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EFECTO REGULADOR DE LOS ACIDOS GRASOS DE SEMILLAS
OLEAGINOSAS EN ELSISTEMA DE PERCEPCION DE QUORUM DE

Chromobacterium violaceum.

Macrina Pérez Lopez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015.

RESUMEN
La inhibicion de la comunicacién bacteriana por medio de la interrupcion de los
sistemas de percepcion de quérum (SPQ), se ha planteado como una alternativa
para tratar infecciones sin generar resistencia. En la ultima década se ha descrito
gue moléculas del tipo de los acidos grasos (AG) pueden actuar como autoinductoras
de SPQ y de esta manera regular la expresion de factores de virulencia en bacterias
patbgenas tanto de animales como de plantas. De manera interesante se ha
publicado que AG presentes en la carne y la leche, asi como de algunos organismos
marinos y cianobacterias, pueden actuar como moléculas inhibidoras de SPQ (I-
SPQ) en determinados géneros bacterianos. Tomando en cuenta lo anterior, en este
trabajo se investigd el efecto de los aceites ricos en AG de semillas de amaranto,
chia y girasol sobre el SPQ de la bacteria Chromobacterium violaceum. Estos
ensayos se realizaron in vitro e in vivo. Los estudios in vitro mostraron que los tres
aceites tienen actividad I-SPQ al inhibir la produccion de violaceina y la actividad de
la exoproteasa alcalina, sin afectar la viabilidad de la bacteria. El andlisis de los
aceites mediante cromatografia de gases/espectrometria de masas, revelé una
composiciéon similar de AG, pero con diferencias en sus proporciones. A través de un
estudio de relacion estructura-actividad, se identifico a los AG saturados, laurico,
miristico y estearico como los responsables de la actividad I-SPQ, pero también se
identifico a los AG insaturados, oleico, linoleico, linolénico, araquidonico y cervonico
con actividad bactericida, la cual esta relacionada con niumero de insaturaciones en
la cadena. El analisis de acoplamiento molecular (“docking”) mostro que puede existir
una posible interaccion entre el sitio activo de la proteina receptora (CviR) y los AG

saturados. Esta interaccién puede ser la causante de la I-SPQ en C. violaceum,
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debido a un efecto antagonico de los AG saturados en el sitio activo de CviR. Para
los ensayos in vivo se desarroll6 un modelo de infeccion con C. violaceum en
ratones. Mediante el cual se identificO que el consumo por los animales de semillas
de girasol, asi como del aceite retrasé la muerte y aumento la supervivencia de los
animales. Aun falta definir cual de los dos posibles efectos (I-SPQ o bactericida) de
los AG, es el implicado en la actividad registrada en este modelo. Parece ser que una
alta proporcion de AG insaturados y una baja de &cido palmitico en el aceite de
girasol, pueden estar involucrados en la proteccion ante la infeccion con C.

violaceum en los ratones.

Palabras clave: Percepcién de quérum, Amaranthus hypochondriacus, Salvia hispanica,
Helianthus annuus, acidos grasos, inhibicion de la percepcion de quérum.

Xiv



REGULATORY EFFECT OF FATTY ACIDS OF OIL SEEDS IN THE QUORUM
SENSING SYSTEM OF Chromobacterium violaceum.

Macrina Pérez Lopez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2015.

ABSTRACT
The inhibition of bacterial communication through disruption of quorum sensing
systems (QSS) has been proposed as an alternative to treat infections without
causing resistance. In the last decade, it has been reported that molecules of fatty
acid (FA) type can act as autoinducers of QSS and thus regulate the expression of
virulence factors in pathogenic bacteria both animals and plants. Interestingly, it has
been reported that FA in meat and milk, as well as some marine organisms and
cyanobacteria, can act as inhibitory molecules of QSS (QSS-I) in certain bacterial
genus. Taking into account the above, in this study the effect of oils of amaranth, chia
and sunflower seeds rich in FA was investigated on the QSS of Chromobacterium
violaceum bacterium. These assays were performed in vitro and in vivo. In vitro
studies showed that the three oils have QSS-I activity by inhibiting the production of
violacein and alkaline exoprotease activity, without affecting the viability of the
bacterium. Analysis of the seed oils by gas chromatography/mass spectrometry,
revealed a similar composition of FA in oils, but with differences in their proportions.
Through a structure-activity relationship study, saturated FA, lauric, myristic and
stearic were identified as responsible of QSS-I activity, but also unsaturated FA were
identified, oleic, linoleic, linolenic, arachidonic and cervonic with bactericidal activity,
which is related to the number of unsaturations in the chain. The analysis of
molecular docking showed that there may be a potential interaction between the
receptor protein (CviR) and saturated FA in the active site. This interaction may be
the cause of the QSS-I in C. violaceum, due to an antagonistic effect of saturated
fatty acids in the CviR active site. For in vivo assays, an infection model with C.
violaceum in mice was developed. Whereby the consumption of sunflower seed and

oil by animals delayed their death and increased their survival. Still need to define
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which of the two possible effects (QSS-I or bactericidal) of the FA, is involved in the
activity recorded in this model. Apparently, the high proportion of polyunsaturated FA
and the low proportion of palmitic acid in sunflower oil appear to be decisive and may
be involved in mice protection against the infection with C. violaceum.

Key words: Quorum sensing, Amaranthus hypochondriacus, Salvia hispanica,
Helianthus annuus, fatty acids, quorum sensing inhibition.

XVi



1. INTRODUCCION

1.1. Plantas oleaginosas.

Las plantas oleaginosas se encuentran entre los cultivos de mayor produccion y
comercializacion a nivel mundial, ya que sus semillas o frutos contienen un alto
porcentaje de acidos grasos indispensables en la nutricibn humana y proteinas de
alta calidad para la alimentacion animal (Comité Nacional Sistema-Producto

Oleaginosas, 2015).

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, 2015a) informa que
las oleaginosas que mas se cultivan en el mundo son la soya, colza, girasol,
cacahuate, palma y copra. Dichos cultivos alcanzaron una produccion total de 535.89
millones de toneladas métricas (ciclo 2014-2015). Los paises que mas contribuyeron
en esta produccion son Estados Unidos, Brasil, Argentina, China, India y Canada
(USDA, 2015b). Entre los paises que mas exportan oleaginosas estan Estados
Unidos, Brasil, Canada, y Argentina, mientras que los importadores son China, la
Unidn Europea, México y Japon (USDA, 2015b).

La demanda de cultivos oleaginosos para el consumo humano desde el 2011 a la
fecha, ha aumentado (27.56 millones de toneladas métricas) debido a que las grasas
y los aceites son nutrientes esenciales en la dieta (aportan alrededor del 40% de las
calorias) y son fundamentales en el suministro de energéticos alimentarios en los

paises en desarrollo (Ramadan et al., 2012).

En México, se cultiva cartamo, soya, cacahuate, ajonjoli, canola y girasol pero su
produccion no es suficiente para la demanda nacional, lo que lo hace uno de los

principales paises importadores de aceites vegetales (FAO, 2015a).



1.2. “Girasol” (Helianthus annuus L.).

1.2.1. Clasificacion taxondmica.

De acuerdo a la base de datos del Missouri Botanical Garden (Tropicos.org), la

especie se ubica taxonomicamente de la siguiente manera:

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Helianthus

Especie annuus

1.2.2. Historia del cultivo de girasol.

La domesticacién de este cultivo data alrededor de los 4800 afios a.C. (Smith, 2006).
Hasta la fecha se sigue debatiendo su centro de origen, pero todo apunta a que los
girasoles domesticados actuales se desarrollaron a partir de las especies silvestres
del este de Norteamérica (Smith, 2014). Aunque el analisis de documentos histéricos
y “semillas” arqueoldgicas (descubiertas en Tabasco y Morelos) indican que México
fue el centro de origen mas antiguo debido a que los aquenios prehistoricos mas
grandes y mas antiguos son de México. Asi también, en los cbdices se aprecia la
importancia que tuvieron los girasoles cultivados tanto en la época prehispanica
(Figura 1) como en el Virreinato en el centro del pais, donde los Aztecas le
denominaban como chimalxochitl, “chimal” = escudo, “xochitl” = flor (Blackman et al.,
2011; Bye et al., 2009; Harter et al., 2004; Smith, 2014).



Figura 1. El girasol usado en ofrenda a las deidades y ceremonias de bienvenida. Tomado de Bye et
al., 2009.

1.2.3. Importancia econémica.

El girasol es una de las seis oleaginosas mas cultivadas en el mundo. En el ciclo
2014-2015 su produccion mundial oscilé en unos 40 millones de toneladas métricas,
consolidandose como los principales productores: Ucrania, Union Europea y Rusia
(USDA, 2015a).

De la produccién mundial, 15.66 millones de toneladas métricas se destinaron para el
consumo humano y principalmente para la produccién de aceite (15.127 millones de
toneladas métricas) (USDA, 2015a). Debido a que el aceite de girasol es uno de los
mMas importantes aceites comestibles a nivel mundial y representa alrededor del 8-
11% de la produccién total (USDA, 2015c). Por sus caracteristicas (estabilidad a
altas temperaturas, oxidacién, olor, etc.) su demanda en las industrias procesadoras
de alimentos, asi como de cosmeéticos, resinas y lubricantes ha incrementado en los
altimos afios (Paniego et al., 2007). Los residuos que quedan al extraer el aceite se
usan como alimento para el ganado ya que son ricos en fibra y tienen bajo contenido
caldrico (Paniego et al., 2007). También, algunas variedades con semillas grandes se
destinan para la confiteria y otro pequefio grupo como ornamental (Paniego et al.,
2007).



