria Elena
Flavonoides +++
Saponinas +
Taninos -

Nota: reaccion negativa -, reaccion positiva +, ++, +++.

Cuadro 10. Capacidad de captacion de radical DPPH* y capacidad antioxidante del
radical ABTS* de los compuestos presentes en el extracto del cultivar Maria Elena.

Ensayo fitoquimico Cultivar Maria Elena
Capacidad de Captacion radical DPPH (%) 94.23+0.8
Capacidad antioxidante de radical ABTS 96.29 + 1.5

Nota: La capacidad secuestradora y capacidad antioxidante fue expresada como el
porcentaje de inhibicion de DPPH* y ABTS*. Los valores son el promedio de n=3 £ 1.

4.6 Deteccion de los polifenoles de hojas de aguacate mediante UPLC-

QTOF/MSE

De la suspensién realizada a los polifenoles totales del cultivar Maria Elena, fue
obtenida la siguiente cromatografia (Figura 21) con un total de 12 senales. El tiempo
de retencion de 0.78 minutos sefialado como con el numero 1, corresponde al
compuesto que presenta una mayor concentracion que los demas contenidos en la

muestra.

En el Cuadro 11, pueden observarse las masas experimentales obtenidas por la

ionizacién en modo negativo y su patrén de fragmentacién. A partir de estos datos,
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puede indagarse sobre la identidad de los compuestos que estan contenidos en el

extracto de hojas de aguacate mexicano.

Abundancia

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

01-5ep-2016 1:TOF M5 ES-TIC 2.19eb

A

0

05

1

15 2 25 3 35 4 45

Tiempo de retencn (min)

Figura 21. Cromatograma obtenido mediante una ionizacién en modo negativo ([M-
H]) de los extractos de las hojas de aguacate mexicano cultivar Maria Elena.
Obteniendo 12 senales, que corresponden posiblemente a polifenoles de la familia
de los flavonoides. El primer pico se desprecia, ya que corresponde al tiempo que
tarda la muestra entrar a la columna.

Para obtener un cromatograma, en la cual pueda observarse una buena calidad de

separacion, intervienen varios factores, como los compuestos que seran divididos y

el modo en cual interaccionen con la columna y el disolvente (Hurtado et al., 2011).
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Cuadro 11. Senal MS observada para los 12 compuestos contenidos el extracto de hojas
de aguacate cultivar Maria Elena en polaridad de iones negativos.

Senal T. de retencién (min)  m/z experimental m/z tedrica Fragmentos
1 0.78 211.0914 212.0914 174.9744
2 1.05 375.0949 376.0949 309.1045
174.9745
3 2.30 451.1591 452.1591 174.9748
2.40 427.1299 428.1299 174.9740
2.74 563.1373 564.1373 463.1188
174.9745
3.01 431.1383 432.1383 174.9745
3.45 521.1053 522.1053 433.1561
389.1078
174.9751
4.16 401.0654 402.0654 174.9745
5.11 461.0098 462.0098 447.0360
174.9741
10 5.24 473.0982 474.0982 447.0351
174.9742
11 5.62 473.0979 474.0979 174.9745
12 7.95 493.1548 494.1548 174.9745
116.9577

Hay que considerar los parametros cromatograficos ideales para la separacién de los
compuestos, como lo son: las fases méviles, temperatura, tipo de columna, modos
cromatograficos, etc., de tal modo, podra obtenerse una separacion de calidad y una
mejor resolucion de las sustancias contenidas en la muestra (Naczk y Shahidi, 2006;
Harnly et al., 2007; Henrotin, 2008). Considerando los reportes ya publicados de

compuestos provenientes de otras frutas y plantas, los resultados que obtenidos
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fueron determinados por medio del uso de las fase méviles como agua + acido

férmico (0.1%) y acetonitrilo.

En el Cuadro 12, se observan los compuestos tentativos contenidos de los extractos

hojas de aguacate raza Mexicana. La informacién obtenida de los compuestos, es

proveniente de otros ensayos de Persea americana. Los compuestos 2 y 9 no

pudieron ser identificados por la ausencia de informacién referente a sus masas.

Cuadro 12. Identidad tentativa de las 12 senales MS ([M-H]-), encontradas en los extractos de hojas de
aguacate mexicano (P. americana var. drymifolia) con base a revision de literatura.

Senal Tiempo m/z m/z m/z Identificacién Férmula Referencia
de Experimental Tebrica  Experiment tentativa quimica
retencion [M-H]- al literatura
1 0.78 211.0914 212.0914 211.0823 Perseitol C7H1607 L6pez-Cobo
etal., 2016
2 1.05 375.0949 376.0949 ND* - - -
3 2.30 451.1591 452.1591 451.1244 Catechin-O- C21H24011 Heras et al.,
hexoside 2016
4 2.40 427.1299 428.1299 428.393 Catechin 3-O- C22H2009 NCBI a, 2016
(1-hydroxy-6-
OX0-2-
cyclohexene-
1-carboxylate)
5 2.74 563.1373 564.1373 563.1406 Apigenin-C- C26H28014 Vallverdi-
hexoside- Queralt et al.,
pentoside 2011
6 3.01 431.1383 432.1383 431 Apigenin 8-C-  C21H20010 Desta et al.,
glucoside 2016
7 3.45 521.1053 522.1053 522.415 Quercetagetin-  C23H22014 NCBI b, 2016
7-O-(6"-O-
acetyl-beta-
glucopyranosi
de)
8 4.16 401.0654 402.0654 401.0878 Apigenin 7- C20H1809 ("LIPID
xyloside MAPS
Databases",
2016)
9 5.11 461.0098 462.0098 ND* - - -
10 5.24 473.0982 474.0982 473 Apigenin 7-O-  C23H22011 Svehlikova
(4-acetyl-Glc) etal., 2004
11 5.62 473.0979 474.0979 473 Apigenin 7-O-  C23H22011 Desta et al.,
(6-acetyl-Glc) 2016
12 7.95 493.1548 494.1548 494.449 Peruvianoside  C23H26012 NCBI ¢, 2016

