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TRABAJO DE DIPLOMA RESUMEN/ABSTRACT

El tratamiento de enfermedades infecciosas ocupa un lugar cimero dentro de las patologias
mas frecuentemente tratadas con remedios herbarios. Esto, unido al uso indiscriminado de
algunos antibidticos, resalta el interés en seguir explorando nuevas fuentes de metabolitos
activos que exhiban potencial actividad antimicrobiana. De ahi que la presente investigacién
esté dirigida a Evaluar la composicién quimica y actividad antimicrobiana de los extractos
elaborados de la semilla de Persea americana Mill. Los extractos se obtuvieron mediante dos
métodos, maceracion/agitacion y extraccidon con Soxhlet, empleando como solvente metanol
y agua destilada. A los cuatro extractos se le determinaron la composicidn quimica cualitativa
y cuantitativa a través de los ensayos descritos en la técnica de Tamizaje fitoquimico y
ensayos especificos, respectivamente. Se evalio el efecto de los dos extractos sobre la
viabilidad de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa por el método de microdilucién con
resazurina. El andlisis fitoquimico reveld la presencia de metabolitos como: alcaloides,
cumarinas, taninos, flavonoides, azlcares y aminoacidos para todos los extractos evaluados.
Se logrd cuantificar las concentraciones de proteinas, carbohidratos, compuesto fendlicos y
flavonoides para los cuatro extractos, siendo mayor lo detectado en los extractos
metandlicos. Finalmente se demostro la influencia en la viabilidad bacteriana de los extractos
metandlicos, especialmente sobre la viabilidad de P. aeruginosa observandose una actividad

superior a la de la sustancia control.
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TRABAJO DE DIPLOMA RESUMEN/ABSTRACT

The treatment of infectious diseases occupies a top place within the pathologies most
frequently treated with herbal remedies. This, together with the indiscriminate use of some
antibiotics, highlights the interest to explore new sources of active metabolites that exhibit
potential antimicrobial activities. Hence, the present research is aimed to evaluate the
chemical composition and antimicrobial activity of Persea americana Mill seed extracts. The
extracts were obtained by two methods, maceration/stirring and extraction by Soxhlet, using
methanol and distilled water as solvent. The qualitative and quantitative chemical
compositions were determined through the tests described for the Phytochemical Screening
and specific assays. The effect of the two extracts on the viability of Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa bacteria was evaluated by the microdilution method with
resazurin. Phytochemical analysis revealed the presence of metabolites such as: alkaloids,
coumarins, tannins, flavonoids, sugars and amino acids for all the extracts evaluated.
Additionally, proteins, carbohydrates, phenolic compounds and flavonoides levels were
quantified for all extracts, being in the methanolic extract. Finally, the influence on the
bacterial viability of the methanolic extracts was demonstrated, especially on the viability of

P. aeruginosa, observing an activity superior even compared with the reference control.
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Introduccion

Las plantas constituyen un recurso valioso de los sistemas de salud de los paises en
desarrollo. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se estima que mas del 80% de
la poblacién mundial utiliza rutinariamente la medicina natural y tradicional para satisfacer
sus necesidades de atencién primaria de salud y que gran parte de los tratamientos
tradicionales implica el uso de extractos de plantas o sus principios activos.'?Las plantas
medicinales posee ademas importantes aplicaciones en la medicina moderna pues son
fuente directa para la obtencién de nuevos agentes terapéuticos y pueden ser empleadas

como materia prima en fabricacion de medicamentos semisintéticos mas complejos. >*

Actualmente diversas enfermedades son tratadas con la ayuda de productos naturales,
fundamentalmente aquellas que presentan alta incidencia en la poblacién, como las
enfermedades causada por microorganismos. > Las mismas poseen una amplia e importante
terapia medicamentosa, siendo sin lugar a dudas el tratamiento con antimicrobianos uno de
los avances cientificos mas importantes de la medicina del siglo XX. Pero la facilidad relativa
de administracion y la disponibilidad de estos farmacos han llevado a muchos a adoptar este
tratamiento de forma empirica, utilizando farmacos de amplio espectro para algunas
infecciones comunes; lo cual a través de los afos ha provocado que la resistencia antibidtica

se considere actualmente en un problema de salud mundial.®

Los paises en vias de desarrollo muestran niveles de resistencia mayores que en paises
industrializados y cuentan con menos recursos para el desarrollo de estrategias que puedan
facilitar su contencion. En América Latina, la resistencia bacteriana se ha incrementado de
manera alarmante, en los ultimos afos, los ingresos por infecciones bacterianas
representaban el 34,6%, comparado con Europa (19,7 %) y Norte América (10 %)’. La
estrategia trazada ha sido continuar el desarrollo de modificaciones sintéticas de antibidticos
existentes para recuperar eficacia, asi como la busqueda continua de nuevos antibidticos de

fuentes naturales.® 210
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Cuba es un pais con una gran diversidad en la flora de ahi que el uso de plantas medicinales
con una finalidad terapéutica es muy comun, para prevenir, atenuar o curar un estado
patoldégico. Muchos de los productos naturales utilizados en nuestro pais son derivados de
plantas que han sido estudiadas y se conocen sus usos, pero también existen en la cultura
popular especies vegetales que solo se usan por tradicién y que aun no han sido validadas
cientificamente entre las cuales encontramos la Persea americana Mill, a la cual se le

atribuyen disimiles efectos medicinales, aunque todos no han sido ampliamente estudiados.

La Persea americana Mill es conocida cominmente como aguacate y pertenece a la familia
Lauraceae.''El aguacate es una baya con una sola semilla, muy variable en tamafio, forma y
caracteristicas de su corteza, pulpa y semilla. Es ademas muy popular por contener gran
cantidad de vitaminas como la B1, B2, B6, vitamina C, A, E y minerales como potasio,

magnesio, fosforo, sodio.!?

Existen en las bibliografias estudios cientificos que evidencian algunas propiedades
medicinales tales como: hipolipidémica, anticonceptiva,*!cicatrizante,'3antidiarréica,
carminativa, diurétical® entre otras. La actividad antimicrobiana ha sido también estudiada

en diferentes érganos de la planta como las hojas, fruto, cdscara.'> 16

Dentro de este se encuentra las semillas que en muchas ocasiones ocupa hasta en 40% del
peso del fruto y que generalmente es desechada. Actualmente existe una tendencia global al
estudio y reutilizacién de estos productos de desecho industrial y doméstico como la semilla
del aguacate, pues en muchas ocasiones pueden provocar problemas ecolégicos y

contaminacién.’

Especificamente de la semilla de aguacate se han realizados algunos estudios que refieren a
actividades farmacoldgicas como hipolipemiante, analgésico y antioxidante.'®° En cuanto a
la actividad antimicrobiana solo se reportan algunos estudios sencillos, en microorganismos
especificos y que no hacen referencia a los posibles mecanismos asociados al efecto

antimicrobiano. 20

- Ilainis Vidal Trimifio 2
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Aunque, la planta P. americana Mill ha sido estudiada, existen pocos reportes sobre la
actividad antimicrobiana asociada al uso de la semilla y aun mas escasos son los informes de
esta especie cultivada en Cuba. Una exploracion acerca de las propiedades medicinales de
productos derivados de los materiales de desecho del aguacate, tales como las semillas,
puede conducir al disefio de nuevos suplementos nutricionales, medicamentos y productos

de calidad mejorada, lo cual tendria un impacto significativo en la salud humana.
Problema cientifico

Insuficientes evidencias cientificas acerca de la composicion quimica y la actividad
antimicrobiana de extractos derivados de semilla de Persea americana Mill, no permiten

establecer la relacidn entre los metabolitos presentes y la actividad farmacoldgica.
Hipétesis

La determinacion de la composicidon quimica y la evaluacién de la propiedad antimicrobiana
de los derivados de la semilla de Persea americana Mill, permitirdn determinar la influencia

de los metabolitos presente en la actividad biolégica determinada.
Objetivo General

Evaluar la composicidon quimica y actividad antimicrobiana de los extractos elaborados de la

semilla de Persea americana Mill.
Objetivos especificos:

1. Determinar la composicidon quimica cualitativa y cuantitativa de los extractos metandlicos

y acuosos elaborados de la semilla de Persea americana Mill.

2. Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos metandlicos y acuosos

elaborados de la semilla de Persea americana Mill.

- Ilainis Vidal Trimifio 3
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Capitulo I Revision Bibliogrdfica

I.1 Generalidades sobre los microorganismos

Los microorganismos estdn dotados de individualidad, que presentan a diferencia de las
plantas y los animales, una organizacion biolégica elemental. En su mayoria son unicelulares,
aungque en algunos casos se trate de organismos cendticos compuestos por células
multinucleadas, o incluso multicelulares. Estos presentan multiples formas y tamafio. Dentro
de los mismos se encuentran organismos unicelulares procariotas como las bacterias, y
eucariotas como los protozoos, una parte de las algas y hongos.?!