De acuerdo a los datos del cierre agricola de 2011, en México el cultivo de girasol

ocupa el sexto lugar en cuanto a superficie sembrada y produccion con respecto a la

soya, cartamo, ajonjoli, cacahuate y canola (SIAP, 2015).

1.2.4. Composicion quimica de la semilla.

Las semillas de girasol (enteras descascarilladas) contienen una gran cantidad de

proteinas y lipidos, en menor proporcién calcio, fésforo, almidén, acidos grasos,

aminoécidos y polisacaridos (Arija et al., 1999). Segun la base de datos de nutrientes

de Estados Unidos (USDA, 2015d), la composicion de las semillas de girasol se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de 100 g de semillas de girasol.

Componentes Concentracion
Principales

Agua 4739
Proteinas 20.78 g
Lipidos totales 51.46 g
Carbohidratos 20.00 g
Fibra 8.6¢
Azucares totales 2629
Minerales

Calcio 78 mg
Hierro 5.25 mg
Magnesio 325 mg
Fosforo 660 mg
Potasio 645 mg
Sodio 9 mg
Zinc 5.0 mg
Vitaminas

Tiamina 1.480 mg
Riboflavina 0.355mg
Niacina 8.335 mg
Folato 227 ug
Vitamina A 50 UI
Vitamina C 1.4 mg
Vitamina E 35.17 mg
Lipidos

Acidos grasos saturados totales 4.455 g
Acidos grasos monoinsaturados totales 18.528 g
Acidos grasos poliinsaturados totales 23.137 g




1.2.5. Actividad biolégica.

En humanos se ha demostrado que una dieta con aceite de girasol reduce los
valores de ciertos factores de coagulaciéon como el Xlic, Xlla y IXc, asi como bajo
fibrindgeno vinculante sobre las plaquetas (Junker et al., 2001). También se ha
informado que el aceite de girasol tiene actividad citotoxica sobre células
cancerigenas (AlJumaily et al., 2013; Kapadia et al., 2002). Asi mismo se le atribuye
la actividad bactericida sobre bacterias patégenas de humanos como: Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis y fungicida en
Candida albicans (Aboki et al., 2012; Anjali et al., 2010; Silva et al., 2011).Taha et al.
(2012) inform6 que los extractos del pericarpio (cascara) de las semillas de girasol
son ricos en compuestos fendlicos y estos tienen gran actividad antibidtica y

anticarcinogénica.

Marques et al. (2004) observé que tratar las heridas de la piel con el aceite de girasol
acelera el proceso de curacion. Asi mismo se ha obtenido que el uso de este aceite
beneficia la humectacion y no produce eritema ni estimula la dermatitis atopica
(Danby et al., 2013). En otros trabajos se enfatiza el uso del aceite concentrado
como una medida terapéutica para el cuidado general de la piel, asi también para
tratar la dermatitis atépica, pieles sensibles y la inflamacién (Lépez-Pérez y Torres-
Altamirano, 2006).

En ratas con isquemia miocardica la adicion de semillas de girasol ricas en acido
linoleico a las dietas redujo la ocurrencia de arritmias (Lepran y Szekeres, 1992). Los
glucdsidos triterpénicos (helianthosidos 1-6) presentes e extractos de los pétalos de
las flores de girasol mostraron una buena actividad antiinflamatoria en el modelo del

teradecanoilforbol (TPA) en ratones (Ukiya et al., 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szekeres%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1375686

1.3. “Chia” (Salvia hispanica L.).

1.3.1. Clasificacion taxondmica.

En la base de datos del Missouri Botanical Garden (Tropicos.org) se ubica a esta

especie de la siguiente manera:

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Salvia

Especie hispanica

1.3.2. Historia del cultivo de la chia.

Se ha reportado como centro de origen de la chia a Centroamérica (Bukasov, 1963).
Dado a que se han encontrado pocos restos arqueoldgicos, no se puede saber con
precision el periodo de la primera domesticacion y el cultivo de esta especie (Cabhill,
2005). Pero se sabe que desde la época prehispanica, en Mesoamérica, las semillas
de chia han sido muy valoradas en la alimentacién, la medicina (Figura 2) y las artes
(Cahill, 2003). Por lo que la chia pudo ser domesticada desde antes de la época

precolombina (Guillet, 1981).

Cabhill en 2003, hizo una revisidn etnobotanica de S. hispanica en Mesoamericana,
donde analiz6 los cambios en su uso después de la colonizacién espafiola, y
encontré que en la medicina antes se usaba mas como estimulante que hoy en dia,
en cuanto a los usos culinarios la harina de estas semillas era mas valorada que en

la actualidad, cabe sefialar que sus usos religiosos se perdieron totalmente.



Figura 2. Induccién de parto con una bebida de chia y carne de cola de tlacuache. Tomado de
Montufar, 2007.

1.3.3. Importancia econémica.

Se estima que la superficie destinada para el cultivo de chia en el 2013 fue de
250,000 hectareas a nivel mundial (Gonzéalez, 2014), siendo los principales paises
productores Argentina, México, Bolivia y Paraguay (Busilacchi et al., 2015). En el
contexto internacional, la demanda de esta semilla va en aumento y es liderada por
Estados Unidos, ya que este pais estda desarrollando cada vez mas productos
industrializados a base de estas semillas como jugos, mantecas, aceites, etc. Otros
paises que se estan incorporando al consumo de semillas son Japon y Europa
(Busilacchi et al., 2015).

De acuerdo al cierre de la produccion agricola del 2011, en México se cultivaron
2,750 hectareas de chia, obteniéndose una produccién de 3,449 toneladas (SIAP,
2015). Los principales estados productores de estas semillas son Jalisco y Puebla
(SIAP, 2015).



1.3.4. Composicion quimica de la semilla.

Las semillas de chia contienen principalmente lipidos, proteinas y fibra (Jiménez et
al., 2013). La composicion de las semillas que informa la base de datos de nutrientes
de Estados Unidos (USDA, 2015d) se describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion de 100 g de semillas de chia.

Componentes Concentracion
Principales

Agua 5.80¢9
Proteinas 16.54 g
Lipidos totales 30.74 g
Carbohidratos 42.12
Fibra 344
Minerales

Calcio 631 mg
Hierro 7.72 mg
Magnesio 335 mg
Fosforo 860 mg
Potasio 407 mg
Sodio 16 mg
Zinc 4.58 mg
Vitaminas

Tiamina 0.620 mg
Riboflavina 0.170 mg
Niacina 8.830 mg
Vitamina A 54 Ul
Vitamina E 0.50 mg
Lipidos

Acidos grasos saturados totales 3.330¢g
Acidos grasos monoinsaturados totales  2.309 g
Acidos grasos poliinsaturados totales 23.665¢
Acidos grasos trans totales 0.140 g

1.3.5. Actividad biolégica.

En los ultimos afios el consumo de la chia ha aumentado debido a sus posibles
propiedades benéficas para equilibrar los niveles de azucar en la sangre, reducir el
colesterol, los triglicéridos, la presion arterial, y promover la pérdida de peso (ASN,
2009). También puede controlar distintos padecimientos como el cancer,

enfermedades cardiacas y trastornos hormonales (Ulbricht et al.,, 2009). Otras
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evidencia sugieren que puede tener actividad anticoagulante, antioxidante y antiviral
(Ulbricht et al., 2009).

Por otro lado, la incorporacion de semillas de chia en la dieta de pollos aumenta el
contenido de &cidos grasos omega (w)-3 en los huevos comparado con otras
semillas como linaza o colza (Mohd et al., 2012; Salazar-Vega et al., 2009). La
alimentacion de cerdos con estas semillas mejora el sabor y aroma de la carne, asi
también aumenta la cantidad de acido a-linolénico y disminuye los acidos grasos
saturados en esta (Coates y Ayerza, 2009). Otros estudios en animales respaldan el
beneficio de alimentarlos con estas semillas ya que el sabor y consistencia de la
carne mejora (Ayerza et al., 2002; Masoero et al., 2008).

Un estudio con mujeres en postmenopausia que consumieron 25 g de semillas de
chia molida por siete semanas mostré un significativo incremento en el plasma de
acido a linolénico (ALA) y acido eicosapentaenoico (EPA) (Jin et al., 2012) que puede
asociarse con un efecto cardioprotector (Vedtofte et al., 2011). Otros estudios en
pacientes con sindrome metabdlico han reportado que una dieta rica en nopal, chia,
proteina de soya y avena reducen los niveles de triglicéridos e intolerancia a la
glucosa (Guevara-Cruz et al., 2012). La ingestion de dosis ascendentes de aceite de
chia reducen la glucemia postprandial, esto puede ser una posible explicacién en la
mejora de la presion arterial, la coagulacién y la inflamacion previamente observados

después de la suplementacion de chia en diabéticos (Vuksan et al., 2010).

Se ha observado en personas con enfermedades en la piel (prurito y xerosis) que la
aplicacion topica del aceite reduce los sintomas y las erupciones, asi como también
mejora la hidratacion (Jeong et al., 2010).

Segura-Campos et al. (2013) menciona que la proteina hidrolizada de la chia tiene
actividad bactericida sobre bacterias patégenas de humanos como E. coli, S. aureus,
B. subtilis, etc.



1.4. “Amaranto” (Amaranthus hypochondriacus L.).