Nota: ND*, No hay datos
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5. DISCUSION

MRSA, es un microorganismo capaz de presentar resistencia practicamente ante
cualquier antimicrobiano existente, lo cual, demuestra la gran capacidad para
adaptarse y sobrevivir en muchos medios. El éxito de la emergencia de cepas en
hospitales y de comunidad, es debido a sus mecanismos de resistencia a antibioticos
y factores de virulencia (Cervantes et al., 2015). Ademas, este microorganismo es
unos de los principales causantes de la mastitis bovina, lo cual produce una pérdida
econdémica en este sector agropecuario. La tasa de mortandad por parte de S.
aureus antes de los antibioticos era de un 80% en la salud humana y animal. Cuando
la penicilina ingres6 al cuidado animal y humano disminuy6 hasta un 20%, pero, esto
sucedié durante los primeros dos anos, antes de que empezara el surgimiento de
cepas resistentes, causando una preocupacion mas alarmante en el sector salud
(DeLeo y Chambers, 2009). La utilizacién de productos medicinales a partir de
plantas ha sido de una de las alternativas mas eficaces para el control de
enfermedades por patdégenos infecciosos, debido a las propiedades antimicrobianas
que poseen, demuestran que son el medio adecuado para combatir a
Staphylococcus aureus resistente a antibiéticos (Moromi et al., 2007; Rachuonyo et

al., 2016).

Para la realizacion del extracto vegetal, fueron considerados diversos aspectos,
como: toma de muestra, la conservacion, la preparacién de la misma y el analisis.
Esta fue preparada, para poder posteriormente aislar (es decir, extraer) y separar los
componentes presentes de forma que puedan ser analizados (Andersen y Markham,

2006). En los tejidos vegetales existen enzimas enddgenas (polifenoloxidasas)
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(Rodriguez y Magro, 2008) que pueden degradar estos compuestos. Es por esto, que
al momento de obtener el material vegetal, fue empaquetado y sometido a
temperaturas frias, inmediatamente en el lugar de la recolecta que fue, evitando la
degradacion de los compuestos de interés. El proceso de secado de las hojas
también fue considerado, debido a que la mayoria de los compuestos fendlicos son
labiles en estas condiciones, degradandose térmicamente antes del analisis
(Grotewold et al., 2006; Rostagno et al., 2009). El material vegetal seco, una vez
triturado, permite aumentar la superficie de contacto, facilitando la extraccidon
(Machén et al., 2015). Para la obtencién de los compuestos del material vegetal, fue
utilizada la extraccion asistida por ultrasonido. A esta técnica es atribuido el
fendbmeno de cavitacion, donde aplicando ultrasonido se forman y comprimen
burbujas cavitatorias; provocando “ondas de choque” que pasan a través del medio,
formando una solucion disolvente-compuestos (Rostagno et al., 2009). Para
recuperar los compuestos de esta mezcla, la Amberlita XAD-16 de Sigma Aldrich
(Steinheim, Germany) es una resina que recupera moléculas no polares como los
fenoles, por adsorcién en solventes polares (etanol 96%). El mantener la columna de
resina humedad en todo momento es crucial, para un mejor rendimiento en la

captacion de los compuestos fenolicos (Villegas et al., 2012).

Para la actividad antimicrobiana exhibida por los extractos de hojas de aguacate
mexicano, obtuvimos inhibicibn de estos frente a MRSA cepa p3. En una
concentracion de 0.02 mg/mL de polifenoles fue obtenido una media de 14 £ 0.2 mm
de halo de inhibicion de MRSA cepa p3. Ademas, los valores correspondientes al

CMIl y CMB, 0.1 m/mL y 0.1-0.2 mg/mL respectivamente. Akipenlu et al. (2014),
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reportan el uso de extracto crudo de corteza del tallo y la fracciéon butandlica en una
concentracion de 25 mg/mL y 10 mg/mL, frente a un microorganismo Gram positivo
(Bacillus cereus), obteniendo una zona de inhibicion de 10 mm y 26 mm
respectivamente. También, fue obtenido un CMI de 0.78 and 5.00 mg/mL
respectivamente. Para el CMB fue de un rango de 3.12 mg/mL—12.5 mg/mL y 1.25—
10 mg/mL. Rodriguez-Carpena et al. (2011), emplearon acetona para obtener
extractos a partir de pulpa, cascara y semilla de variedades de aguacate comercial,
como el “Hass” y el “Fuerte”, realizaron pruebas de sensibilidad de estos extractos
frente a S. aureus, en donde el extracto de pulpa de la variedad “Fuerte” obtiene el
mejor resultado con una zona de inhibicion de 8.93 mm de didmetro con una
concentracion de extracto de 2 mg/mL. Pesewu et al. (2008) para inhibir MRSA
aislado de una Ulcera, utilizaron extractos de Persea americana obtenidos con
cloroformo y reconstituidos en etanol al 80%. La zona de origen del arbol de
aguacate es en el pais de Ghana, en el cual también es utilizado como planta
medicinal. Con una concentracion de extracto de 0.5 mg/mL, presenta una zona de
inhibicién de 24 mm. Ademas, para este extracto presenta un CMI de 6.3 mg/mL y
un CMB de 25 mg/mL. Ortega et al. (2011), obtienen una zona de inhibicién de 3.77+
0.49 mm de diametro, al utilizar éter etilico para obtener extractos de semilla de la

variedad comercial de aguacate “Hass” contra S. aureus.