1.1.1 Caracteristicas generales de los microorganismos utilizados

- Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)

Bacilos Gram-negativos rectos o curvos (bastoncillos) que pueden aparecer aislados, en pares
o en cadenas, con un diametro de 0,6 a 2 um, aerobios, no esporulados, mdviles y algunos
poseen una microcdpsula. Crece con facilidad en los medios de cultivos y produce, en
ocasiones, un olor dulce o de uvas. Se desarrolla a temperatura entre 10 y 42 °C, aunque su
temperatura éptima de crecimiento es de 35 a 37 © C. Algunas cepas producen hemdlisis. Las
mismas emiten pigmentos de fenazina en agar nutritivo, después de 24 horas de incubacion
a 37 ° C y posteriormente a temperatura ambiente; estos pigmentos pueden ser azul
(piocianina), amarillo verdoso (pioverdina), rojo (piorrubina) y negro (piomelanina). Existe,
aproximadamente, un 10 % que son apigmentadas.

Pseudomonas aeruginosa es el patégeno mas importante dentro del género Pseudomonas,
teniendo en cuenta la cantidad y tipos de infecciones (invasivas y toxigenas) que produce, asi
como la morbilidad y mortalidad que ocasiona. Es necesario emplear farmacos de forma
combinada, pues pueden desarrollar resistencia cuando se usan de forma Unica. Deben
utilizarse penicilinas activas contra la misma, como: Ticarcilina, Mezlocilina, Piperacilina,
combinadas con un aminoglucésido: Gentamicina, Tobramicina, Amikacina. Otros
medicamentos eficaces son: Aztreonam, Imipenem, Quinolonas (Ciprofloxacina) y

Cefalosporinas (Ceftazidima y Cefoperazona).??

-gllainis Vidal Trimifio 4
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- Escherichia coli (E. Coli)

Es una de las bacterias Gram-negativas mas estudiadas en Microbiologia. Se ha asociado con
infecciones intestinales y extraintestinales en seres humanos y muchos animales. En la
actualidad, seis grandes grupos intestinales de E. coli patdégena han sido identificados:
enteropatdgenas; productora de toxina Shiga; enteroagregativa; enterotoxigénica;
enteroinvasiva y difusamente adherente.?®> Ademdas, se han identificado tres tipos
patogénicas extraintestinales: causante de meningitis, causante de sepsis y uropatogénico. E.
coli uropatogénico provoca alrededor del 90% de las infecciones urinarias adquiridas en la
comunidad. Se ha estimado que las infecciones urinarias asociadas al catéter representan
una de las causas mas comunes de la infeccion nosocomial. 242> Los farmacos que se
emplean para el tratamiento de esta bacteria son: Ampicilina, Cefazolina, Cefotaxima,
Gentamicina Sulfato, Kanamicina, Ciprofloxacina. 2°

1.2 Farmacos antimicrobianos

Los antimicrobianos se definen, como sustancias quimicas que a bajas concentraciones
pueden tener la propiedad de inhibir el crecimiento microbiano, estos microorganismos
estdn representados por bacterias, virus, hongos o pardasitos.?’” En los ultimos afios se ha
incrementado la resistencia de los microorganismos hacia estos medicamentos y uno de los
factores es la falta de conocimiento de los médicos sobre ellos. EI médico general debe
conocer cdmo actuan estos medicamentos, principalmente los antibacterianos, que son los
mas utilizados en la practica médica, y saber en qué situaciones se debe aplicar cada uno
para garantizar una mejoria completa y eficaz del paciente, ademds se debe considerar todo
factor que pueda influir en una falla farmacoldgica.?® Existen otras caracteristicas de los
medicamentos antibacterianos que influyen en la correcta eleccién del mismo : los efectos
adversos de los farmacos, las contraindicaciones y los mecanismos de resistencia realizados
por las bacterias para poder inactivar la accion del antibi6tico®.

1.2.1 Principales grupos quimicos de farmacos antimicrobianos y ejemplos de los mismos

1. Antibidticos Aminoglucdsidos: Estreptomicina; Neomicina; Amikacina;

Kanamicina; Tobramicina; Gentamicina; Espectinomicina.

-gllainis Vidal Trimifio >
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2. Antibidticos Betalactamicos:

A. Penicilinas:

e Bencilpenicilina (Penicilina G).

¢ Fenoximetilpenicilina (Penicilina V).

e Carboxipenicilinas: Ticarcilina.

¢ |soxazolilpenicilinas: Cloxacilina.

e Aminopenicilinas: Amoxicilina; Ampicilina; Bacampicilina.
¢ Ureidopenicilinas: Mezlocilina.

B. Cefalosporinas:

1"2 generacién: Cefadroxilo; Cefalexina; Cefradina; Cefalotina; Cefapirina;
Cefazolina.

2%generacién: Cefaclor; Cefuroximaaxetilo; Cefprozilo; Cefamandol; Cefonicida;
Cefoxitina; Cefuroxima.

32 generacion: Cefixima; Cefpodoximaproxetilo; Ceftibuteno; Cefditoreno;
Cefminox; Cefoperazona; Cefotaxima; Ceftazidima; Ceftizoxima; Ceftriaxona.

4'2 generacion: Cefepima; Cefpiroma.

C. Monobactamas: Aztreonam.

D. Carbapenemas: Imipenem; Carbapenem.

3.Anfenicoles: Cloranfenicol.

4. Glicopéptidos: Vancomicina; Teicoplanina.

5. Lincosamidas: Clindamicina; Lincomicina.

6. Macrélidos: Eritromicina; Espiramicina; Losamicina; Midecamicina;
Roxitromicina; Azitromicina; Claritromicina.

7. Quinolonas: Ciprofloxacino; Ofloxacino; Levofloxacino; Norfloxacino.
8. Sulfamidas: Trimetoprima; Cotrimoxazol.

9.Tetraciclinas: Doxiciclina. 30

-ﬂllainis Vidal Trimifio
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1.2.2 Mecanismos de Accion de Antibacterianos

1. Inhibicidn de la sintesis proteica a nivel ribosomal

Ej.: Aminoglucdsidos, Macrélidos, Cloranfenicol, Tetraciclinas, Lincomicinas.

Modo de accién: Estos farmacos actian uniéndose a las subunidades del ribosoma, y asi

interfiriendo en la sintesis de proteinas mediante la inhibicion de la adicién de diferentes

31 Las tetraciclinas se unen a la

aminodcidos a la cadena peptidica en crecimiento.
subunidad 30S; el Cloranfenicol, Macrélidos y Lincosamidas se unen a la 50S, y los
Aminoglucdsidos se unen a ambas subunidades.

2. Los que inhiben la sintesis de la pared bacteriana.

Ej. Penicilinas, Cefalosporinas, Bacitracina, Fosfomicina, Cicloserina, Vancomicina,
Ristocetina.

Modo de accion: Son antibidticos bactericidas que actian inhibiendo la sintesis de la pared

celular bacteriana. Inhiben la transpeptidaciéon en las etapas finales de la sintesis del
peptidoglicano, polimero esencial para la pared bacteriana. La alteracion de la pared produce
la activacién de enzimas autoliticas que provocan la destruccién de la bacteria. Por su modo
de accidn, actuan siempre en la fase de reproduccién celular, no son efectivos contra formas
latentes ni contra gérmenes que no posean pared bacteriana (por ejemplo, micoplasmas).3°

3. Los que afectan la sintesis de los acidos nucleicos y/o metabolismo. Ej.Rifampicina,

Quinolonas, Metronidazol.

Modo de accidon de las Quinolonas: Son agentes bactericidas que actdan inhibiendo

selectivamente la ADN-girasa bacteriana, enzima que interviene en el plegamiento de la
doble hélice del ADN, y que es fundamental para la estructura tridimensional correcta del
material genético.

4. Antimetabolitos.

Ej. Sulfonamidas, Diaminopirimidinas.
Son generalmente bacteriostaticas y actdan inhibiendo la sintesis del acido félico de los

organismos susceptibles. 3°

-ﬂllainis Vidal Trimifio !
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Modo de accidon Sulfonamidas: Actdan inhibiendo la sintesis del acido félico de la bacteria,

uniéndose a la dihidrosintetasa por su similitud con el acido para amino benzoico (PABA),
impidiendo la formacién del acido tetrahidrofélico

1.3 Estudios antimicrobianos

1.3.1 Generalidades

Los microorganismos que causan perjuicios a la salud humana se estdn mostrando
resistentes a la mayoria de los antimicrobianos conocidos, lo que ha incentivado aln mas la
busqueda por antibiéticos de origen natural. Actualmente en todo el mundo se vienen
desarrollando, alternativas nuevas e interesantes para darle solucién a la problematica de la
resistencia a los antibidticos y a la imperiosa necesidad de nuevos farmacos dada la escasez
de medicamentos eficaces y efectivos.