1.4.1. Clasificacion taxondmica.

De acuerdo a la base de datos del Missouri Botanical Garden (Tropicos.org),

la especie se ubica taxondOmicamente de la siguiente manera:

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Orden Caryophyllales
Familia Amaranthaceae
Género Amaranthus

Especie hypochondriacus

1.4.2. Historia del cultivo de amaranto.

Las evidencias historicas indican que la domesticacion y el cultivo del amaranto se
desarrollo en el sureste y centro de México (Figura 3) hace unos 5000 a 8000 afios
(Becerra, 2000; Rastogi y Shukla, 2013). Se sabe que se cultivaban principalmente
tres especies del género Amaranthus, debido a su alta produccién de semillas: A.
hypochondriacus y A. cruentus nativas de México y Guatemala, y A. caudatus nativa
de Peru y los Andes (National Research Council, 1984).

El uso histérico mas importante del amaranto como cultivo de granos fue en el centro
de México, durante la civilizacion Azteca (denominado como huahutli) (Sauer, 1950;
Rastogi y Shukla, 2013). A. hypochondriacus fue la especie que mas utilizaron en la
comida, préacticas religiosas y tributos (Sauer, 1950; Bukasov, 1963; National
Research Council, 1984; Myers, 1996) ya que sus primeros restos se han encontrado

en cuevas de Tehuacan, Puebla (Myers, 1996; National Research Council, 1984).

10



Después de la llegada de los espafoles, el cultivo se redujo drasticamente,
posiblemente por la represion y desprestigio de los ritos y ceremonias donde este se
usaba (Rastogi y Shukla, 2013). Para el siglo XVIII, el cultivo se extendié por Europa
con uso ornamental principalmente (Rastogi y Shukla, 2013). Durante el siglo XX se
empez6 a cultivar en China, la India, Africa y Europa, asi como en el norte y sur de
América (Kauffman y Weber 1990; Myers, 1996). En 2005, las Organizaciones no
Gubernamentales (ONG’s) de Uganda introdujeron este cultivo como una fuente
potencial para mejorar la alimentacién de las comunidades con altos niveles de
desnutricion, ya que estudios previos reflejaron produce una mejoria en el

crecimiento de los nifios (Muyonga et al., 2008).

Figura 3. Recolector de amaranto. Tomado de Arddn, 1993.

1.4.3. Importancia econémica.

En los dltimos veinte afios ha aumentado notoriamente la produccion e investigacion
del amaranto en América, Asia, Africa, y varios paises del este de Europa (Jacobsen
et al., 2002). Los principales paises que cultivan amaranto de grano son China, India,
Kenia, México, Nepal, Pera, Estados Unidos y Rusia (Bale y Kauffman, 1992). En

otros paises se utiliza ademas de la semilla, la planta (tallos y hojas) que se procesa
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y consume en la alimentacion humana, como forraje para los animales y en la

industria farmacéutica (Morales-Guerrero et al., 2009).

En 1982 se introdujeron algunas variedades de amaranto de grano en China; hoy en
dia, se cultivan de manera comercial alrededor de 86,000 hectéreas en este pais que
posee uno de los bancos de germoplasma mas importantes del mundo (Gonzélez,
2014).

En Estados Unidos también se ha extendido este cultivo alcanzando en el 2002 unos
379 hectareas sembradas (AgMRC, 2014).

En México se cultivaron en 2011 alrededor de 3354 hectareas de amaranto de los
cuales se obtuvo una produccion de 3600 toneladas de semilla (SIAP, 2015). Los
principales estados productores de amaranto son Puebla, Tlaxcala, Estado de
México, Morelos y Distrito Federal (SIAP, 2015).

1.4.4. Composicion quimica de la semilla.
Se ha reportado que las semillas contienen principalmente proteinas, lipidos,
carbohidratos y minerales (Sanchez, 1980). Mientras tanto, la base de datos de

nutrientes de Estados Unidos (USDA, 2015d), menciona los siguientes componentes
(Tabla 3):
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Tabla 3. Composicion de 100 g de semillas de amaranto.

Componentes Valor nutritivo
Principales

Agua 11.29¢
Proteinas 13.56 g
Lipidos totales 7.02¢g
Carbohidratos 65.25 g
Fibra 6.79
Azucares totales 1.69¢
Minerales

Calcio 159 mg
Hierro 7.61 mg
Magnesio 248 mg
Fosforo 557 mg
Potasio 508 mg
Sodio 4 mg
Zinc 2.87 mg
Vitaminas

Tiamina 0.116 mg
Riboflavina 0.200 mg
Niacina 0.923 mg
Folato 82 ug
Vitamina A 2 Ul
Vitamina B 0.591 mg
Vitamina C 4.2 mg
Vitamina E 1.19 mg
Lipidos

Acidos grasos saturados totales 1.459 g

Acidos grasos monoinsaturados totales 1.685g
Acidos grasos poliinsaturados totales 2.778 g

1.4.5. Actividad biolégica.

Se ha encontrado en las proteinas de la semilla de amaranto, péptidos bioactivos con
funciones bioldgicas que podrian ser beneficiosos para la salud, principalmente con
actividad anti-hipertensiva, como el caso del péptido lunasina (Silva-Sanchez et al.,
2008).

A. hypochondriacus es una buena fuente de compuestos fendlicos y ejerce un efecto
protector en el suero e higado de ratas intoxicadas con etanol (Lépez et al., 2011).

Teniendo en cuenta que el metabolismo del etanol es muy similar en ratas y seres
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humanos, los resultados obtenidos sugieren que estos pueden proteger el higado
humano frente a la lesion oxidativa causada por el consumo de etanol (Lépez et al.,
2011). También, puede prevenir el estrés oxidativo producido por otros agentes y que
estan involucrados en numerosas situaciones patologicas (Lépez et al., 2011).

Se ha comprobado que las semillas de amaranto y su aceite inhiben la biosintesis de
colesterol en gallinas, debido a la presencia de tocotrienoles y escualeno (Qureshi et
al., 1996).

La inclusion de aceite de amaranto en la dieta tiene un efecto beneficioso sobre las
enfermedades coronarias y la hipertension, disminuyendo la cantidad de colesterol
total y triglicéridos significativamente (Martirosyan et al., 2007). Asi también, puede
ser considerado como un suplemento antioxidante natural eficaz para proteger las

membranas celulares contra el dafio oxidativo (Martirosyan et al., 2007).
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1.5. Resistencia a los antimicrobianos.

La resistencia a los antimicrobianos es un problema de salud publica que va
aumentando en el mundo (Casellas, 2011; Gervas et al., 2000). Actualmente, las
muertes por infecciones resistentes a los antimicrobianos cobran alrededor de 50,000
vidas al afio en Europa y los Estados Unidos (O"Neill, 2014). Aunque la resistencia a
los antimicrobianos es un fendmeno natural, su rapida propagacion se debe al mal
uso de los medicamentos, los inadecuados o inexistentes programas de prevencion y
control de infecciones e insuficiente regulacion del uso de los medicamentos
antimicrobianos (WHO, 2015).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha puesto en marcha un plan de accion
a nivel mundial para contrarrestar la resistencia a los antimicrobianos (WHO, 2001).
Esta estrategia involucra la educacién a pacientes, médicos y distribuidores en el uso
racional de los antimicrobianos. Asi como establecer programas de control de
infecciones, un buen diagndstico e identificacibon de microorganismos en los

hospitales y el cumplimiento de politicas de salud (WHO, 2001).

La resistencia a los antibiéticos representa una grave amenaza a nivel mundial. Cada
afio en los Estados Unidos, alrededor de 2 millones de personas sufren de
infecciones bacterianas con cepas multirresistentes y aproximadamente 23,000
personas mueren anualmente por estas infecciones (CDC, 2013).

En México, los antimicrobianos se encuentran entre los medicamentos que mas se
consumen (Dreser et al., 2008). La prescripcion injustificada, la dispensacion
inadecuada y la automedicacion, son algunos de los factores que se han relacionado
con este alto consumo y la aparicion de resistencia a estos medicamentos. A partir
del 2010 entr6 en vigor el acuerdo que regula la venta y distribucion de antibidticos,
con lo que se espera que la sociedad consuma responsablemente estos

medicamentos (Cofepris, 2014)
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1.6. Nuevas alternativas contra la resistencia a los antibi6ticos.

En los ultimos afios se ha buscado otras alternativas de control con diferentes
mecanismos de accidon que eviten la aparicion de la resistencia. A continuacion se
describen algunas de las nuevas alternativas que estdn en diferentes etapas de
desarrollo para contrarrestar estos problemas.

Los peptidomiméticos son péptidos estables a la degradacion enzimatica con gran
actividad antimicrobiana. Se ha visto que tiene una potente actividad contra las
bacterias multirresistentes. Varios peptidomiméticos antimicrobianos se encuentran
en ensayos de fase clinica (Haug et al., 2008; Choi et al., 2009; Srinivas et al., 2010).
Las nanoparticulas han recibido atencion en varios campos debido a sus
propiedades fisico-quimicas Unicas y la eficacia biolégica mostrada (Tillotson y
Theriault, 2013). Algunas de las nanoparticulas que se han probado son ZnO, CuO y
Fe203 sobre bacterias Gram-negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa)
y Gram-positivas (Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis), siendo mas efectivo el
ZnO sobre ambas (Azam et al., 2012). Se ha reportado que mientras menor sea el
tamafio de la particula, mejor actividad antibacteriana presentan (Tillotson vy
Theriault, 2013). Otros estudios han probado el uso de nanotransportadores
(nanoemulsiones y transportadores lipidicos nanoestructurados) para aumentar la
eficacia de algunos antibidticos, tal es el caso de la tetraciclina para el tratamiento del
acné (Lin et al., 2013).