Las diferencias obtenidas en los distintos ensayos encontraste con esta
investigacién, es probable las diferentes variantes entre estos, desde la toma de la
muestra vegetal, la condiciones en las que fue recolectada, la temporada, asi como

su preservacion para evitar la degradacién de los compuestos bioactivos de interés,
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que estan involucrados posiblemente en la actividad antimicrobiana de las especies
vegetales. Otro punto importante y crucial, es el método de extraccion de los
componentes bioactivos, ya que, dependera de la polaridad del solvente con el cual
se desea extraer los compuestos o el utilizar cierta fraccion de una extracto madre,
para el aislamiento de un grupo en particular de moléculas para estudiar su actividad
biolégica presente. Siendo asi, el resultado obtenido por Pesewu et al. (2008) es mas
cercano, al obtenido en la investigacion, pero, la diferencia que deja entrever un
mejor resultado analizando los datos, por la concentracion empleada en el ensayo,
requiriendo 50 veces mas extracto, en la cita ya mencionada, que en el de esta

investigacion.

Durante los ultimos afios, hay una alza en la busqueda de moléculas adecuadas para
la modulaciéon de la expresion génica en bacterias patdgenas, principalmente la
inhibiciébn o atenuacion de factores de virulencia y principalmente el bloqueo del
sistema comunicacion bacteriana, llamado Quorum Sensing (QS). Este sistema, es
un proceso de senalizacion celular, que les permite a las bacterias secretar
moléculas sefal llamadas péptidos autoinductores (AlIP) y reconocer la concentracién
de estas en el ambiente. Cuando hay una poblacion celular alta, estos AIP’s
aumentan conforme a la densidad bacteriana. Una vez alcanzado cierto nivel de
moléculas senal, ciertos genes son blancos de estas senales y pueden ser regulados
a través de este mecanismo. Estos genes pueden involucrar diversas funciones
vitales para la bacteria, como: proteasa extracelular, polisacarido extracelular (EPS),
bioluminiscencia, biosintesis de antibidticos, formacion de biofilm, movilidad,

transferencia conjugada de plasmido y factores de virulencia (Figura 3). Todo este
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despliegue de procesos son indispensables en la expansion y supervivencia de las

bacterias (Tan, Yin, y Chan, 2013; Chen y Xie, 2011).

La secuenciacion ha venido a revolucionar los analisis en la metagendmica,
permitiendo comprender la expresion génica en una escala global a través del uso de
microarreglos (Elinav et al., 2016). Por lo tanto, los datos obtenidos del analisis,
ayudaran a puntualizar qué genes se transcriben y en que mesura (Franzosa et al.,
2014). De este modo podemos identificar las vias metabdlicas funcionales de las
bacterias y asociarlas en un medio o estimulo especifico (Bikel et al., 2015). De tal
forma, pueden observarse los cambios en la expresion génica de MRSA cepa pu3
frente a los polifenoles de las hojas de aguacate mexicano y como sus componentes
influyen en las diferentes funciones que desarrollan en la bacteria. La expresion en
diversos procesos celulares importantes para MRSA cepa u3 presentaron una
modulacién en su expresion, ya sea en un modo sub-expresado exhibiendo un
puntaje z de -2 0 menor a este, 0 una sobre-expresién en su comportamiento, con un
puntaje z de +2 o mayor. Dentro de los grupo de genes afectados, sobre salen el
grupo de Procesos celulares, Energia de metabolismo Sintesis de proteinas,
Transcripcién, Regulacion de funciones de proteinas, Transporte y unién de
proteinas, Traduccibn de sefal, Funciones de elementos mobviles vy
extracromosomales, ademas, de Envoltura celular. Esto puede corresponder a la
presencia de los compuestos identificados contenidos en el extracto de hojas de
aguacate mexicano: flavonoides y saponinas, conocidos por ser biolégicamente
activos y contribuir a las actividades antimicrobianas, ademas de presentar un alto

poder antioxidante, como lo obtenido en el ensayo de DPPH y ABTS (Sharma et al.,
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2011; Wojdyto et al., 2013; Legua et al., 2013). Los componentes del extracto,
presentan distintos mecanismos de accion sobre las bacterias patégenas. En el caso
de los flavonoides, acidos fendlicos y saponinas, tienen la capacidad de inhibir la
accion enzimatica de proteinas, ruptura de acidos grasos, aumentar la permeabilidad
de la membrana celular, asi, como la inhibicién del transporte de proteinas (Lamb y
Cushnie, 2005). Observamos la caida en la expresién de proteinas que regulan el
paso de iones en la bacteria, como son las bombas de flujo, mnhF (transporte de
iones Na* y K*) (Sannasiddappa et al., 2015), de la proteina anti transporte de Na*
(yjbQ) (Yu y Ye, 2015). También fue afectada la expresién de las bombas de flujo
norAy norB, las cuales estan encargadas de la salida de moléculas letales a la célula
bacteriana (Ding et al., 2008) las cuales forman parte de los factores de virulencia,
asi como, el operon Vra, importante en el metabolismo de la pared bacteriana y la
formacién de biofilm (Cuardn et al., 2012). El operdn Vra, es un componente que

presentan los S. aureus resistente a vancomicina (Cuarén et al., 2012).