Entre estas alternativas se encuentran; la secuenciacién del genoma bacteriano que ha dado
como resultado un importante numero de blancos moleculares; el conocimiento y
aprovechamiento del mecanismo de accién de pequeiios bacteridfagos que lisan la pared
bacteriana; los productos de origen natural y sintético; entre otras.3? Extractos y aceites
esenciales de plantas se han mostrado eficaces en el control del crecimiento de una amplia
variedad de microorganismos, incluyendo hongos filamentosos, levaduras y bacterias de
donde ha sugerido usos practicos de estas actividades en humanos y animales, asi como en la
industria de alimentos.33

1.3.2 Metodologias para estudios antimicrobianos 34

Los laboratorios de microbiologia clinica pueden escoger diferentes métodos manuales y/o
semi-automatizados para realizar una prueba rutinaria de sensibilidad antibacteriana. Estos
métodos son basados en principios diferentes y no presentan igual sensibilidad, no obstante,
se pueden agrupar en tres metodologias principales: método de difusidon, método de dilucién
y bioautograficos.

- Método de difusién en agar

Los métodos de difusion son cominmente empleados como ensayos primarios para evaluar
extractos de plantas con actividad antimicrobiana. En este método, un reservorio es

impregnado con la muestra a ensayar a una concentracién conocida en superficie del agar,
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gue ha sido previamente inoculada con el microorganismo. Las placas son incubadas por
periodos de tiempo y temperaturas condicionadas por la cinética de crecimiento del
microorganismo, para posteriormente medir el didmetro de la zona de inhibicion del
crecimiento provocado por la muestra evaluada.

Este ensayo no resulta adecuado para muestras no polares o muestras que no difunden
facilmente en el agar. Ademas, no es apropiado para determinar la concentracién minima
inhibitoria (CMI), ya que resulta dificil calcular la cantidad exacta de la muestra difundida en
el interior del medio, no obstante, algunos autores reportan la CMI determinada
visualmente.

- Métodos de dilucién

En los métodos de dilucién, las muestras a evaluar son mezcladas con un medio adecuado el
cual ya contiene inoculado el microorganismo de interés. El rango de aplicacién de estos
métodos incluye extractos, sustancias puras, muestras polares y no polares. Ademas, los
valores de concentracion inhibitoria a diferentes niveles se pueden calcular a partir de una
curva concentracion-respuesta. Presentan una mayor sensibilidad, permiten diferenciar
entre un efecto bactericida y bacteriostatico, son econdmicos ya que se pueden evaluar un
gran numero de muestras, sus resultados son reproducibles y son considerados como los
métodos in vitro de referencia.

Los métodos de microdilucidon son realizados en placas estandar de 96 pocillos. Otras
ventajas con respecto a las técnicas de difusién incluyen una alta sensibilidad y el empleo de
pequefias concentraciones de muestras.

- Método bioautograficos

En los métodos bioautogréficos se determina la actividad antimicrobiana en placas de
cromatografia de capa delgada (CCD) usando tres variantes: (a) método directo, donde el
microorganismo crece directamente sobre la placa cromatografica, (b) bioautografia en agar,
los compuestos a ser evaluados son trasferidos desde la placa de CCD a una placa con agar ya
inoculada y (c) bioautografia de inmersion, en la cual el medio de agar sembrado con el
microorganismo es aplicado sobre la placa de CCD. A pesar de su alta sensibilidad, su

aplicabilidad se ve limitada a microorganismos que crecen facilmente sobre las placas de
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CCD. No obstante, estos métodos permiten una busqueda rapida “in situ” de compuestos
con potencial antimicrobiano.3*

1.4 Persea americana Mill. Generalidades

La Persea americana Mill, conocida popularmente como aguacate, pertenece a la familia de
las Lauraceas, que esta formada por 52 géneros y cerca de 3 500 especies; esta es una de las
familias mas primitivas de las dicotileddneas. La taxonomia de la Persea americana Mill es la
siguiente:1?

Reino: Vegetal

Divisién: Spermatophyta

Subdivisién: Angiospermae

Clase: Dicotyledoneae

Subclase: Dipétala

Orden: Ranales

Familia: Lauraceae

Género: Persea

1.4.1 Descripcion Botdanica

Arbol grande o de tamafio mediano, frecuentemente de 20 m de alto, con una copa muy
densa, redondeada o alargada, y ramas jovenes glabras, puberulentas o pilosas,
frecuentemente glaucas. Hojas con peciolos delgados de 2 a 6 cm. de largo, de ovaladas a
eliptica, la mayoria de 10 a 30 cm de largo, agudas o acuminadas; desiguales en la base y de
agudas a redondas, cartaceas, penninervias, verde obscuras, frecuentemente lustrosas,
palidas y glaucentes por el envés, glabras, casi glabras o pilosas, con pelos cortos vy
esparcidos, especialmente a lo largo de las nervaduras. Inflorescencias, paniculas
densamente grisaceo-puberulentas o séricas, pocas o muchas, cerca de las terminaciones de
las ramas de 6 a 20 cm de largo, pedunculadas; los pedicelos delgados, de 3 a 6 mm de largo,
perianto palido.3>

El fruto de esta planta, es una baya con mesocarpio y endocarpio carnosos que contiene una
sola semilla. Dicha semilla de Persea americana Mill representa entre el 12 — 28% del peso de

la fruta, dependiendo de la variedad y la composicion quimica.3®
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1.4.2 Habitat y zona de cultivo

Originario de América Central y el Caribe, su cultivo se ha extendido a otras regiones
tropicales y subtropicales del planeta. En Espaia, se cultiva en los valles subtropicales del
mediodia peninsular en las provincias de Granada y Malaga y en las Canarias. El aguacate
puede cultivarse desde el nivel del mar hasta los 2500 m por encima. Sin embargo, su cultivo
se recomienda en altitudes entre 800 y 2500 m, para evitar problemas con enfermedades,
principalmente de las raices. La temperatura y la precipitacidén son los dos factores de mayor
incidencia en el desarrollo del cultivo.?’

1.4.3 Composicion quimica

La fitoquimica de la especie Persea americana Mill ha sido estudiada, pero con destaque
para las hojas y el fruto. La composicidon de esta especie estad caracterizada por diferentes
grupos de metabolitos, los cuales se pueden dividir en alcanoles (también denominados a
veces "acetogeninas alifaticas"), diversos derivados que contienen anillo de furano, glicésidos
terpenoides, flavonoides y cumarinas.3®

Dentro de la especie se han reportado un grupo de metabolitos denominados
"aguacatefuranos", los cuales se caracterizan por tener en su estructura un anillo furano. Un
estudio realizado por Maynard D y Trumble J reveld la presencia en el aceite de semillas de Ia
fruta de aguacate de cuatro compuestos de esta clase, los cuales fueron nombrados: 2-
(heptadecil)-furano, 2-(1E-penta-decenil)-furano, 2(8Z,11Z-heptadecadienil) furano y el 2-
(pentadecil)-furano.?®

Los flavonoides, son uno de los metabolitos secundarios con mas amplia distribucién en el
reino vegetal. Varios representantes de este grupo han sido aislados de las hojas de dicha
especie vegetal. A partir de una infusion de las hojas de aguacate, un total de 7 flavonoides
fueron aislados por cromatografia en columna en fase reversa y sus estructuras fueron
establecidas por técnicas de espectrometria UV/vis y de RMN. Estos compuestos fueron
nombrados como: kaempferol, quercetina-3-O-a-arabinopirandsidos, afzelina, quercitina,
quercetina-3-0-b-glucopirandsido y quercetina.*®

Otros flavonoides han sido reportados para la especie, entre los cuales podemos citar:

astragalina, (-)-epicatequina*!(+)-catequina,*?apigenina'ly luteolina. 4** Como Unico
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representante de las cumarinas se encuentra la escopoletina, metabolito aislado de las hojas
de P. americana Mill. Otras clases de compuestos han sido reportados para la especie en
estudio, un estudio fitoquimico reveld que el aceite extraido de la pulpa de P. americana Mill,
presentaba entre sus principales compuestos la vitamina E glicéridos, acido oleico y un 10%
de compuestos insaponificables como esteroles y acidos volatiles.*?