Otras alternativas que se estan investigando son las moléculas inhibidoras de
percepcién de quérum que inhiben la expresion de los factores de virulencia sin
afectar la viabilidad celular y propone pueden controlar eficazmente las infecciones
causadas por estos patégenos (Gospodarek et al., 2009; Lesic et al., 2007; Nazzaro
et al., 2013; Rasmussen y Givskov 2006).
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1.6.1. Percepcién de quérum (quorum sensing).

La percepcion de quéorum (PQ) es un mecanismo empleado principalmente por
células bacterianas para regular la expresion de determinados fenotipos, el cual
involucra la liberacién y la deteccion de moléculas de sefalizacion en el medio
denominadas autoinductoras (Als) (Bassler, 2002). Este proceso es dependiente de
la densidad celular, ya que a medida que la densidad poblacional incrementa, la
concentracion de moléculas Als en el medio aumentan hasta alcanzar un umbral
critico, al cual las bacterias responden alterando su expresion génica a nivel
poblacional (Bassler, 2002; Bassler y Losick, 2006).

La PQ puede regular la expresion de bioluminiscencia, secrecion de factores de
virulencia, formacién de biopeliculas, produccién de pigmentos, etc. de una manera
coordinada a través de los sistemas de percepcion de quérum (SPQ) (Lesic et al.,
2007; Rice et al., 2008; Gospodarek et al., 2009).

1.6.2. Elementos que constituyen un sistema de percepcion de quorum (SPQ).

Existen varios SPQ, algunos simples y otros mas complejos que involucran redes de
sefalizacion, pero todos estan constituidos de 3 elementos principales: una sefial
libremente difusible (autoinductor: Al), una sintasa que produce esta sefial y un
receptor que interactia con la sefial para regular la expresion de genes (Figura 4)
(Adonizio, 2008).

Receptor

\ 4

Receptor

N4
Gen diana

Figura 4. Componentes y mecanismo general del funcionamiento del SPQ.
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1.6.3. Tipos de autoinductores.

Los autoinductores mas estudiados se han agrupado en tres categorias: acil-
homoserin lactonas (AHLs o Al-1) usadas por las bacterias Gram negativas, los
péptidos sefal (AIP) utilizados por bacterias Gram positivas y el autoinductor-2 (Al-2)
utilizadas por ambas bacterias Gram positivas y Gram negativas (Schauder y
Bassler, 2001; Bassler, 2002; LaSarre y Federle, 2013). Hay algunas otras moléculas
gue no se incluyen en estas categorias (Figura 5) como las quinolonas (PQS), factor
de sefal difusible (DSF) y autoinductor-3 (Al-3) (Shiner et al., 2005; LaSarre y
Federle, 2013).
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Figura 5. Estructura de algunas moléculas autoinductoras. Tomado y modificado de LaSarre y
Federle, 2013.

1.6.4. Sistemas de percepcién de quérum (SPQ).

Las bacterias Gram-negativas como Vibrio fischeri, producen acil-homoserin lactonas
(AHLs) como moléculas autoinductoras, las cuales son sintetizadas por una enzima
(sintasa: Luxl) codificada por el primer gen del operon lux (Nazzaro et al., 2013).
Estas moléculas (Al: 3-oxo-C6-HSL) se difunden libremente a través de la membrana
celular de la bacteria y cuando hay una baja densidad de células bacterianas, el bajo
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nivel de la transcripcion del operdn lux es insuficiente para la activacion del receptor
LuxR (Nazzaro et al., 2013). Pero si aumenta la densidad celular y los niveles del Al
alcanzan un nivel de umbral especificado, se activa LuxR y se forma el complejo
LuxR / 3-ox0-C6-HSL que activa la transcripcion, dando lugar a la expresion de otros
genes (Nazzaro et al., 2013). En el caso V.fischeri los genes lux AB codifican la
luciferasa y lux CDE, que codifica las enzimas que producen el sustrato para la
luciferasa y por lo tanto, la bioluminiscencia (Nazzaro et al., 2013).

El SPQ de Pseudomonas aeruginosa es uno de los mas estudiados y mejor
caracterizados (Bjarnsholt y Givskov, 2007). Comprende un complejo de redes que
utilizan distintas moléculas autoinductoras como son las acil-homoserin lactonas
(AHLs) y quinolonas (PQS) (Figura 6) que regulan en esta especie varios factores de
virulencia (piocianina, elastasa, formacion de biopelicula, etc.) (LaSarre y Federle,
2013). Recientemente se ha identificado moléculas del tipo de acidos grasos que
también regulan factores de virulencia en P. aeruginosa (Twomey et al., 2012; Davies
y Marques, 2009; Ryan y Dow, 2011). Este sistema regulado por moléculas Al del
tipo &cido graso (AG) se describi6 por primera vez en el patdgeno de plantas
Xanthomonas campestris (Buttner y Bonas 2010). Sin embargo, se ha visto que el
sistema se encuentra distribuido en otras bacterias, dentro de las cuales se
encuentran Burkholderia cenocepacia y Xylella fastidiosa, en donde se ha
demostrado su participaciéon en la regulacion de la virulencia, formacion de
biopelicula y tolerancia a los antibiéticos (Deng et al.,, 2011). Cada vez se han
descubierto nuevos Als basados en la estructura quimica de AG, de tal manera que
se han agrupado dentro de una familia denominada “factor de sefial difusible” o DSF

por sus siglas en inglés “diffusible signal factor” (Deng et al., 2011).
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Figura 6. SPQ de Pseudomonas aeruginosa y Xanthomonas campestris. Tomado de LaSarre y
Federle, 2013.

1.7. Inhibicién de los sistemas de percepcion de quérum (I-SPQ).

1.7.1. Productos naturales I-SPQ.

En la medicina tradicional, los productos naturales han tenido gran importancia por
su valor terapéutico. Hasta la fecha, los componentes biolégicamente activos de
productos naturales, especialmente los derivados de las plantas, han llevado al

descubrimiento de nuevos farmacos (Hanson, 2003; Koh et al., 2013).

Recientemente, se ha incrementado el interés de su uso en otras funciones
bioldgicas y ecolégicas como lo es la regulacion de las interacciones con los

microorganismos (Koh et al., 2013).

En cuanto a la I-SPQ, se ha descubierto que exudados radiculares de plantulas de
chicharo (Pisum sativum) inhiben la produccion de violaceina, actividad de la
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exoquitinasa y proteasa en C. violaceum (Teplitski et al., 2000). Extractos obtenidos
de brotes de clavo (Syzygium aromaticum) inhiben la produccion de violaceina en C.
violaceum asi también reducen la produccion de bioluminiscencia en Escherichia coli
y piocianina en P. aeruginosa (Krishnan et al., 2012).

Los extractos de ajo reducen la virulencia y produccion de biopeliculas en P.
aeruginosa (Rasmussen et al.,, 2005) asi como promueven la eliminaciéon de

infecciones pulmonares con esta bacteria (Bjarnsholt et al., 2005).

También, se han analizado diversas plantas usadas en la medicina tradicional de
Florida, en donde se ha buscado especies con el potencial de I-SPQ (Adonizio et al.,
2006). En este estudio, Adonizio et al. (2006) evaluaron 50 especies de las cuales
solo 6 (Conocarpus erectus, Chamaecyce hypericifolia, Callistemon viminalis, Bucida
burceras, Tetrazygia bicolor y Quercus virginiana) tuvieron efecto en C. violaceum y

Agrobacterium tumefaciens.

Especies como Prunus armeniaca, Prunella vulgaris, Nelumbo nucifera, Panax
notoginseng, Punica granatum, Areca catechu, e Imperata cylindrica, usadas en la
medicina tradicional China también han tenido un buen efecto I-SPQ en C. violaceum
y P. aeruginosa (Koh y Tham, 2011). A esta lista se suman especies usadas en la
medicina Hindd como la raiz de Hemidesmus indicus, corteza de Holarrhena
antidysenterica, semillas de Mangifera indica, pericarpio de Punica granatum, y
semillas de Psoralea corylifolia con efecto en la inhibicion de violaceina en C.

violaceum y la motilidad (tipo “swarming”) en P. aeruginosa (Zahin et al., 2010).

Otras fuentes como el extracto fungico de Ganoderma lucidum se ha visto que
inhiben la producciéon de violaceina en C. violaceum (Zhu et al.,, 2011). Aceites
esenciales de plantas del género Piper también han mostrado ser efectivos sobre
esta bacteria (Olivero et al., 2011).

Es importante destacar que la mayoria de los trabajos anteriores se realizaron in vitro
y con extractos completos, por lo tanto no se determind cuales metabolitos son los

implicados en el efecto obtenido.
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1.7.2. Moléculas con actividad I-SPQ.

Las furanonas halogenadas producidas por el alga marina Delisea pulchra fueron de
las primeras moléculas I-SPQ que se caracterizaron. Estas interfieren en los
sistemas regulados por las AHLs en bacterias Gram negativas como Vibrio fischeri,
C. violaceum, Serratia liquefaciens, etc. (Givskov et al., 1996; Manefield et al., 1999;
Martinelli et al., 2004; Rasmussen et al., 2000).

Posteriormente, se han reportado diversas moléculas con esta actividad, a
continuacion se describen algunas de ellas, sobre que fenotipos actian y en que
sistemas biologicos han sido probados (Tabla 4).