Otro de los mecanismos que presentan los polifenoles, es la propiedad de inhibir
factores de patogenicidad e inhibicion de biosintesis de proteinas (Lamb y Cushnie,
2005; Lizcano y Vergara, 2008). Conforme al mecanismo de los polifenoles, genes
como el rI7AE, el cual codifica para una proteina ribosomal, que forma parte del
ribosoma 70S (SACOL1287 - AureoWiki, 2016) y el gen infB (Baba et al., 2007), son
elementos esenciales para la sintesis de proteinas, presentaron una sub-expresién

por induccidén de los compuestos contenidos en los extractos de aguacate.

Por otra parte, los flavonoides y los polifenoles afectaron otras funciones bacterianas,

como el transporte de proteinas en membrana y la estabilidad de la membrana,
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provocando una mayor permeabilidad (Lamb y Cushnie, 2005). Esto provoco la
inhibicién de Kpdc, componente del sistema de MRSA cepa pu3, que es una proteina
integral de la membrana, sensor y bomba de flujo de iones K*, que ademas, es
también un efector en la expresion de genes de virulencia (Xue et al., 2011). Este
gen (Kpdc), es un efector independiente del locus de agr, parte del sistema de (QS),
que también a su vez, todos sus componentes (agrA, agrB, agrC y agrD) estan en
una sub-expresion. Esto produce una interrupcion en la comunicacién con las demas
bacterias circundantes, al igual, RNAIIl presenté una sub-expresion al no estar el
efector agrA activandolo, evitando el desplegue de genes de virulencia (Chevalier et
al.,, 2010), como los genes que codifican para la él polisacarido incorporado a la
membrana bacteriana, como lo son capO y capD, quienes codifican la sintesis de las
proteinas CapO y CapD, las cuales estas asociadas a la colonizacion del patogeno
(Xue et al, 2011; Chan et al.,, 2014) presentan una sub-expresion debido a la

interrupcion de estos genes asociados la patogénesis de MRSA.

Ademas, los componentes fitoquimicos de P. americana var. drymifolia, provocaron
la sobre-expresion de componentes celulares en respuesta a la desestabilidad
homeostatica de MRSA cepa u3 . En esta situacion, esta sobre-expresado el gen
para la proteina ChB (QuitinosaB) (Chung et al., 2014), la cual tiene como funcién la
modulacién de la superficie de membrana, asi, como la formacion de biofilm.
También, encontramos sobre-expresados genes adicionales, para mantener el
equilibrio de la membrana, como el gen AcpD, encargado en la sintesis de acidos
grasos y Fosfolipidos (Gardete et al., 2012). De igual forma, el gen ecsA, el cual

pertenece al transportador de casete (ABC) unido a ATP, tiene la funcién en la
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membrana ademas de transportador, dar estructura (Jonsson et al., 2010). Estos
genes fueron sobre-expresados en consecuencia de la des estabilidad de la
membrana, causada por los compuestos fendlico contenidos en los extractos. Los
fitoquimicos presentes, actuaron en el sistema bacteriano asociado a la membrana,
lo cual probablemente, provoque la, lisis de la bacteria por la disrupcion de la

membrana celular.

En otro grupo de genes que presentd una sobre-expresion, estan el gen gloA, que
codifica para la proteina de resistencia glyosa/bleomicina (SAUPANO001874000-
AureoWiki, 2016); bleO, para la proteina de resistencia a bleomicina (Cheng et al.,
2016). Esta expresion de genes de resistencia a antimicrobianos, deja entre ver el
mecanismo que desencadenan los polifenoles una vez que estan danando los
procesos celulares mas importantes de la bacteria, produciendo un efecto similar a
los antimicrobianos sintéticos, pero, sin producir una resistencia a estos. Una sobre-
expresion de los genes senB, que produce la enterotoxina N (Bardiau et al., 2016);
yent2, enterotoxina (Brackman et al., 2016) es del modo en cual la bacteria intenta

atacar los compuestos que estan afectando la integridad de la bacteria.

Uno de los operones mas importantes dentro de los sistemas de virulencia de MRSA
cepa pu3 que se encuentra en sobre-expresion, es el operén clp, es encargado de
regular distintos procesos fisiolégicos como el metabolismo, virulencia y resistencia a
los antimicrobianos (Hecker, Schumann y Vélker 1996, Conlon et al., 2013). Siendo
esto, un sistema importante para la patogénesis de la bacteria (Farrand et al., 2013).
La sobre-expresién del operdn clp, provoca una protedlisis incontrolada causando la
muerte celular bacteriana (Brétz et al., 2005).
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En ultima instancia, MRSA cepa u3, sobre expresa sarA, el cual es un regulador
global de la virulencia de MRSA por medio de sus factores principales como
adhesinas y toxinas, ademas de la construccidén de biofilm (Liang et al., 2016). Pero,
al estar bloqueado el sistema agr y por consiguiente la comunicacién bacteriana
(quorum) (Snowden et al., 2013), no podria desplegarse ningunos de los
mecanismos de patogenicidad u otro factor de virulencia. Debido a esta interrupcion,
provocO que la bacteria tenga un gasto de energia, de proteinas y produccion de

moléculas sefial que no podran ser traducidas y efectuar el mensaje.