De esta especie vegetal han sido identificados también los carotenoides. Se plantea que el
carotenoide predominante en este fruto es la luteina, aunque también podemos encontrar
a-caroteno, B-caroteno, zeaxantina, neoxantina y violaxantina en pequefias cantidades.*
1.4.4 Propiedades medicinales

Una gran variedad de actividades farmacoldgicas se ha reportado para los diferentes
organos (hojas, frutos, semillas y corteza) de P. americana Mill, debido a la amplia diversidad
de metabolitos secundarios presentes en la especie. Los componentes activos identificados
en la mayoria de las variedades de esta especie son similares, salvo ciertas variaciones en la
proporcidn de compuestos especificos que se pueden aislar, es por ello que las propiedades
farmacoldgicas de los extractos de diversas variedades se caracterizan por una similitud muy
significativa. ** En la literatura consultada, a las semillas del fruto de P. americana Mill se les
reportan diversas propiedades medicinales como anticonceptiva,!! cicatrizante,?
antidiarréica,'* carminativa,'* diurética,'* entre otras. Los efectos anticancerigenos in vitro de
extractos elaborados con la semilla y el epicarpio de P. americana Mill fueron evaluados. El
extracto metandlico de semilla de aguacate (100ug/mL) mostré propiedades citotdxicas
sobre la linea celular MDA-MB-231, al inducir la apoptosis. En este estudio se observé un
mayor efecto anticanceroso en la semilla, lo cual puede estar relacionado con mayor
presencia de compuestos fendlicos y flavonoides.*®

En otro estudio los extractos elaborados a partir de la semilla de P. americana Mill,
provocaron la reduccion significativa de los niveles de glucosa en sangre. En dicha
investigacion se utilizé como modelo animal ratas, a las cuales se les habia tratado
previamente con Alloxan (andlogo tdxico de la glucosa, que destruye selectivamente las
células productoras de insulina en el pancreas). Los resultados mostraron la reducciéon de

entre un 47-55% de la azucar en sangre, tras la administracion por 14 dias del extracto
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etandlico de semilla. El examen histolégico del pancreas de las ratas, confirmd el efecto
protector del mismo sobre los islotes del pancreas, corroborando su efecto antidiabético.*’
Por otro lado, investigadores asidticos estudiaron las propiedades antioxidantes de esta
especie vegetal; demostrando que la semilla tiene mayores propiedades antioxidantes que la
pulpa, lo que se puede atribuir al elevado contenido de compuestos fendlicos presentes en la
misma. En un estudio realizado por Kim y col aislaron y demostraron la presencia de dos
compuestos derivados de la persina (persenona A y B) los cuales presentaron propiedades
antioxidantes Unicas en la fruta del aguacate.* Varios estudios cientificos han indagado en
las propiedades de la semilla del aguacate para reducir el colesterol, la cual ha sido estudiada
en modelos animales a nivel de laboratorio. Extracto de semillas (125, 250 y 500 mg/kg)
redujeron significativamente colesterol total y las lipoproteinas de baja densidad (LDL).%°

A pesar del interés que se viene mostrando en utilizar cada vez mas la semilla de aguacate
para diferentes fines medicinales, aun se requieren estudios que permitan relacionar su
composicion quimica y sus productos derivados con los efectos etnofarmacoldgicos
reportados y que corroboren, ademas, algunos de los estudios realizados mediante técnicas

in vitro e in vivo.
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Capitulo I1. Materiales y métodos

Il.1 Caracteristicas generales de la investigacion

Se realizé un estudio experimental para evaluar la composicién quimica y actividad
antimicrobiana de los extractos elaborados de la semilla de Persea americana Mill. El
estudio se realizd en los laboratorios experimentales pertenecientes al Departamento de
Farmacia y Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI) de la Universidad de

Oriente sede “Antonio Maceo en el periodo de octubre de 2019 a abril de 2020.

11.2 Recoleccién y procesamiento del material vegetal

Las semillas de Persea americana Mill fueron identificadas taxondmicamente en el Centro
Oriental de Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO) de la provincia de Santiago de Cuba. Las
semillas de la planta fueron utilizadas en estado fresco, a las cuales se les retird la piel que
las cubre y luego fueron molinadas en un molino de cuchilla MRC ModeloKM700,
disminuyendo el tamafo de particula para facilitar los procesos extractivos. Finalmente se
pesaron 20g de la semilla molinada en una balanza analitica NAGEMA AVIUS2429, para la

futura preparacién de los extractos.

1.3 Obtencidn y procesamientos de los extractos vegetales

Se realizaron cuatro extractos mediante dos métodos extractivos, dos extractos por

maceracion/agitacién en una Zaranda: Extracto metandlico por maceracidén con agitacion

(EMma) y Extracto acuoso por maceracién con agitacion (EAma) y dos extractos mediante

un equipo de Soxhlet: Extracto metandlico por soxhlet (EMs) y Extracto acuoso por soxhlet

(EAs). En ambas extracciones se utilizaron dos solventes Agua destilada y Metanol.
Caracteristicas de las extracciones

-Extraccion por Soxhlet: Se realizé por medio de un aparato de Soxhlet durante 6h después

del inicio del primer vaciado. En el proceso se utilizaron 20g de la semilla previamente

molinada y 100mL del solvente.

-Extraccién por Maceracién/Agitacion: Se empled una Zaranda JP Selecta 3000974
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(Espafia). En el proceso se utilizaron 20g de la semilla molinada, que fueron colocados en un
Erlenmeyer, afiadiendo a cada 100mL del solvente. La extraccidn se realiz6 en un periodo de
24 horas.

Los cuatro extractos fueron filtrados al vacio utilizando un embudo buchner y papel de
filtro. Una vez filtrados los extractos se concentraron en un rotoevaporador KIRKA-WERKE
(Alemania) a 45°C para evitar que la temperatura pueda afectar los compuestos quimicos

presentes en los extractos.

1.4 Determinacion de la composicion quimica de los extractos de semilla de Persea
americana Mill

11.4.1 Determinacion de la composicidon quimica cualitativa

Se determind la composicion quimica cualitativa de los extractos mediante los ensayos
quimico cualitativo descritos en la técnica del tamizaje fitoquimico (Tabla I), segin Ochoa y
col’®. A continuacion se describen brevemente estos ensayos para cada uno de los
metabolitos:

- Identificacion de alcaloides: Se realizaron a través de tres ensayos (Dragendorff, Mayer y
Wagner). En el ensayo de Dragendorff, la muestra (1 mL) se evapordé a sequedad en bafio de
agua y luego se redisolvio en 1mL de acido clorhidrico al 1% en agua, finalmente se
afadieron 2 o 3 gotas del reactivo Dragendorff. Para los ensayos de Mayer y Wagner se
procedié de la forma descrita anteriormente hasta obtener la solucién acida. Aiadiendo
finalmente 2 6 3 gotas del reactivo Mayer y Wagner. Los criterios de resultado positivo leve
(+), positivo evidente (++) y positivo intenso (+++) se muestran en la tabla I.

- Identificacion de quinonas: Las quinonas fueron identificadas por el ensayo de Borntrager.
Para realizar el mismo se redisolvid la alicuota en cloroformo, agitando luego con 1 ml de
solucién de hidréxido de sodio (NaOH) al 5 % en agua, mezclando las fases y dejandolas
luego en reposo hasta la separacion. Los criterios de resultado positivo se muestran en la
tabla |

- Identificacion de cumarinas: Este grupo de metabolitos se determind mediante el ensayo

de Baljet, en el cual se le adiciond a la alicuota del extracto 1 ml del reactivo (0,5 mL Baljet 1
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+ 0,5 Baljet 2). Los criterios de resultado positivo se muestran en la tabla I.

- Identificacion de saponinas: El ensayo de espumas nos permitié determinar la presencia de
saponinas tanto de tipo esteroidal como triterpénicas. La alicuota de los extractos se diluye
en 5 veces su volumen en agua, agitdandose la mezcla fuertemente de 5 a 10 minutos.

- Identificacion de mucilagos: Una alicuota de los extractos colocada en agua se enfria de O-
59C. Se considerd positivo si la soluciéon tomaba una consistencia gomosa o gelatinosa al
tacto (Tabla l).

- Identificacion de azucares reductores: Para determinar la presencia de
azucares reductores se realizaron los ensayos de Fehling y Benedict. Para ambos ensayos la
alicuota de cada extracto se redisolvié en 1 o 2 mL de agua, adicionando luego 1 mL del
reactivo. La mezcla se calenté en bafio de agua de 10 a 30 minutos. Los criterios de
resultado positivo para ambos ensayos se recogen en la tabla I.