Recientemente, Castillo-Juarez et al. (2013) reportd6 una mezcla de &acidos
anacardicos provenientes de la corteza de cuachalalate (Amphipterygium
adstringens) con actividad I-SPQ en C violaceum (inhibiendo produccion de
violaceina) y P aeruginasa (inhibiendo produccion de piocianina, ramnolipidos y

actividad de la elastasa).

También se ha empezado a reportar con los AG un fendmeno similar al que se
descubrié con el primer grupo de Als acil-homoserin lactonas (AHLS) en el que
modificaciones quimicas en su estructura hacen que presenten un efecto antagonico
y bloquean la produccion de factores de virulencia (Pérez et al.,, 2012). En la
literatura, se reporta al acido lyngbidico (AG con un ciclopropano en la cadena) y el
pitindico (AG con un grupo metilo en la cadena) aislados de cianobacterias, con la
propiedad de inhibir el SPQ de P. aeruginosa (Kwan et al. 2011). Asi también, los AG
comunes en distintas fuentes comestibles, como el acido palmitico, estearico y oleico
presentes en la carne de pollo, muestran un efecto I-SPQ en bacterias que emplean
sistemas con Al-2 y AHLs (Widmer et al., 2007). Se ha reporta que los bulbos de
cebolla infectados con P. aeruginosa secretan exudados que contienen acido
miristico y linoleico como respuesta de defensa al ataque de P. aeruginosa, este
efecto fue corroborado in vitro donde la adicion exégena del acido miristico inhibié
significativamente la produccién de piocianina, actividad de la proteasa, lipasa y

poligalacturonasa, sin afectar el crecimiento bacteriano (Abd-Alla y Bashandi, 2012).
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Tabla 4. Moléculas reportadas como I-SPQ de bacterias.

Nombre Inhibicién Referencia
Sa Formacion de biopelicula vy
CQ‘-N/\\/\/S\
- produccién de piocianina en P. | Ganin et al., 2013
rucina
N a aeruginosa.
CQN/\\/‘\/S\“_
Sulforafano
?L iJH Produccion de violaceina en
HO._ s~ A _
17 I C. violaceum. Chong et al., 2011
HO S HO" ey
Malabaricona C
H Produccion de  elastasa,
OH . . .
formacion de biopelicula, y | Vandeputte et al., 2010
HO 0. L .
‘ piocianina en P. aeruginosa.
OH
OH
Catequina

I
//\\/S\/“\\«fs\s/\f

Ajoeno

Produccién de ramnolipidos,
formacion de biopelicula y

AHLs en P. aeruginosa.

Jakobsen et al., 2012a

de

elastasa, proteasa, formacion

Produccién piocianina,

Rudrappa y Bais, 2008

Curcumina de biopelicula y AHLs en P.
aeruginosa.
PR * | Formacién de biopelicula en
HC "‘\.\,‘_‘

HOY

P. aeruginosa.

Walker et al., 2004

0 Producciéon de ramnolipidos
Il 2 .
/SWN“C 5 en P. aeruginosa. Jakobsen et al., 2012b
4 3 1 ~g
Iberina
@/o” Produccién de piocianina,
8] 0. .
" \Q;‘J elastasa y homoserin lactonas | Vandeputte et al., 2011
en P. aeruginosa.
OH O
MNaringenina

23



1.7.3. Mecanismos de I-SPQ.

La percepcion de quérum (PQ) se puede interrumpir por diferentes mecanismos, los
mMas comunes son:

i) la degradacion e inactivacion de la molécula sefial (autoinductor) a través del uso
de enzimas (acilasas, lactonasas u oxidoreductasas) o por su secuestro usando

anticuerpos (Figura 7A) (Kalia et al., 2013; LaSarre y Federle, 2013).

ii) la inhibicion de la biosintesis de la molécula sefal (Figura 7B) a través de
moléculas capaces de inhibir la sintasa que produce la sefial (como el farnesol,

pirogalol, furanona, iberina, ajoeno, etc.) (Kalia et al., 2013; LaSarre y Federle, 2013).

iii) la inhibicion de la deteccion de la sefial con analogos antagonistas que compitan
por la union al receptor dando como resultado la inactivacion de la proteina receptora
(Figura 7C), como los analogos de las AHLs (Smith e Iglewski, 2003; Kalia, 2013;
Kalia et al., 2014; LaSarre y Federle, 2013).

A Enzimas

> 9 OOO
0

Receptor Sintasa

ADN Objetivo

B
Receptor ; z Sintasa’
AM
ADN Objetivo
c ® @ Antagonistas

¢ 0
Recept? * ¢ ’.. L 2

ADN Objetivo

Figura 7. Mecanismos de inhibicion de la percepcion de quérum. Tomado y modificado de Smith e
Iglewski, 2003).
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1.8. Estudio del acoplamiento molecular (docking).

Esta técnica se ha convertido en una herramienta cada vez mas importante para el
descubrimiento de farmacos (Meng et al., 2011) y consiste en predecir la afinidad de
la estructura de una molécula (ligando) en el sitio activo del receptor (proteina) a
través de meétodos computacionales basados en algoritmos (Meng et al., 2011,
Elokely y Doerksen, 2013).

Para realizar un modelado molecular es necesario tener la estructura de la proteina
(determinada por cristalografia de rayos x o resonancia magnética nuclear) y la base
de datos de los ligandos (moléculas con estructuras tridimensionales conocidas) para
ingresarlos al programa que calcula el acoplamiento. A través de una serie de
conformaciones espaciales y orientaciones entre la proteina y el ligando se obtienen
las conformaciones mas estables (la que menos energia requiera ya que a menor
energia, mas fuerte es la unién) (Elokely y Doerksen, 2013; Padilla-Zufiga y Rojo-
Dominguez, 2002).

1.9. Chromobacterium violaceum y su SPQ.

C. violaceum es una bacteria Gram negativa que se encuentra en suelo y agua de
regiones tropicales y subtropicales (Richards, 1993). Es considerada sapréfita pero
en ocasiones puede actuar como patégeno oportunista en humanos y animales,
ocasionando septicemias fatales, lesiones en la piel y abscesos en pulmones e
higado (Midani y Rathore, 1998; Richards, 1993; Ma et al., 2006). Se han reportado
varios casos de infecciones graves en humanos por esta bacteria principalmente en
zonas tropicales y subtropicales del mundo, algunos de ellos descubiertos en la
India, Cambodia y Brasil (Karthik et al., 2012; Ke et al., 2012; Britto et al., 2014).

En esta especie varias caracteristicas fenotipicas como la produccion de proteasa,
agregacion bacteriana, formacion de biopelicula y motilidad estan reguladas por el
SPQ (Oca-Mejia et al., 2015). La produccion de violaceina es una de los fenotipos

que es totalmente regulado por el SPQ, especificamente por el sistema Cvil/CviR
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qgue produce y reconoce AHLs (Duran et al., 2007). Esta particularidad de las cepas
silvestres y una cepa mutante (Cv026) derivada de estas (que no produce la
molécula AHLs, pero es capaz de detectarla) los coloca como un sistema modelo

para probar moléculas I-SPQ (McLean et al., 1997; McLean et al., 2004).

1.9.1. Modelos de infeccidn in vivo.

Existen varios modelos animales donde se han usado diferentes especies de
invertebrados para comprender las interacciones patdgeno-hospedante, tal es el
caso del nematodo Caenorhabditis elegans, la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster) y el pez cebra (Danio rerio) donde se ha estudiado la patogenicidad
de P. aeruginosa (Bjarnsholt et al., 2010; Papaioannou et al., 2013). En cuanto a la
infeccion con C. violaceum se han descrito dos modelos en raton donde la
inoculacion se realizdé via intraperitoneal (Segal et al., 2003; Miki et al., 2010). Se
observd en los ratones infectados con C. violaceum la induccién de hepatitis
necrotica fulminante (Miki et al., 2010) y bacteremia (Segal et al., 2003).
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2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo general:

Evaluar el efecto de los aceites de las semillas de amaranto, chia y girasol en el

sistema de percepcion de quérum de Chromobacterium violaceum mediante ensayos

in vitro e in vivo.

2.2. Objetivos especificos:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Obtener los aceites de las semillas y caracterizar sus acidos grasos por

cromatografia de gases/espectrometria de masas.

Identificar los &cidos grasos responsables de actividad inhibidora de

percepcion de quérum de C. violaceum.

Implementar un modelo de infeccidn con C. violaceum en raton.

Analizar el efecto de la dieta de semillas y aceites en la supervivencia de

animales infectados con C. violaceum.
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3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Obtencion de las semillas.

Se compraron semillas de chia “negra” (Salvia hispanica L.) con un productor del
poblado de San Mateo Coatepec, Atzitzihuacan, Puebla. El amaranto (Amaranthus
hypochondriacus L. cv. PQ2) se consiguié con el Dr. Sergio Barrales Dominguez
profesor investigador de la Universidad Autdbnoma Chapingo (UACh). Las semillas de
girasol confitero (Helianthus annuus L.) provienen de Argentina y se compraron con
un proveedor (Mexicana de Viveres MSV, S.A. de C.V.) de la marca sunflower
INSHELL ®.