Es por ello, fue realizada una identificaciébn mas precisa de los compuestos que estan
contenidos en los extractos de hojas de aguacate mexicano y de este modo, hacer
una conjetura del mecanismo de accién de los polifenoles de hojas de aguacate raza

Mexicana obtenido del cultivar Maria Elena.

Durante las ultimas dos décadas, los estudios sobre extractos de plantas, ha venido
en aumento, esto debido a los beneficios producen su uso. Informacién recabada de
investigaciones sugieren, que la utilizacion de estos productos naturales, pueden
prevenir enfermedades causadas por microorganismos patégenos, ademas, de evitar
otro tipo de enfermedades degenerativas (Moromi et al., 2007). Esto es posible a la

estrecha relacién que hay por la presencia de compuestos fendlicos.

De los compuestos observados en los extractos de hojas de aguacate mexicano, son
moléculas pertenecientes a la familia de los flavonoides. Estos poseen tres anillos
fendlicos comunes en su estructura (C6-C3-C6), a los cuales se les denomina anillo

A, By C. A esta forma se le denomina flavan. Con base a su conformacién en la
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hidroxilacién y oxidacion de sus anillos, son clasificados en diferentes clases como:
flavonas, flavonoles, flavononas, flavanoles y antocianidinas (Heim et al., 2002). En
la Figura 22, pueden observarse las distintas estructuras de los diferentes tipos de

flavonoide.

Los compuestos 5, 6, 8, 10, 11 y 12 (Cuadro 12), son sintetizados a partir de la
apigenina, la cual, es un flavonoide de la clase flavon, moléculas de bajo peso
molecular que son inofensivos en varias plantas, vegetales y frutas (Lefort y Blay,
2013). Otras propiedades que son atribuidas a los compuestos derivados de
apigenina son: efecto antioxidante, anti-inflamatorio, efectos anti-carcinogénicos y
antimicrobianos (Pereira, et al., 2016; Lefort y Blay 2013; Shukla y Gupta 2010; Patel

et al., 2007).

Los compuestos 7, son moléculas obtenidas a partir de la quercetina, la cuales
también pertenecen a los flavonoides vegetales de la clase flavonol, contenido en
frutas y verduras. Generalmente, puede encontrarse como aglicona o glucésidos,
especialmente glucésidos, en plantas. Este compuesto posee ademas de actividad

antioxidante y antimicrobiana (Pereira et al., 2016; Mukai et al., 2016).
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Figura 22. (a) Estructura fendlica comun de flavonoides, flavan, la numeracién de
sus atomos de C y nombres de sus anillos. b) Estructuras de subclases de
flavonoides. Basado en Pallauf et al., 2016.

Las masas que corresponde a los compuestos 3, 4 y 12, son moléculas sintetizadas
a partir de la Catequina. Es un flavonoide de la clase flavonoles (flavan 3-oles) el cual
es una molécula que posee actividad antioxidante, anti-cancerigena, actividad
antimicrobiana contra bacterias patégenas y bacterias causantes de problemas
periodentales (Ali et al., 2011). En el caso del compuesto 12 (4'-O-methyl-(-)-

epicatechin-3'-O-beta-glucuronide), es una Epicatequina., Donde su estructura se
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diferencia de los otros compuestos de Catequina, por la presencia de un grupo

hidroxilo adicional en el anillo B aroméatico (Figura 23).

OH

HO Oy
For R OH
OH

OH

Epicatequina

Figura 23. Estructura de las catequinas y epicatequinas. Basado en Taylor et al.,
2005.

Bhattacharya et al. (2016), refiere que los extractos que contienen compuestos
fendlicos y flavonoides, son los responsables de la actividad antimicrobiana en estos.
Ademas, esta capacidad antimicrobiana, esta relacionada con la estructura de los
compuestos fendlicos y los flavonoides, esto ha sido una suposicion de distintos
investigadores. Con base en informes realizados por Rojas et al. (1992) y Cushnie y
Lamb (2011), la existencia del anillo hidroxilado en las posiciones 5y 7 del anillo Ay
la posicion 3 del anillo C contribuyen a la actividad antibacteriana de estos
compuestos polifendlicos. El grupo (s) hidroxilo libre (s) en el anillo B de los
flavonoides, se especula que también favorece la capacidad antimicrobiana de estos
compuestos fendlicos (Cushine y Lamb, 2011). Estos compuestos, siendo no solo

agentes antimicrobianos, los compuestos fendlicos también presentan propiedades

83



anti-virulencia frente a la patogénesis de diferentes microorganismos (Yin et al.,
2015). Taylor et al. (2005) mencionan, que moléculas como las catequinas, tiene este
efecto indirecto en la modulacion de los mecanismos de infeccidn y de resistencia a
antibiéticos de patégenos. Grupos japoneses como el de Zhao et al. (2001) con el
uso de compuestos derivados a partir de catequina y gallocatequina, reducen
notablemente la CMI de meticilina, oxacilina y otros antibioticos B-lactamicos en
aislamientos clinicos de MRSA. Stapleton et al. (2004) aplicando catequinas y
gallocatequinas, promueve la sensibilidad a los antibidticos B-lactamicos en 40
aislados clinicos de MRSA y encontrando que 12,5-25 mg/L de estos compuestos,
reducen los valores de CIM para la oxacilina desde niveles de 256 y 512 mg/L a 1-4

mg/L.