- Identificacion de fenoles y taninos: El ensayo de cloruro férrico nos permitié identificar la
presencia de fenoles y taninos. A la alicuota disuelta en etanol se le anade 3 gotas de una
solucién de cloruro férrico al 5% en solucién salina fisioldgica. Los criterios de resultado

positivo para este ensayo se recogen en la tabla I.

Tabla I. Ensayos para el tamizaje fitoquimico de un extracto vegetal

METABOLITOS PRUEBAS EVIDENCIA
Dragendorf (+)opalescencia
Alcaloides (++)turbidez definida

(+++)color rojo ladrillo

Mayer (+)opalescencia
(++)turbidez definida

(+++)color crema blanco o amarillo

Wagner Aparece precipitado carmelita

Quinonas Borntrager Aparece coloracién rosada (++) o roja (+++)
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Cumarinas Baljet Aparicion de coloracion (++) o precipitado rojo
(+++)
Fenoles y/o Prueba de Cambio de coloracidn
taninos Cloruro - rojo-vino: compuestos fendlicos
Férrico - verde intenso: taninos pirocatecélicos.

- azul: taninos pirogalotanino

Azucares Fehling Aparece coloracién roja o precipitado rojo
reductores
Benedict Aparicion de precipitado rojizo
Flavonoides Acido sulfurico Cambio de coloracidn
concentrado - amarilla intensa es indicativo de flavonas y
Shinoda flavonoles

- anaranjado o guinda es indicativo de
flavanonas
- rojo guinda o rojo azulado es indicativo de

calconas o auronas

Prueba de Aparece coloracion amarilla o naranja
alcali

Saponinas Prueba de Aparece espuma de mas de 2 mm por varios
espumas minutos

11.4.2 Determinacion cuantitativa de metabolitos en los extractos

Para la evaluacion cuantitativa se consideraron algunos de los metabolitos secundarios que
se identificaron cualitativamente en el tamizaje fitoquimico, como: carbohidratos, proteinas
totales, fenoles totales, flavonoides totales expresados en % del extracto concentrado. Se
generaron curvas de calibracién empleando cada una de estas sustancias estandares.
11.4.2.1 Determinacion de proteinas

Para la determinacién de proteinas de los extractos de Persea americana Mill se realizé el
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método de Lowry (1951)>1. Las muestras se incubaron con el reactivo de Lowry durante 10
minutos. Este reactivo esta compuesto por dos soluciones que se mezclan en el momento
de su utilizacién y que son las siguientes:

A: Carbonato sddico en Hidréxido de Sodio al 0.4%.

B: Sulfato cuprico al 0.5%. En Citrato de sodio al 1%
50 ml de Reactivo A+ 1ml de Reactivo B= Reactivo C
En el momento de su uso, se mezclaron 3 ml de reactivo C con 0,2mL de muestra y 0,6 ml
de H,O destilada. Luego de pasados los 10 minutos, se les afiadié 0,3mL de reactivo Folin-
Cicalteu, dejandolo reposar por un tiempo de 30-60 minutos. La absorbancia se midié a
650nm. Para la confeccion de la curva patrdn, se utilizé albumina de suero bovino (BSA)con
el empleo de un intervalo de concentraciones de BSA por mL del extracto.

11.4.2.2 Determinacion de carbohidratos

El ensayo se realizd por el método fenol-sulfurico (Duboisl956).525e mezclaron 0,5 mL de las
muestras con 0,5ml de Agua destilada y 0,5mL de fenol al 5% en tubos de ensayo,
colocdndolo en una gradilla sumergida en un bafio de agua fria. A los tubos de ensayo se le
afiadié 2,5 ml de Acido Sulfurico concentrado y se dejé reposar por 30 min. La absorbancia
se medid en un espectrofotémetro UV/VIS (Genesys, Alemania) a una longitud de onda de
490 nm. La curva de calibracién se realizé utilizando glucosa en concentraciones de 100-900
ug/mL.

11.4.2.3 Determinacién del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales presentes en los extractos de la semilla de Persea americana

Mill se determind por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (soluciéon de acido

fosfomolibdico y acido fosfowolframico), segun Palomino y col en el afio 2009, con algunas

modificaciones.>3

Para ello se adicionaron en un tubo de ensayo 500uL de solucidon de los extractos de la

semilla y 250 pL de Solucién de Folin al 10%, dejandolo reposar durante 5min. Posteriormente

les fue agregado 1,250ml de Bicarbonato de Sodio al 20%. Luego de reposar durante 2 horas

se leydé en un espectrofotémetro la absorbancia a 760nm.
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Se uso una solucién de acido galico (Sigma-Aldrich®) entre80-240 mg/mL para construir la
curva de calibracion. De esta forma se cuantificara la cantidad de compuestos fendlicos
solubles totales presentes en el extracto.
11.4.2.2 Determinacion del contenido de flavonoides
La cuantificacién del contenido de flavonoides totales se realizd empleando el método de
Kumazawa y col en el afio 2004°%,
Este método consiste en mezclar una alicuota de 0,5 mL de disolucién de los extractos de
aguacate, con 0,5 mL de solucion etandlica de cloruro de aluminio (AICl3) al 2%. Después de
una hora de incubacion a temperatura ambiente, la absorbancia fue medida a 420 nm en un
espectrofotémetro UV/VIS Genesys 10S.
Se us6 una solucion de Quercitina (Sigma-Aldrich®) entre5-25ug/mL, para construir la curva
de calibracién. La cuantificacion de flavonoides se realizé en funcién del porciento de
compuestos fendlicos.
11.5 Evaluacion de la actividad antimicrobiana
De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de la elaboracidn de los diferentes extractos
de la semilla de Persea americana Mill se evalud la potencial actividad antimicrobiana de los
extractos, en base a la determinacion de las concentraciones de metabolitos secundarios
gue le confieren fundamentalmente esta actividad.

- Screening antimicrobiano
La actividad antimicrobiana se evalud por el método de microdilucidon con resazurin en
microplacas de 96 pocillos.>® En cada pocillo se agregaron 10 plL del extracto vegetal
evaluado a diferentes concentraciones (1.024 mg/ml, 512ug/ml, 256 pg/ml, 128 ug/ml, 64
ug/ml, 32 pg/ml, 16 pg/ml) y se completé con 190 pl de la suspensién bacteriana en
Mueller-Hinton (5 x 10* CFU/mL para P. aeruginosa y 5 x 103 CFU/mL E. coli).
Las microplacas fueron encubadas por 24 horas a 37°C y luego se afiadido 50 pg/mL por
pocillo de resazurin y encubados nuevamente. Luego del segundo periodo de incubacion
(Pseudomona 30 min, E. coli: 45 min) las microplacas fueron medidas (fluorescencia (Aex=
550 nm, Aem= 590 nm) en un lector de microplacas TECAN GENios, Germany. Durante el

ensayo se utilizé un farmaco de referencia como grupo control: Doxiciclina para el estudio
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con E. coliy Ciprofloxacino en el ensayo de P. aeruginosa.

11.6 Procesamiento de la informacion

Para el procesamiento matemadtico y andlisis estadistico de los resultados sera utilizado el
software Microsoft Excel contenido en el paquete Microsoft Office 2007, para la elaboracién
de tablas y graficos. Se utilizé el programa estadistico GraphPad Prism 7 (Windows, V.7.04,
2017). Los resultados fueron analizados estadisticamente y expresados como la media * la
desviacién estandar (SD). Se realizé un ANOVA de clasificacion simple acoplado al test de

Tukey para determinar si existian diferencias significativas entre los grupos.
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Capitulo 111 Resultados y discusion.

Las plantas medicinales constituyen un amplio arsenal terapéutico para el ser humano,
avalado por miles de anos de practica tradicional utilizando diferentes partes de la planta
para estos fines. El tratamiento de enfermedades infecciosas ocupa un lugar cimero dentro
de las patologias mas frecuentemente tratadas con remedios herbarios. Esto, unido al uso
indiscriminado de algunos antibidticos, resalta el interés en seguir explorando nuevas
fuentes de metabolitos activos que exhiban potencial actividad antimicrobiana. De ahi que el
presente estudio esté dirigido a explorar el potencial antimicrobiano de extractos derivados
de la semilla de aguacate y su posible relacién con los constituyentes activos presentes en
estos productos.”

l1l.1. Analisis quimico cualitativo de los extractos

Los resultados del tamizaje fitoquimico a los extractos de semillas de Persea americana Mill
permitieron determinar la posible composicion quimica cualitativa a través de las diferentes
reacciones realizadas para cada grupo de metabolitos (Tablas Il). El estudio fitoquimico
demostro la existencia de alcaloides en todos los extractos, solo en el caso del extracto EAs,
resulté positivo al ensayo de Wagner, para los otros extractos se observé un cambio de
coloracién no descrito en la literatura, resultando una evidencia negativa. El resto de los
ensayos utilizados para la determinacidén de este metabolito fueron positivos en los cuatro
extractos evaluados.