3.2. Acidos grasos libres.

Los &cidos grasos saturados (caproico, caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico,
esteérico, araquidico, behénico, lignocérico: EC10A-1KT Supelco, y pelargonico:
73982 Fluka) e insaturados (palmitoleico, petroselinico, elaidico, oleico, linoleico,
linolénico, araquiddnico, erucico, cervonico y nervonico: UN10-1KT Supelco) se

adquirieron con un proveedor de Sigma Aldrich.
3.3. Cepas bacterianas.
Las dos cepas de C. violaceum, una silvestre (CV12472) y otra mutante (CV026)

(Figura 8), estan disponibles en el Laboratorio de Fitoquimica del Colegio de

Postgraduados y han sido empleadas en trabajos previos (Gonzélez-Islas, 2013;

W™

Figura 8. Cepas de C. violaceum CV12472 (izquierda) y CV026 (derecha).
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3.4. Andlisis cromatogréfico.

Se usaron placas de cromatografia en capa fina (CCF, 60 F2s4, Merck) de 5 x 10 cm.
Después de la aplicacion los aceites y muestras de referencia, las placas se eluyeron
con hexano: acetato de etilo a diferentes proporciones (v:v) y se revelaron con:
vainillina/acido sulfarico, vapores de yodo y acido sulfarico al 50% en metanol para

visualizar la presencia de acidos grasos.

3.5. Animales.

Los ratones CD1 machos de 4-5 semanas de edad fueron adquiridos en el Bioterio
General de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM). Los animales fueron trasladados y mantenidos en el
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, siguiendo en todo momento las
indicaciones de la NOM-062-ZO0-1999 para manejo y uso de animales de

laboratorio.

Se mantuvieron en un cuarto de experimentacion con maximo 15 animales por jaula
(32 x 47 x 20 cm), con alimentacion estandar, ciclos de luz oscuridad de 12 h y
camas de aserrin estéril (Figura 9). En todo momento se busc6 generar la menor

molestia a los animales, asi como trabajar con grupos de animales reducidos.

Figura 9. Condiciones de alojamiento de los roedores en apego a las recomendaciones de la NOM-
062-Z00-1999.
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3.6. Extracciéon de los aceites.

Las semillas se pulverizaron en una licuadora (Hamilton Beach Mod. 600-6) y se
depositaron en sobres de papel filtro (Whatman 4). Las muestras se extrajeron en el
sistema Soxhlet con 300 mL de hexano (J.T. Baker) (Figura 10). El equipo se
mantuvo por 8 horas en reflujo a aproximadamente 60°C (Ixtaina et al., 2011). El
disolvente se destil6 a presion reducida mediante un evaporador rotatorio (BUCHI-
R114, Switzerland) a 40°C obteniéndose el extracto correspondiente. Los extractos
se guardaron en frascos color ambar, en un lugar fresco y oscuro para su uso

posterior.

Figura 10. Extraccion de los aceites de las semillas en el sistema Soxhlet.

3.6.1. Derivatizacion de los aceites y analisis de acidos grasos por CG/EM.

La derivatizacion se hizo de acuerdo a Gotoh et al. (2007) con algunas
modificaciones. Se tomaron 10 pL (aprox. 10 mg) del aceite y se agregé 1 mL de
NaOH 0.5 M, se dejo reaccionar por 30 min a 75°C. La mezcla se enfrio a
temperatura ambiente, se adiciond 1 mL de trifluoruro de boro (BF3) en MeOH (14 %)
(Sigma Aldrich) y se incubé por 20 minutos mas, a la misma temperatura.

Posteriormente se agrego 1 ml de agua destilada, mas 2 ml de hexano (J.T. Baker) y
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agito vigorosamente. Se colectd la fase orgénica en viales de cromatografia de gases
y se guardaron a 2°C para su analisis posterior.

Los derivados se analizaron en el cromatégrafo de gases acoplado a un detector de
espectrometria de masas (CG/EM) de baja masa térmica (Agilent 5975T LTM/MSD)
de acuerdo a Zhao (2012), con algunas modificaciones. El CG estaba equipado con
una columna HP-5MS (30 m de largo x 0.25 mm diametro x 0.25 um de espesor de la
pelicula). Se utilizé un volumen de inyeccion de 1 uL, modo de inyeccion: splitless,
temperatura de entrada: 250°C, gas portador: Helio. Horno de baja masa térmica:
70°C 1 min a 10°C/min hasta 200°C 1 min, 5°C/min hasta 280°C y se mantuvo a esta
temperatura 2 minutos. Detector selectivo de masas: 280°C, fuente de iones: 230°C,
temperatura del cuadrupolo: 150°C, ionizacién por impacto electronico (70 eV), modo
de barrido: completo, tiempo de corte del solvente: 3.0 minutos. Tiempo total de
andlisis: 33 minutos. Los resultados se expresaron como el porcentaje de éarea

relativa.

3.7. Estudios in vitro.

3.7.1. Evaluacion de la actividad I-SPQ de los aceites y acidos grasos libres.

Se midié la inhibicion de un fenotipo controlado por el SPQ, que en el caso de C.
violaceum es la atenuacion del pigmento violaceina (en CV12472). La cepa CV026
presenta una mutaciéon que impide la sintesis del autoinductor por lo tanto no
produce la violaceina, esto permite medir el crecimiento bacteriano sin que el
pigmento interfiera. Pero si se afiade exdgenamente el autoinductor, esta cepa es

capaz de producir dicho pigmento.

3.7.1.1. Preparacion del inéculo.

Las cepas bacterianas se cultivaron en medio LB (Luria Bertani) sélido.

Posteriormente, se coloco una colonia de cada cepa en 5 mL de medio LB liquido y
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se mantuvo en agitacion constante (150 r.p.m.) a 28°C. Veinticuatro horas después,
el indculo se ajustd con medio LB liquido a una D.Oeso nm= 0.1 (Mufioz-Cazares,
2013). Se tomaron 200 uL del inéculo ajustado y se depositaron en los pozos de la

placa (96 pozos de fondo plano y estériles, Corning Costar).

3.7.1.2 Tratamientos.

Los aceites de las semillas se ajustaron a las siguientes concentraciones: 20, 10, 5,
25 mg mL?! en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Aldrich). Posteriormente, se
depositaron 5 pL de cada tratamiento sobre los 200 pL de in6culo colocado en la
placa multipozos, para tener una concentracion final de 500, 250, 125y 62.5 ug mL™.
Se us6 como control positivo una mezcla de acidos anacardicos (500 pg mL™Y)
previamente descrita como I-SPQ (Castillo-Juarez et al., 2013) y el control negativo

DMSO que fue el vehiculo.

También, se evaluo el efecto de los acidos grasos saturados (SAFA); acidos grasos
monoinsaturados (MUFA) vy &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) a las
concentraciones de 40, 4, 0.4 y 0.04 mM en DMSO. Se agregaron 5 pyL de cada
dilucion a los pozos con in6culo para que las concentraciones finales quedaran en
1000, 100, 10 y 1 uM. Se us6 como control negativo el DMSO ya que con este se
disolvieron los &cidos grasos.

Las placas se incubaron a 28°C a 150 r.p.m. por 48 h para después determinar el

crecimiento bacteriano y la produccion de violaceina.

3.7.1.3 Determinacion del crecimiento bacteriano.

Inicialmente, en la cepa CV026 se midié la absorbancia del cultivo antes y después
de haber aplicado los tratamientos en un espectrofotometro de microplacas
(Multiskan spectrum, Thermo scientific) a 660 nm. Posteriormente, a las 48 h se

midio el crecimiento a 660 nm y a estos valores se les resto los de la absorbancia
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producida por la incorporacion de los aceites. Los resultados se convirtieron a
porcentaje con respecto al control que corresponde al DMSO. El ensayo se realizé

por triplicado con tres replicas por tratamiento (Mufioz-Cazares, 2013).

3.7.1.4 Cuantificacién de violaceina.

La cuantificacion se realiz6 en CV12472 a las 48 h después del tratamiento de
acuerdo a Castillo-Juérez et al. (2013). El contenido de cada pozo se mezclé con 200
UL de acetato de etilo (J.T. Baker) y se centrifugé a 15,000 r.p.m. en una centrifuga
(Microfuge E BECKMAN, USA). Se colect6 el sobrenadante coloreado y se evaporé
a temperatura ambiente por 24 h. Posteriormente, se resuspendié la violaceina seca
en 200 pL de DMSO (Figura 11) y se cuantifico a 575 nm en un espectrofotometro de
microplacas (Multiskan spectruM, Thermo scientific). Los resultados se convirtieron a
porcentaje de violaceina con respecto al control (DMSO). El ensayo se realizé por

triplicado con tres replicas por tratamiento.

Figura 11. Cuantificacion de violaceina en placas de 96 pozos (Corning Costar).
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3.7.2. Actividad de la exoproteasa alcalina.

La cepa CV12472 se cultivé en 5 mL de medio LB a 37°C y con agitacion constante
(200 r.p.m.). Cuando el cultivo alcanz6 una D.O.soonm= 1.0, a cada tubo se afiadio
100 pL de aceite (amaranto, chia, girasol) o DMSO como control negativo. Estas
muestras se incubaron durante 24 h. Posteriormente, se tomaron alicuotas de 1,5 mL
de cada cultivo y se centrifugaron a 13,000 r.p.m. durante 1 minuto para obtener los
sobrenadantes. Después, 150 pL de cada sobrenadante se mezclé con 10 mg de
polvo de Remazol azul (Sigma Aldrich) y se suspendié en 1 ml de tampdén (Tris 20
mM CaCl2 1 mM a pH de 8,0). Esta mezcla se incub6 a 37°C con agitacion constante
(200 r.p.m.) durante 1 h y luego se centrifug6 a 13,000 r.p.m. durante 5 minutos, para
eliminar el polvo de Remazol azul que no se hidrolizé. Se cuantifico el pigmento azul
solubilizado en los sobrenadantes (proporcional a la actividad de la exoproteasa)
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 595 nm. La actividad se
normalizo por el crecimiento de los cultivos (DOeoo nm) (Howe e Iglewski, 1984; Oca-

Mejia et al., 2015). Los experimentos se realizaron en cuatro cultivos independientes.