También se ha podido ver el efecto que tienen las catequinas sobre la modulacién de
la resistencia bacteriana a los farmacos por medio de la inhibicion de la bomba de las
bombas de flujo asociadas a esta, como las bombas Tet, (Roccaro et al., 2004). En
este sentido, las bombas de flujo Tet, como las bombas de flujo norA y norB, son
parte de los factores de resistencia en MRSA, en el analisis de microarreglos, como
anteriormente mencionado, estan en una condicién de sub-expresién, con lo cual,
esto podria indicar, otro via de “sensibilizacién” a los antibiéticos por parte de los
compuestos contenidos en los extiractos de hojas de aguacate mexicano. Zhang y
Rock (2004) logran interrumpir los mecanismos y enzimas encargadas de la sintesis
de la membrana y la pared celular, impidiendo la elongacion de acidos grasos
necesarios para estos componentes esenciales a la bacteria. De igual modo, se

afirma, que el dafo a la membrana citoplasmatica por generaciéon de perdxido de
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hidrégeno es debido a compuestos derivados de estos tipos de flavonoide, lo cual

sucede por dentro de la bicapa (Arakawa et al., 2004).

En estudios adicionales de la relacion entre la estructura y la funcién de modificacion
de B-lactamicos, estos investigadores determinaron que las modificaciones del anillo
B (Figura 22) de estos compuestos del tipo flavonoides, modifican el grado de
sensibilidad a la resistencia de antibiéticos. Estas observaciones sugieren que las
interacciones de la membrana con estos compuestos, va de la mano con el grado de
hidroxilaciéon del anillo B, la presencia de un resto de galato y la estereoquimica del
anillo en C. Algunos penetran en el nucleo hidrofébico de la membrana, mientras que
otros flavonoides, adoptan una estacionamiento mas superficial cerca de la interfase

fosfolipido-agua (Caturla et al., 2003).

Estos resultados, sugieren que compuestos tipo flavonoide, producen una reversion
a la sensibilidad a los antibiéticos B-lactamicos en cepas de MRSA, en funcién de su
capacidad para unirse a la membrana citoplasmica y penetrar en ella. Esta unién,
produce un ambiente propicio para el dafio de la superficie de la membrana y lograr
una penetracién en esta. Este comportamiento, produce cambios en el disefio de la
pared celular, lo cual reduce la eficacia de la funcion de una serie de proteinas de la

membrana, tales como las PBP (Taylor et al., 2005).

Aunado a esta capacidad antimicrobiana por partes de estos grupos de compuestos
fendlicos, existen distintos mecanismos de accién que presentan frente a las
bacterias patdégenas, algunas de la cuales, los antibiéticos de ultima generacion no

logran combatir. Este modo de “ataque” por parte de flavonoides y polifenoles,
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consiste en degradar la membrana citoplasmatica de las bacterias, lo que produce la
perdida de iones (K*), causando la autolisis de la bacteria, agregando, un aumento a
la permeabilidad de su membrana de la membrana y disminuyendo el potencial
produciendo que la bacteria no se capaz de moverse. También se evita el transporte
de membrana y sintesis de ATP, haciéndolas mas susceptibles al ataque inmu-
nolégico y potencia los antibiéticos (Ponce y Millones 2015). Otro mecanismo que se
sugiere poseen los flavonoides, es la inhibicion de la actividad enzimatica de varias
proteinas requeridas en el desarrollo y crecimiento de las bacterias (Premoli et al.,

2010).

Con base a la literatura citada, en comparacién a los resultados obtenidos del
analisis del microarreglo de MRSA cepa u3, generd datos, sobre el mecanismo de
los polifenoles de aguacate mexicano sobre la bacteria. Causaron una modulacion
del comportamiento de los mecanismos mas importantes, para su desarrollo, asi
como, en los mecanismos importantes en la patogénesis de la bacteria. Desde la
inhibicion de los genes relacionados con la comunicacion bacteriana, en el cual
también logré6 observarse una inhibicion del gen encargado de la sintesis de la
proteina senal del QS en MRSA, como lo logrado por Gordon et al. (2013), mediante
la sintesis de compuestos con anillos hidroxilados, logran “atenuar” los genes de
virulencia en MRSA, inhibiendo también la transcripcibn de rnalll y SarA,
componentes que expresan factores de virulencia. De igual forma, con el ensayo de
sensibilidad a antibidticos, pudo corroborarse que los polifenoles contenidos en las
hojas de aguacate raza Mexicana, devuelven la sensibilidad a los compuestos B-

lactamicos, mostrando una alternativa en la eliminaciéon de infecciones relacionadas
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con esta bacteria. No solo por irrupcion de la membrana puede ser posible la
eliminacién de la resistencia a los antibioticos B-lactdmicos, sino también, en la
expresion del gen mecR1, sensor activador, que encuentran en el cassette
cromosomal movil (SCCmec) de MRSA (Peacock y Paterson, 2015). MecR1,
permite la activacibn de mecA, responsable de la resistencia, que le permite la
biosintesis de la pared celular, el blanco de antibiéticos B-lactamicos. En el anexo 1,
puede observarse, que este gen se encuentra una sub-expresion con un puntaje z de
-1.987535, con lo cual, esto apunta que los polifenoles, no lo afectan la resistencia de
MRSA por medio del dafio a la membrana, sino también, por medio de la expresidn

de la resistencia a los antibiéticos por los cuales MRSA es normalmente invulnerable.