La coloracién verde intenso obtenida en el ensayo del cloruro férrico sugiere la posible
presencia de taninos del tipo pirocatecdlicos en los cuatro extractos. Nuestros resultados son
semejantes con otros estudios fitoquimicos realizado por investigadores mexicanos, los
cuales destacaron entre sus principales metabolitos a los taninos, presente en los extractos
acuoso y alcohdlico de la semilla de esta fruta.>® Los taninos también han sido estudiados en
otras partes del fruto; Jiménez M vy Lazo E identificaron mediante tres métodos cualitativos
(reactivos ferrocianuro de potasio, cloruro férrico y tricloruro de hierro) la presencia de

taninos en el epicarpio del aguacate.>’
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Tabla Il. Resultado del tamizaje fitoquimico para los extractos de semilla de Persea americana Mill

Metabolitos Ensayos EAma EAs EMma EMs
Alcaloides Dragendorff - + - -
Mayer + + +++ +++
Wagner + + +++ +++
Saponinas Espuma + - + -
Azucar reductor  Fehling + + + +
Benedict + + + +
Carbohidratos Molish + + + +
Compuestos Cloruro férrico + + + +
fendlicos y Verde Verde Verde Verde
taninos intenso intenso intenso intenso
Aminoacidos Ninhidrina N/R N/R + +
libres y aminas
Quinonas Ensayo de N/R N/R + +
Borntrager
Cumarinas Baljet N/R N/R +++ +++
+ + + +
Acido sulfuric (Coloracién (Coloracién  (Coloracién (Coloraci
concentrado naranja) naranja) amarillo on
intenso) naranja)
Flavonoides + + + +
Shinoda (Coloracion (Coloracion (Coloracién (Coloraci
amarillo- amarillo- amarillo on

!-'Ilainis Vidal Trimino
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naranja) naranja) intenso) amarillo-
naranja)
+ + - -
Alcalis (Coloracién (Coloracién  (Coloracién (Coloraci
amarillo) naranja a purpura) on
rojo) purpura)

La identificacién de flavonoides se realizdé mediante tres ensayos: Acido sulfurico
concentrado, Shinoda y Alcalis. El ensayo con Acido sulfdrico concentrado mostré una
coloracion naranja, indicativa de la presencia de flavononas para tres de los extractos (EMs,
EAs y EAma) mientras que en el extracto EMma se evidencia la presencia de flavonas y
flavonoles mediante la aparicién de una colacién amarillo intenso. Mediante el ensayo de
Shinoda se detectd la presencia de flavonas para todos los extractos y nuevamente se
obtuvieron diferencia en EMma donde se identific6 ademds la posible presencia de
isoflavonas como se muestran en la tabla Il. Mientras que en cambio de coloracion evidencié
la presencia de calconas y flavonol para los extractos EAma y EAs respectivamente, en el
ensayo de Alcalis, el cual resulté negativo para los extractos metandlicos, lo cual puede estar
asociado a la presencia de quinonas, considerada una interferencia en este ensayo ante la
aparicién de coloraciones de rojo a purpura.

En relacidn a los grupos de metabolitos pertenecientes a azlcares reductores vy
carbohidratos, se obtuvieron resultados positivos para cada uno de los ensayos en los
extractos vegetales. Estos metabolitos han sido cuantificados por investigaciones
precedentes en diferentes drganos de la planta.>’

Por ultimo, la identificacién de saponinas se realizd mediante el ensayo de espuma el cual
resulté positivo solo para los extractos elaborados por el método de maceracion/agitacion
(EAma, EMma) independiente del solvente utilizado. Las saponinas fue el Unico grupo de
metabolitos que no se detecté en el extracto obtenido por el método de Soxhlet. Estos
compuestos generalmente se encuentran en forma de glucdsidos (porcién polar) y son

termoestables. No obstante, durante el proceso de extraccién con Soxhlet y producto de las
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condiciones térmicas, es probable que ocurra una hidrélisis del glucdsido, lo que provoca la
pérdida de sus propiedades tensoactivas, base del fundamento del ensayo de espuma que se
utiliza para la determinacién de estos metabolitos.

No se aprecian diferencias en la composicidon quimica cualitativa de los extractos, lo que
evidencia que ambos métodos y solventes logran la extraccion de la mayoria de los
metabolitos presentes en las semillas de P. americana Mill, no obstante, pueden existir
diferencias en las cantidades que se logran extraer de estos compuestos. Ademas, la
composicidn quimica cualitativa para los extractos coincide con lo reportado en la literatura
consultada para esta especie.

En un estudio realizado en Ecuador, se determind cualitativamente mediante un tamizaje
fitoquimico la presencia de saponinas, alcaloides, flavonoides y taninos en un extracto
alcohodlico de semillas de P. americana Mill. En relacién a los flavonoides y taninos su
presencia quedd confirmada ademads por el estudio cromatografico realizado al extracto
empleando placas de silica Gel.'! En otro estudio realizado a dos extractos de polaridad
diferente (metanol y hexano) de semillas, nuevamente se reportan la presencia de
flavonoides, antocianinas, taninos condensados y alcaloides en el extracto metandlico.>® El
analisis de Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de Masa realizado al extracto hexanico
permitié la identificacién de acido palmitico (21,3%), acido palmitoleico (1,6%), acido
estedrico (2,2%), acido oleico (24,1%) y acido linoleico (27,6%), son un grupo de metabolitos
ampliamente reportados para este especie. De este mismo extracto fueron aislado por
cromatografia en columna los compuestos 1 ,2,4-trihidroxi-nonadecano y el B-sitosterol, los
cuales se identificaron mediante técnicas de Resonancia Magnética Nuclear 1H y 13C (RMN
1Hy 13C).>°

Dentro de la variedad de metabolitos reportados para la especie en otros estudios, los
compuestos fendlicos son uno de los mas citados. Algunos fenoles como los tocoferoles
fueron identificados en extractos cetdénicos de la fruta de aguacate.”® Por otro lado cabe
resaltar la presencia en las semillas y en la pulpa, de un grupo de alcoholes alifaticos

conocidos también como acetogeninas alifaticas a los cuales se les asocia muchas de sus
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propiedades bioldgicas, 3%4* estos compuestos no fueron identificados cualitativamente en
los extractos, pues no se reportan ensayos quimicos cualitativos para su deteccién.

111.2 Analisis quimico cuantitativo de los extractos

La caracterizacion quimica cuantitativa de los extractos de la semilla de P. americana Mill se
realizdé en base a la determinacién de las concentraciones de algunos metabolitos
secundarios, previamente identificados en el analisis cualitativo, y que pudieran conferirle
actividad biolégica.

111.2.1 Determinacion del contenido de proteinas y carbohidratos

Las proteinas son compuestos cuya caracteristica diferencial de los otros macronutrientes es
gue son “nitrogenados”, conformados por cadenas de residuos aminodcidos. Mientras que
los carbohidratos, son sustancias producidas en el metabolismo primario de las plantas; los
mismos poseen un grupo carbonilo (grupo funcional) intacto, y a través del mismo pueden
reaccionar como reductores con otras moléculas.®

La cuantificacién de las proteinas presentes en los extractos de semilla de aguacate se realizd
por el método de Lowry (1951).°! Durante el ensayo se combina la reacciéon de los enlaces
peptidicos de las proteinas con los iones cupricos en medio alcalino y la reaccién de los
grupos aromaticos con el reactivo de Folin-Ciocattean, con la consiguiente formacién de
nuevo complejo color azul. La concentracidn de proteinas fue calculada en base a la curva de
calibracion obtenida al emplear como patron Albumina de Suero Bobino (BSA), donde se
obtuvo la ecuacién: y = 2,621x + 0.0298 con un coeficiente de determinacion (R? = 0,999).

Por otra parte, el método de fenol-sulfurico (Dubois 1956)°? permitié la cuantificaciéon del
contenido de carbohidratos presentes en los extractos. La sustancia patrén utilizada para
construir la curva de calibracion fue la Glucosa, y se obtuvo la siguiente ecuacién:

y =11.545 x + 0.0962 con un R?>=0,98

La tabla lll muestra la cuantificacion de proteinas y carbohidratos en los cuatro extractos
evaluados. Los extractos metandlicos evidencian una mayor concentracion de proteinas que
los extractos acuosos. Mientras que la cantidad de carbohidratos resulté similar en todos los

extractos independientemente del solvente utilizado.
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Tabla Ill. Cuantificacidn de proteinas y carbohidratos en los extractos de semilla de P. americana Mill.