3.7.3. Andlisis de acoplamiento molecular.

La estructura cristalina del dominio unién-ligando CviR unido al ligando nativo C6-
HSL se obtuvo del banco de datos de proteinas (nUmero de acceso 3QP1). Se
generaron y optimizaron los modelos tridimensionales de los acidos grasos utilizados
en el estudio con los software ArgusLab 4.0.1 disponible en: http://www.arguslab.com
(Thompson, 2010) y Maestro version 9.1 (Schrodinger, LLC, de Nueva York, NY,
2010). Para analizar el acoplamiento, se eliminé el ligando de la estructura del
dominio unién-ligando CviR usando del software UCSF Chimera paquete 1.6
(Pettersen et al.,, 2004). La estructura de dominio de unién-ligando CviR y los
modelos de acidos grasos se prepararon para el acoplamiento, utilizando el software
ADT 1.5.2 (Sanner, 1999; Morris et al., 2009). El analisis de acoplamiento del
dominio de union-ligando CviR con los diferentes &cidos grasos se llevd a cabo

usando el software Autodock 4.2.5.1 disponible en: http://autodock.scripps.edu/
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(Huey et al., 2007). Cien conformaciones de cada acido graso se obtuvieron después
del acoplamiento y se agruparon para el andlisis utilizando el software ADT 1.5.2.
Las conformaciones seleccionadas corresponden a los valores mas bajos de energia
vinculante y constante de disociacion (Kd). Los analisis de las estructuras resultantes
y la generacion de las figuras se hizo con PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 1.2.r1, Schrodinger, LLC).

3.8. Estudios in vivo.

3.8.1. Preparacion del in6culo bacteriano.

De un placa de cultivo con dos dias de crecimiento se tomaron dos colonias y se
resuspendieron en 5 ml de medio LB en un tubo de 50 ml (Falcén). El inéculo se
mantuvo en agitacion a 200 r.p.m., a 28°C durante 24 h. Posteriormente se ajusto a
un volumen final de 13 ml con una D.O.ss0nm=0.5-0.6. Diez mililitros fueron
transferidos a 10 tubos (1 mL por tubo) de plastico estériles (Axygen 1.5 mL) y se
centrifugaron a 15,000 r.p.m. por un minuto en una centrifuga (Microfuge E
BECKMAN, USA). El sobrenadante se desechd y la pastilla bacteriana se lavé con
1ml de PBS estéril. Se volvio a centrifugar a 15,000 r.p.m. por 1 minuto y la pastilla
bacteriana se resuspendié en 1ml de PBS estéril, el cual se empled para inocular a

los animales.

Para determinar el numero de unidades formadoras de colonias (U.F.C.) se utilizé la
metodologia de cuenta viable (Reynolds, 2013). Del inéculo final, se tomaron 100 ply
se realizaron diluciones seriales 1/10 en volumenes de 900 ul en PBS estéril hasta
1x107%°. Se sembraron 20 pl de las diluciones pares en una placa de LB dividida en 5
regiones, las cuales se incubaron a 28°C por tres dias. Se cuantificé el nimero de
colonias y se consideraron para el calculo las diluciones que tuvieran el intervalo de

30 a 300 colonias.
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Para el calculo de las U.F.C. que se inocul6 a los ratones, se emplearon las siguiente
férmulas: nimero de colonias x factor de dilucion = U.F.C./ 20 ul y después 300 pl x
U.F.C./ 20 ul entre 20 pl = nimero de U.F.C./raton.

3.8.2 Efecto de la dieta a base de semillas en la supervivencia de ratones

infectados con C. violaceum.

3.8.2.1. Preparacion de pellets de semillas.

Las semillas se pulverizaron en una licuadora (Hamilton Beach Mod. 600-6) y se
mezclaron con agua destilada (2:1, p:v) para formar una pasta, la cual se molde6 en
pellets que se dejaron secar a temperatura ambiente (Figura 12) para posteriormente

administrarse como dieta a los animales.

Figura 12. Comprimidos hechos a base de semillas (A: chia, B: amaranto y C: girasol) y agua

destilada.

3.8.2.2. Inoculacion y tratamientos.

Los animales se dejaron en ayuno por 13 h con libre acceso a agua y tres horas
antes de la inoculacion (via intraperitoneal con 300 pL de una concentracion
bacteriana ~1.1 x 10° U.F.C.) se les suministraron las distintas dietas (Figura 13) las
cuales se mantuvieron durante toda la fase experimental que fue de 2 dias.

Se manejaron grupos de 5 a 6 animales, como control negativo se usé alimento
comercial de la marca Purina con las siguientes especificaciones nutrimentales:

humedad 12% maximo, grasa 3% minimo, proteina 23% minimo y fibra 6% maximo.
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Para las condiciones experimentales se les proporcion6 los distintos pellets hechos
de semillas de girasol, chia y amaranto. Se evalué la supervivencia de los animales
cada 6 h.

El experimento se realiz6 con dos repeticiones independientes, se observo la

mortalidad en el tiempo y los datos fueron transformados a porcentaje de

supervivencia.

Control

3.8.3. Efecto de la administracion oral de aceites de semillas en la

supervivencia de ratones infectados con C. violaceum.

3.8.3.1. Inoculacion y tratamientos.

Se formaron grupos de 10 animales, los cuales se sometieron a un ayuno de 6 h.
Dos horas previas a la inoculacién bacteriana (300 puL de una concentracién de ~8.6
x 1019 U.F.C via intraperitoneal), se les administr6 via oral mediante una canula
metélica 200 yL de aceite de amaranto, chia, girasol y como control negativo a un
grupo se le administré6 PBS (Figura 14). Durante toda la fase experimental (48 h) los
grupos fueron alimentados con pellet comerciales y se evalué la supervivencia cada
2 h. Los resultados de las tres repeticiones se transformaron a porcentaje de

supervivencia.
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Figura 14. Canula metdlica y administracion oral de los aceites de semillas.

3.9. Anédlisis estadistico.

Las graficas se procesaron con el software SigmaPlot versién 10 (Systat Software,
Inc., San José California USA). A los resultados de los ensayos in vitro se les aplico
un ANOVA vy la prueba de Dunnett (0=0.05) para comparar las medias de los
tratamientos con el control de DMSO (menor que el control) en el software Statistix
version 9 Analytical Software, Tallahassee, FL, EEUU). Los resultados in vivo se
analizaron con el test de U-Man Whitney (a=0.05) en el software SPSS version 15
(SPSS for Windows, Chicago, SPSS Inc.)
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4. RESULTADOS

4.1. Rendimiento de los aceites.

Las semillas de chia y girasol tuvieron mayor contenido de aceite con respecto a las
de amaranto. En la Tabla 5 se muestra el contenido en porcentaje de cada uno de
los aceites.

Tabla 5. Rendimiento de los aceites.

Aceite Rendimiento (%)
Amaranto 5.5
Chia 33.2
Girasol 37.5

4.2. Andlisis por CCF de los aceites.

Las placas cromatograficas con las muestras de aceite fueron eluidas en diferentes
proporciones de hexano: acetato de etilo y se asperjaron con reveladores especificos
para analizar acidos grasos. En la Figura 15 se muestran las placas con los aceites y

algunas muestras de referencia reveladas.

Figura 15. Cromatoplacas de los aceites. A) Fase movil (FM): hexano-acetato de etilo (9:1, v:v),
revelador: vainillina en 4cido sulfurico (1%). B) FM: hexano-acetato de etilo (7:3, v:v), rev.: vapores de
yodo. C) FM: hexano-acetato de etilo (7:3, v:v), rev.: Acido sulfurico al 50% en metanol + 110°C (45

min.). P: &c. palmitico, A: amaranto, C: chia, G: girasol, E: ac. estearico, O: &c. oleico, L: ac. linoleico.
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4.3. Evaluacion in vitro de los aceites de semillas oleaginosas.
4.3.1. Los aceites inhiben la produccién de violaceina en C. violaceum.

Los tres aceites mostraron un efecto positivo en la inhibicion de la produccion de
violaceina (Figura 16). Ensayos previos confirmaron que no todos los aceites pueden
tener este efecto, ya que encontramos que los aceites de canola y céartamo
estimularon la produccion del pigmento (datos no mostrados).

En la Figura 16 se observa que ninguna de las concentraciones evaluadas inhibi6 el
crecimiento bacteriano, sin embargo se aprecia un efecto dosis-respuesta en la
produccion de violaceina. Las concentraciones de 250 y 500 pg mL* fueron
significativamente diferentes con respecto al control (DMSO), inhibiendo de un 50 al
80 % la produccion de violaceina, respectivamente. El efecto del control positivo (AA:
mezcla de &cidos anacardicos) y los aceites de amaranto y chia a la concentracion

de 500 pg mL* fue muy similar.
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Figura 16. Efecto de las diferentes concentraciones de aceites en la produccién de violaceina y
crecimiento bacteriano en C. violaceum. Las lineas verticales representan la desviacion estandar de la
media. * Estadisticamente significativo comparado con el control (prueba de Dunnett (a= 0.05)). AA:

mezcla de acidos anacéardicos, Am: amaranto, Ch: chia, Gir: girasol.
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4.3.2. Los aceites inhiben la actividad de la exoproteasa alcalina en C.

violaceum.