Otro de los compuestos encontrados, es el perseitol. El cual, no corresponde a
ningun grupo de los compuestos fendlicos, este se encuentra en gran presencia en
plantas como el aguacate, contenido en el floema y dirigido a las flores (Minchin et
al., 2012). Ha sido reportado, la presencia de este compuesto, en otras partes de la
planta, como en la pulpa, cascara y semilla (Lépez et al, 2016). En esta
investigacién, se encontr6 en los extractos provenientes de las hojas de aguacate
raza Mexicana, de tal modo, su presencia también se extiende estos érganos de la
planta. Ademas, se desarroll6 una patente con la utilizacion de este componente del
aguacate, como método de proteccion para la piel sana e inmadura de bebés y
ninos; piel patoldgica e inmadura de bebés y nifios; o una piel saludable o patologica
de individuos adultos o ancianos. Este formulacién permite estimula péptidos
antimicrobianos de la familia de las catelicidas y / o de las beta-defensinas (Piccirilli

et al., 2015). Este mismo podria estar de igual forma que los flavonoides detectados,
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esta influenciando en la represion de la expresién de procesos celulares bacterianos
importantes, afectando ciertos mecanismos o en conjunto con los compuestos ya

mencionados.

Cabe destacar, que los picos de las senales 2 y 9 del cromatograma del extracto de
hojas de aguacate, podrian ser compuestos, que estén involucrados en el
mecanismo de accién antimicrobiana, dentro de los mencionados sitios diana, en los

cuales los polifenoles del tipo flavonoide actuan.
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6. CONCLUSIONES
e Los polifenoles obtenidos de hojas de aguacate raza Mexicana (P. americana
var. drymifolia), poseen actividad antimicrobiana sobre MRSA cepa p3. Donde
el cultivar Maria Elena, present6 el mayor efecto antimicrobiano con CMI de
100 pug/mL y un CMB de 100- 200 pg/mL.

e Los polifenoles contenidos en las hojas de aguacate raza Mexicana, en su
mayor parte son del tipo flavonoide, derivados a partir de apigenina, catequina
y quercetina.

e Los polifenoles contenidos en las hojas de aguacate raza Mexicana,
provocaron una modulacion de distintos procesos bacterianos como,
comunicacién bacteriana, factores de virulencia y patogénesis, regulacion de
la membrana, sintesis de acidos grasos de la membrana plasmatica, sintesis

de proteinas y resistencia a antibioticos B-lactamicos.

PERSPECTIVAS

Para conocer mas sobre los mecanismos de accién que poseen los compuestos
contenidos en el extracto de hojas de aguacate mexicano, hara falta hacer una
purificacion de estos y analizar el efecto que desarrollan por separado. También, es
necesario realizar ensayos con células animales y corroborar que no exista una
toxicidad o muy sea muy baja, para el desarrollo de farmacos. Ademas, de hacer
experimentos en otras bacterias patégenas de gran importancia en las actividades

humanas.
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ANEXOS

Anexo 1. Resultado del puntaje z de los genes sub-expresados (>-1.5) de SARM
cepa p3 mediante la comparacion de la condicién control (Cy3) y la condicion
experimental (Cy5) y el Id de identificacidén del gen correspondiente.

Id Symdesc Zscore
SAHV 1769 null -1.847871
SAHV_0041 mecR1 -1.987535
SAHV_0393 null -1.960045
SAHV_1447 null -2.073348
SAHV_ 1595 null -1.505481
SAHV_1217 recG -1.701576
SAHV_0958 null -2.289698
SAHV_2401 null -1.778083
SAHV_2686 vraE -1.596239
SAHV_2133 null -2.478025
SAHV_0310 null -2.600175
SAHV_0624 null -2.354342
SAHV_0201 null -3.58663
SAHV_0754 null -1.609226
SAHV 2478 null -1.567707
SAHV_0743 null -2.136528
SAHV_0954 glpQ -1.543216
SAHV_1937 null -1.618098
SAHV 2311 null -2.077183
SAHV_0779 null -2.00563
SAHV 1164 null -2.107044
SAHV_2511 null -1.70389
SAHV_ 2566 null -2.891764
SAHV_0692 norA -1.839037
SAHV 1389 null -1.567901
SAHV_1258 null -2.374425
SAHV 2378 narl -2.524287
SAHV_1172 mraY -1.686815
SAHV_0227 null -1.754863
SAHV_2682 null -2.091945
SAHV_0458 yrhB -1.979094
SAHV_2344 null -1.615908
SAHV_0200 null -1.745626
SAHV_0622 null -1.71437
SAHV_1758 null -1.512854
SAHV_2589 null -1.714659
SAHV 2449 null -2.833654
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SAHV_0856
SAHV 1648
SAHV_0214
SAHV 2342
SAHV_2169
SAHV 0173
SAHV_0207
SAHV 0879
SAHV_1668
SAHV 0262
SAHV 2314
SAHV 2100
SAHV 2525
SAHV 0646
SAHV 2698
SAHV 0347
SAHV_1759
SAHV 1490
SAHV 2266
SAHV 0178
SAHV_0358
SAHV 1712
SAHV 2423
SAHV 1986
SAHV 1784
SAHV 2365
SAHV_0500
SAHV 1365
SAHV 1226
SAHV 0876
SAHV 2524
SAHV_0690
SAHV 1932
SAHV 0343
SAHV 2044
SAHV 0126
SAHV_0023
SAHV_0386
SAHV 2028
SAHV 0118
SAHV 0349
SAHV_0109
SAHV 1754