EAma EAs EMma EMs
Proteinas (%) 11.22 19.06 35.95 37.49
Carbohidratos (%) 21.8 37.04 34.8 37.2

La concentracién de proteinas obtenidas en nuestros extractos es superior a la reportada en
la bibliografia. Egbuonu A y col (2018)%! determinaron la composiciéon cuantitativa de un
extracto etandlico de semilla de aguacate, la concentracién de proteinas determinada fue de
2.64 + 0.01 % del extracto, igualmente Vinha y co [°? identificaron concentracidn de proteinas
de 2.1910.16% para extractos etandlico.

Los carbohidratos fueron identificados en todos los extractos, siendo de los metabolitos
estudiados el que se encuentra en mayor concentracidn. Investigaciones precedentes
evidencia la alta concentracion de este metabolito en diferentes extractos de P.americana
Mill, planteando que esta fruta y en especial la semilla puede ser wuna fuente de
carbohidratos con un alto valor energético. >° 6061

111.2.2 Determinacidn del contenido de fenoles totales

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
con diferentes estructuras, propiedades quimicas y actividad bioldgica, englobando mas de
8000 compuestos distintos. Entre los mas representativos se encuentran los taninos, aun
cuando otros grupos quimicos también lo presentan en su estructura como son los
flavonoides y cumarinas. ©3

La cuantificacion de los fenoles totales presentes en los extractos de P. americana Mill se
realizé por el método de Folin-Ciocalteu. Durante el ensayo se observé que las muestras
presentaron un cambio de color de amarillo tenue a azul oscuro, indicando la reduccién del
reactivo Folin-Ciocalteu ante la presencia de compuestos de tipo fendlicos en los extractos.
Estos valores fueron calculados en base a la curva de calibracidn obtenida, empleando como
patron Acido galico, donde se obtuvo la ecuacion:

y =41.993x - 0.0381 con un R?=0,999.
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Tabla IV. Cuantificacidn de compuestos fendlicos y flavonoides en los extractos de semilla de P.

americana Mill.

EAma EAs EMma EMs
Compuestos fendlicos (%) 1.48 1.54 6.10 36.75
Flavonoides (% del total de 52.33 61 5.89 6.65
compuesto fendlicos)

Los resultados muestran que la concentracion de compuestos fendlicos en los extractos
metandlicos fue superior a la de los extractos acuosos, independientemente del método de
extraccion utilizado. Comportamiento similar observaron Koto-te-Nyiwa Ngbolua y col®
logrando una mayor cuantificacién de fenoles en extractos etanélico y metandlicos de hojas
de P. americana Mill y Mangifera indica L. Investigaciones precedentes plantean que el
contenido fendlico total y el potencial antioxidante y antimicrobiano de extractos de
aguacate pueden ser afectado por el disolvente de extraccién y la variedad utilizada de esta
fruta.®®

Los compuestos fendlicos han sido reportados en varios érganos de la planta, dentro de lo
cual resaltan la semilla. Vinha y col %2 reportan mayor concentracién de compuestos fendlicos
para las semillas (704.0 mg/100 g) al comparar con la pulpa y la piel del aguacate (410.2,
679.0 respectivamente). Ademas, han sido aislados de la semilla de aguacate algunos
compuestos fendlicos fundamentalmente derivados de (epi) catequina.

Sin embargo, la cuantificacion de compuestos fendlicos en nuestros extractos resulto inferior
a la reportada por otros autores. Wang y col los determinaron la cantidad de compuestos
fendlicos presentes en la semilla y pulpa de aguacate mediante el ensayo de Folin—Ciocalteu,
reportando 88,2 y 1.3 mg/g equivalente a 4cido gélico respectivamente. 3

La diferencia observada en el contenido de compuestos fendlicos entre nuestros extractos y
los reportados en la bibliografia puede atribuirse a las diferencias medio ambientales del
lugar de colecta de la planta (clima, temperatura, localizacién) asi como el tiempo de

recoleccion de la fruta.
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111.2.4 Determinacidn del contenido de flavonoides
La cuantificacién del contenido de flavonoides se determiné por el método de Kumazawa y
col 2004.>* En esta técnica el cation de aluminio forma complejos estables de color amarillo
con los flavonoides, que producen en el analisis espectrofotométrico un desplazamiento
hacia longitudes de onda mayores y una intensificacién de la absorcion.
El contenido de proteinas en los extractos fue calculado en base a la curva de calibraciéon
obtenida al emplear como patrén la Quercitina, donde se obtuvo la ecuacién:

y =18.82x + 0.0003 con un R?=0,97.
El contenido de flavonoides, fue cédlculo en funcién de la cantidad de compuestos fendlicos
para cada extracto.
La concentracidon de flavonoides expuestos en la tabla IV presenta un comportamiento
diferente al observado en el contenido de fenoles totales. Los resultados muestran que en
los extractos acuosos mas del 50% de los compuestos fendlicos identificados corresponde a
los flavonoides, mientras que en los extractos metandlicos el porciento de cuantificacidon de
flavonoides fue notablemente menor, lo que sugiere la presencia en dichos extractos de
otros compuestos fendlicos como los taninos, cumarinas entre otros.
Los flavonoides, son uno de los metabolitos secundarios con mas amplia distribucién en el
reino vegetal. Varios representantes de este grupo han sido aislados de las hojas y semillas
de P. americana Mill principalmente los derivados de quercetina (quercetina-dihexdsido,
quercetina-pentosidohexdsido, quercetina-glucurénido), ademas otros flavonoides como
kaempferol y afzelina fueron aislados de hojas de aguacate. 2% 56
Estudios precedentes abordan las propiedades antimicrobianas de algunos flavonoides. Se
plantea que las flavonas presentan accion antimicrobiana, aunque a concentraciones muy
elevadas en comparacion con los antibiéticos. No obstante, se han encontrado que algunas
flavanonas de citricos presentan actividad frente a bacterias como: Staphylococcus aureus,

Escherichia coliy Bacillus typhosus.®”
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111.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

El excesivo e inapropiado uso de los antibidticos en el tratamiento clinico ha
incrementado la resistencia bacteriana y en este sentido las plantas son una atractiva
alternativa, pues cuentan con una variedad de compuestos quimicos que le confieren
propiedades medicinales. Es por esto que en correspondencia con los resultados
obtenidos en la caracterizacidn quimica cualitativa y cuantitativa de los extractos de la
semilla de Persea americana Mill, se decididé evaluar la potencial actividad antimicrobiana de
los mismos.

La figura 1 muestra la actividad de los extractos de semilla de aguacate frente a Escherichia
coli. En sentido general, los resultados evidencian que los extractos metandlicos logran
inhibir el 50% de crecimiento microbiano a concentraciones superior a 512 pg/ml,
evidenciandose que no existe diferencia estadistica significativa entre los resultados de los
extractos metandlicos a altas concentraciones y los del farmaco utilizado como control
positivo (Doxiciclina) a bajas concentraciones. Estos resultados muestran una posible
actividad antibacteriana a concentraciones superior a 512 ug/ml, mostrando una actividad
farmacoldgica débil e inferior al comparar con algunos farmacos sintéticos.

Investigaciones precedentes han reportado los efectos de diferentes especies vegetales
como Cinnamomum zeylanicum (canela), Syzygium aromaticum (clavo), Eucalyptus
camaldulensis (eucalipto) y Psidium guajava (guayabo); sobre la viabilidad de E. coli. Estas
plantas pertenecen a las Familias Lauraceae y Myrtaceae y se destacan en ella la presencia
de metabolitos secundarios como flavonoles, taninos y alcaloides que pudieran estar
relacionados a la actividad farmacoldgica evaluada.®®

En contraste otros autores plantean que la baja actividad de extracto vegetales sobre
bacterias como E. coli (Gran negativa) puede estar relacionado con las caracteristicas de su
membrana celular. Generalmente las bacterias Gram positivas son mas sensibles que las
bacterias Gram negativas, pues estas ultimas poseen una membrana exterior rica en
polisacaridos que dificulta el paso de sustancias lipofilicas hacia el interior del

microorganismo.%70
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Figura 1. Efectos de los extractos de Persea americana Mill sobre la viabilidad de E. coli

(*)Indica diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones (Test de Tukey,
p<0,05)
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Por otra parte, los extractos acuosos evaluados durante la investigacién no presentaron
actividad a ninguna de las concentraciones ensayadas (Figural). Estos resultados pudieran
estar relacionados con el solvente seleccionado. Durante los procesos de extraccién la
polaridad del solvente influye en la solubilidad de la sustancia activa, lo que puede conducir
a diferencia en su composicion quimica y en consecuencia en su actividad bioldgica. El
anadlisis cualitativo mostré una semejante composicion quimica en los cuatro extractos,
mientras que el anadlisis cuantitativo evidencia la mayor concentracion de metabolitos como
los compuestos fendlicos en los extractos realizados con metanol. Lo cual podria ser la razén
por la cual en los extractos acuosos no se aprecia efecto sobre el crecimiento bacteriano,
propiedad que puede estar relacionada a la concentracion de estos metabolitos
secundarios.