null
null
null
null
null
null
rlp
null
null
IrgB
hutl
null
null
fhuG
romH
null
null
null
null
null
null
ptaA
null
null
null
null
mfd
null
null
null
null
null
null
null
leuC
null
null
pbuX
nrgA
null
null
IctP
ribA
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-2.182144
-1.813666
-1.597293
-2.110021
-2.605068
-1.712886
-2.141827
-1.906671
-1.542655
-1.553473
-1.687525
-1.6848
-1.707365
-1.638793
-1.548293
-1.54446
-1.717647
-1.626442
-1.546582
-1.592836
-1.572939
-2.932967
-2.460657
-2.518411
-1.744601
-1.765661
-1.782871
-1.754121
-1.574432
-1.805208
-1.913693
-1.828786
-2.157985
-2.224844
-1.543906
-2.638494
-1.765896
-1.711932
-2.646907
-2.600226
-1.742252
-1.703913
-1.640481



SAHV_2634
SAHV_ 2399
SAHV_0862
SAHV_2305
SAHV_1577
SAHV 2628
SAHV_0073
SAHV_0529
SAHV_1431
SAHV_1706
SAHV_2007
SAHV_1529
SAHV_0110
SAHV 0127
SAHV_0774
SAHV 2428
SAHV_2098
SAHV 1845
SAHV_0011
SAHV 0230
SAHV_0603
SAHV 0189
SAHV_2554
SAHV_0353
SAHV_0380
SAHV 2479
SAHV_2166
SAHV 0010
SAHV 1232
SAHV 1624
SAHV 2221
SAHV 1394
SAHV_1936
SAHV 2403
SAHV 2219
SAHV_ 1120
SAHV_0361
SAHV_0705
SAHV_2383
SAHV_0180
SAHV 0217
SAHV 2604
SAHV_2499

null
null
null
null
null
null
kdpC
null
null
tnp
null
null
spa
null
null
null
null
tnp
null
null
adht
null
null
metE
null
null
asp23
null
null
secF
rpsN
null
null
higA
rplF
null
null
null
nask
null
null
null
null
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-1.68542
-1.932408
-1.764351
-3.938026
-1.685134
-1.660979
-2.565867
-2.359582
-2.415408

-2.11236

-2.12447
-1.680653
-1.670241
-1.801333

-1.6256
-2.464493
-1.695515
-2.036585
-2.614179

-1.54095
-1.782491

-1.5207
-3.880806

-1.57892
-1.719981
-2.415552
-2.064461
-2.044444
-1.509759
-1.812233
-2.083689

-2.00715

-2.0417
-1.508175
-1.735531
-1.589779
-2.612302
-2.330722
-2.243119

-2.35272
-1.944425
-2.100699
-1.856698



SAHV_1692
SAHV 0113
SAHV_0955
SAHV 1724
SAHV_0926
SAHV_0223
SAHV_0628
SAHV_1070
SAHV_1259
SAHV_1007
SAHV_2307
SAHV 2692
SAHV_2636
SAHV_ 2558
SAHV_ 1422
SAHV 1154
SAHV_2562
SAHV_ 2669
SAHV_0131
SAHV_ 0852
SAHV_0404
SAHV_ 2097
SAHV_0162
SAHV_ 0240
SAHV_2691
SAHV 2527
SAHV_0671
SAHV_ 0071
SAHV_0325
SAHV 2502
SAHV_0630
SAHV_ 1599
SAHV_0151
SAHV 1591
SAHV 2178
SAHV 2350
SAHV_1400
SAHV 2446
SAHV_1287
SAHV 2367
SAHV_0811
SAHV_0629
MY-QC

null
sirB
argH
null
ditX
null
null
null
infB
null
glvC
null
null
null
ebhA
null
null
null
null
null
Null
GlyA
capo
LctE
Null
Null
Null
Null
Null
Null
Null
Null
CapD
Null
LacB
Null
odhB
Null
GlpP
Null
Nuc
Null
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-2.046637
-2.326966
-2.09445
-1.914038
-1.809154
-2.753558
-2.368637
-2.91626
-2.533459
-2.016898
-1.560668
-3.894599
-1.626552
-4.331845
-1.633721
-2.546802
-2.693061
-2.73146
-1.578371
-2.366012
-1.769918
-1.707049
-2.261754
-2.146612
-2.774595
-2.614082
-2.220543
-1.678533
-1.680089
-1.670016
-1.905756
-1.505857
-1.740651
-1.860692
-1.866927
-3.55395
-1.996497
-1.64159
-1.548824
-1.965584
-1.640361
-1.882449
-1.868428



SAHV_0098
SAHV_0435
SAHV_2303
SAHV_1933
SAHV_0577
SAHV_1433

Null
Ipl2
Null
Null
Null
null

-1.747251
-2.270429
-2.238524
-2.479052
-2.454968
-4.245987
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