Los resultados obtenidos en nuestra investigacion exponen un comportamiento similar a

otros estudios. Chia and Dykes (2010) evaluaron dos extractos (etandlico y acuoso) de

semilla y piel de Persea americana Mill sobre un grupo de bacterias Gran positivas y Gran

negativas. Los resultados mostraron mejores propiedades antibacterianas para los

extractos etandlicos, mientras que el extracto acuoso solo presentd actividad frente a

Staphylococcus epidermidis.”?

En 2015 Cabrera J, presenté la resistencia de E. coli tanto al extracto etandlico de la semilla

de Persea americana Miller var. Hass “palta” como al ciprofloxacino. Los autores hacen

referencia a que refieren que existe una mayor inhibicidén de los extractos con polifenoles

en bacterias Gram positivas que en bacterias Gram negativas, debido a la sensibilidad de

las bacterias Gram positivas frente a especies y extractos. Mientras que la resistencia de E.

coli puede estar relacionada con la superficie hidrofilica de su membrana externa.”?

En la figura 2 se describe el efecto de los extractos de semilla de aguacate, sobre la

viabilidad de Pseudomonas aeruginosa. Los resultados evidencian nuevamente que los

extractos acuosos no presentan actividad frente a estos microorganismos.
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Figura 2. Efectos de los extractos de Persea americana Mill sobre la viabilidad de P. aeruginosa

(*) Indica diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones (Test de Tukey,
p<0,05)
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En contraste los extractos metandlicos influente significativos en la disminucién de la
viabilidad, logrando inhibir mas del 50% del crecimiento bacteriano a concentraciones de
32ug/mL.

La figura 2 muestra que existe diferencia estadisticamente significativa entre los resultados
a igual concentracién entre el extracto metandlicos y el control positivo; evidenciandose
una actividad antibacteriana mds potente para los extractos metandlicos a bajas
concentraciones que para el antibidtico a concentraciones semejante. Esto constituye un
punto de partida para investigaciones futuras y permite inferir que puede resultar mas
conveniente un extracto total de una parte de la planta completa, que un principio activo
aislado, dado que al existir un conjunto de compuestos quimicos actuando sinérgicamente,
podrian aumentar la mortalidad del microorganismo, y probablemente disminuiria la
probabilidad que éstos desarrollen resistencia a una gran mezcla de ingredientes activos.
Reportes previos demuestran las propiedades antibacterianas de varios érganos de P.
americana Mill, utilizando diferente técnica experimental. Owusu Boadi y col compararon
la actividad antimicrobiana de extractos de hoja de Persea americana Mill, mediante
extraccién con diferente solvente (Metanol, Acetato de etilo, Cloroformo y Ether). El
extracto metandlico mostré los mejores resultados del estudio (activo frente a Escherichia
coli, Salmonella typhi, Streptococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa). Ademas, los
investigadores observaron que la polaridad del solvente ejercia un gran impacto en la
actividad farmacoldgica, pues el efecto antimicrobiano decrecia a medida que decrecia la
polaridad del solvente.®°

En 2018 Halil Biyik y col evaluaron nuevamente las propiedades antibacterianas de la hoja,
mediante el método de Difusién en Agar. Los resultados evidenciaron una actividad
moderada para los extractos metandlico y etandlico frente a bacterias como Streptococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa, con un halo de inhibicién del crecimiento bacteriano de
10-11 mm.”3

A pesar de que ambos extractos metandlicos disminuyeron la viabilidad de P. ageruginosa,
observandose un porcentaje de viabilidad inferior a un 50%, es apreciable que existe un

efecto ligeramente mayor en EMma, resultado que puede estar asociado a las caracteristicas
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propias del método de extraccion seleccionadas.

La maceracién con agitacion es un método general de extraccién, simple y que no emplea
agente fisico; en cambio la extraccién con Soxhlet resulta un método de extraccién continua
que emplea el calor como agente fisico y logra la extraccion exhaustiva de metabolitos del
material vegetal. Este tipo de extraccion al emplear calor puede provocar la alteracién y/o

7% por lo que, aunque las cuantificaciones de

degradacion de metabolitos termolabiles;
algunos metabolitos fuera mayor en EMs, utilizar este método de extraccion, pudo propiciar
la disminucién de otros metabolitos con propiedades antibacterianas.

La actividad antimicrobiana mostrada por los extractos metandlicos (Fig. 1 y 2) puede estar
relacionada a la presencia de metabolitos previamente identificados para esta especie
vegetal. Se expone en la literatura cientifica que metabolitos como las cumarinas, quinonas y
carbohidratos pueden causar la muerte bacteriana por inhibicion de la sintesis de ADN o
ARN. 7>

Scalbert y col, plantean que los taninos actian como inhibidor enzimatico microbiano de las
enzimas extracelulares, impidiendo la sintesis de compuestos necesarios para el crecimiento
microbiano y causando dafio importante a través de la inhibicién de procesos metabdlicos en
muchas bacterias. La presencia de metabolitos como los taninos y cumarinas puede estar
relacionada a la elevada actividad mostrada por EMma, cuyo analisis quimico cuantitativo
permite inferir la presencia de diversos compuestos fendlicos en el extracto. 7®

Los flavonoides presentes en ambos extractos estudiados, son metabolitos a los cuales se le
atribuyen propiedades antimicrobianas. Como se expuso anteriormente se han reportado el
aislamiento de diferentes flavonoides de la semilla y otras partes del fruto de P. americana,
los cuales podrian conferir propiedades farmacoldgicas a los extractos. Se plantea que los
flavonoides y polifenoles presentan actividad antimicrobiana debido al nimero de grupos
hidroxilos que tiene el derivado fendlico y cierto grado de lipofilia, produciendo una
inhibicidn enzimdtica posiblemente por acciéon sobre los grupos sulfihidrilos de sus
aminodcidos de cisteina, o por medio de reacciones mas inespecificas con proteinas

bacterianas.”?
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Por otro lado, otros autores sugieren otros mecanismos por los cuales productos derivados
de planta pudieran ejercer actividad frente a bacterias. Estos mecanismos estdn relacionados
a la presencia de grupos fendlicos como los flavonoides, taninos y cumarinas. Estos grupos
funcionales posibilitan la interaccién con las membranas y otros sitios de accién en las
bacterias como las vias biosintéticas de macromoléculas y enzimas.”” 78

En un estudio realizado al aguacate mexicano (Persea americana var. drymifolia) que tiene
un amplio uso en medicina tradicional; se obtuvo la presencia de un péptido antimicrobiano
(AMP) que inhibid la viabilidad de S. aureus a partir de 50 g/ml de proteina total (27-38%), y
que fue mas evidente a 100 g/ml (52—65%). Estos resultados son el primer informe que
muestra la actividad antimicrobiana de una defensiva producida por el aguacate y sugiere
que este AMP podria utilizarse en el control de patégenos. °

Un andlisis integral de los resultados obtenidos, evidencia que los dos extractos metandlicos
de las semillas de Persea americana Mill constituyen candidatos para seguir siendo objeto de
estudios de investigaciones que profundicen y avalen sus propiedades medicinales, dirigido

fundamentalmente a corroborar su actividad antimicrobiana.
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Conclusiones

1. La composicion fitoquimica del extracto de semilla de P. americana resultd ser
semejante para todos los extractos, dada por la presencia de quinonas, saponinas,
taninos, alcaloides y diferentes flavonoides. La cuantificacion de metabolitos fue
mayor para los extractos elaborados con metanol independientemente del método
de extraccion utilizado.

2. Los extractos metandlicos de la semilla de aguacate resultaron ser los Unicos que
mostraron moderada actividad antibacteriana frente a Escherichia coli y una potente
actividad para Pseudomonas aeruginosa a concentraciones inferiores que las

reportadas para el control de referencia.
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Recomendaciones

- Evaluar la actividad antibacteriana de extractos de semilla de Persea americana
Mill sobre otras bacterias.
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