La exoproteasa alcalina es otro de los fenotipos que se reporté recientemente que es
regulado por el SPQ de C. violaceum (Oca-Mejia et al., 2015). En este ensayo se
probd el efecto de los aceites en la inhibicion de la actividad de la enzima. Los
resultados mostraron que los aceites de chia y girasol inhibieron significativamente
actividad de la exoproteasa con respecto al control sin tratamiento (Figura 17),

mientras que el efecto del aceite de amaranto no fue significativo.
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Proteasa alcalina / crecimiento
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Control Amaranto Chia Girasol

2 % aceite
Figura 17. Efecto de la aplicacién de los aceites en la actividad de la exoproteasa alcalina en C.

violaceum. Las lineas verticales representan la desviacion estandar de la media.

* Estadisticamente significativo comparado con el control (prueba de Dunnett (a= 0.05).

Al inhibir dos de los fenotipos regulados por el SPQ en C. violaceum sugiere que los
aceites, principalmente de chia y girasol pueden contener moléculas con potencial I-

SPQ sobre C. violaceum.
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4.4. Composicion de los aceites de las semillas evaluadas.

Para conocer las diferencias en la composicion de acidos grasos de los aceites de
las semillas de girasol, chia y amanto se obtuvieron derivados metilados y se
analizaron mediante CG/EM. Los tres aceites mostraron estar compuestos de acidos
grasos similares, sin embargo la proporcion fue distinta (Figura 18). El aceite de
girasol tuvo el porcentaje mas alto de AG insaturados (89.39 %) siendo los acidos
oleico (40%) y linoleico (39%) los mas abundantes. Mientras que la cantidad total de
AG saturados fue de 19.7%, siendo el acido palmitico con el 15.1% (Tabla 6) el mas
representativo. En el aceite de amaranto, la proporcién de AG insaturados fue la mas
baja de las tres muestras con 55.8%, sin embargo, fue el que tuvo una mayor
cantidad de AG saturados (44.14%), siendo el acido palmitico el componente
principal con 38.8 % (Tabla 6). Mientras que el aceite de chia presento
concentraciones intermedias de AG insaturados (76.8%), AG saturados (23.1%) y
acido palmitico (19.1%) (Tabla 6). En el caso del acido estearico la proporcion fue
similar en los tres aceites, sin embargo, el acido miristico solamente fue identificado

en los aceites de girasol y amaranto (Tabla 6).

Tabla 6. Composicion de los aceites de las semillas de amaranto, chia y girasol.

% de acidos grasos totales

Acido graso Girasol Chia Amaranto
Miristico (14:0) 0.42 -- 0.89
Palmitico (16:0) 15.14 19.14 38.88
Margarico (17:0) -- -- 0.38
Estearico (18:0) 4.18 4.01 3.50
Araquidico (20:0) -- -- 0.49
AG saturados totales 19.74 23.14 4414
Trans-13 octadecenoico 418 0.59 0.65
(18:1n-5)

Oleico (18:1n-9) 40.20 58.73 19.95
Linoleico (18:2n-6) 39.01 17.51 35.21
AG insaturados totales 83.39 76.83 55.81

42



3000000
25000001

20000004

Abundancia

1500000
1000000

5000004

100000{ A

4500000
4000000
3500000
3000000

2500000

Abundancia

2000000

1500000

1000000

500000

11.728

A\

14.

12.00 13.00

AMARANTO

B) 19.049

"18.00 |
Minutos

CHiA

B) 19.019

c)20.728 |
19.00 2000 21.00

D) 22.460

E)22.546

G) 22.917

F )l‘\zz. 617
(S |

2200 2300 2400 2500

E) 22.580

D) 22.445

G)22.917

F)22.625 ';

—
18.00

3500000

3000000

2500000

2000000

Abundancia

1500000,

1000000

500000

A)11.728

'18.50

T ————
19.00 20.50

Minutos

e ——
4 19.50 20.00

GIRASOL

———
21.00

B) 19.026

T T T T T T
21.50 22.00 22.50 23.00

. E)22.588
D)22.445

22917

ﬂ

F)22.617

G)
Il

12.00

13.00

18.00

15.00

16.00

=
17.00

Minutos

14.00

21.00 22.00 23.00

19.00  20.00
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Con el objetivo de determinar el efecto I-SPQ de manera individual de los principales
acidos grasos presentes en los aceites, se procedid a realizar un estudio de relacion

estructura-actividad in vitro, empleando moléculas adquiridas comercialmente.

4.5. Evaluacién in vitro de los AG saturados (SAFA).

4.5.1 Crecimiento bacteriano y produccion de violaceina en C. violaceum.

De los once SAFAs y las concentraciones probadas, soélo los 4cidos laurico, miristico,
estearico y palmitico mostraron un efecto positivo en la inhibicion del pigmento, a la
concentracion de 1 mM (Tabla 7). El analisis estadistico mostr6 que son
significativamente diferentes con respecto al control (DMSO) los acidos laurico,
miristico y esteérico. Estas moléculas no afectaron significativamente el crecimiento

bacteriano (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto de los SAFA en el crecimiento bacteriano y produccion de violaceina

en C. violaceum.

Acido graso  Nombre IUPAC % Inhibiciéon [1mM]
(Acido) Violaceina Crecimiento
Caproico Hexanoico (6:0)
Caprilico Octanoico (8:0)
Pelargonico ~ Nonanoico (9:0)
Caprico Decanoico (10:0)
Laurico Dodecanoico (12:0) 84.38+1.18*
Miristico Tetradecanoico (14:0) 79.55+£5.21* 3.35+£39.64
Palmitico Hexadecanoico (16:0) 41.76+£34.41 6.47+£17.04
Estearico Octadecanoico (18:0) 63.02+11.54*
Araquidico Eicosanoico (20:0)
Behénico Docosanoico (22:0)

Lignocérico Tetracosanoico (24:0)
* Estadisticamente significativo comparado con el control (test de Dunnett (o= 0.05).

+ Representa la desviacion estdndar de la media. ---= sin efecto.
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Una caracteristica interesante de las moléculas activas es que su longitud de cadena
va de 12 a 18 atomos de carbono, longitudes menores 0 mayores a estas no tuvieron

efecto sobre la inhibicion de violaceina.

4.6. Evaluacién in vitro de los AG insaturados (MUFA Y PUFA).

4.6.1. Crecimiento bacteriano y produccion de violaceina en C. violaceum.

Los AG insaturados probados mostraron principalmente un efecto bactericida, debido
a que inhibieron el crecimiento de la bacteria, por lo que la inhibicién en la violaceina
no puede atribuirse a un efecto I-SPQ, ademas que no fueron significativos estos
valores (Tabla 8). El acido erucico es el Unico que no afectd el crecimiento
bacteriano, pero su efecto en la inhibicion de la violaceina no fue significativo.
Contrario a esto, los acidos oleico, linoleico, linolénico araquidonico y cervonico,
mostraron un efecto bactericida significativo en la inhibiciébn del crecimiento de C.
violaceum, cuya actividad es directamente proporcional al nUmero de insaturaciones
en la cadena alifatica. Siendo el mas efectivo en inhibir el crecimiento de la bacteria
el cervonico, conocido popularmente como DHA con el 92% y con seis

insaturaciones.
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Tabla 8. Efecto de los MUFA y PUFA en el crecimiento bacteriano y produccion de

violaceina en C. violaceum.

Acido graso  Nombre IUPAC % Inhibicion [1mM]
(Acido) Violaceina Crecimiento

Palmitoleico  cis-9-hexadecenoico (16:1) 43.46+14.73 19.25+10.54

Petroselinico cis-6-octadecenoico (18:1) 70.30+11.34 10.42+17.70

Elaidico trans-9-octadecenoico (18:1) 64.71+£26.61 22.71+£22.39

Oleico cis-9-octadecenoico (18:1) 60.24+17.88  22.95+9.51*

Linoleico cis-9,12,15- octadecatrienoico 48.02+21.34  37.51+4.37*
(18:2)

Linolénico cis-9,12,15- octadecatrienoico 34.57+16.51 64.48+3.92*

(ALA) (18:3)

Araquiddnico cis-5,8,11,14-eicosatetrienoico 48.53+20.64  79.59+18.32*

(ARA) (20:4)

Erucico cis-13-docosenoico (22:1) 46.85+8.59

Cervonico cis-4,7,10,13,16,19 57.65+13.38  92.51+9.01*

(DHA) docosahexaenoico (22:6)

Nervonico cis-15-tetracosaenoico (24:1)

* Estadisticamente significativo comparado con el control (test de Dunnett (a= 0.05).

* Representa la desviacion estandar de la media. ---= sin efecto.

4.7. Andlisis de acoplamiento molecular de SAFA y MUFA en el sitio activo de

la proteina CviR.

Con el fin de investigar si la actividad I-SPQ de C. violaceum por los AG esta
relacionado con su unidn y por lo tanto la inhibicion del receptor CviR, se realizé un
analisis de acoplamiento molecular utilizando el programa de simulaciéon Autodock.
Las conformaciones del complejo CviR-AG seleccionados corresponden a los valores
mas bajos de constantes de disociacion (Kd) (Tabla 9). Como modelo de referencia,
el autoinductor natural C6-AHL estaba acoplado en el dominio de unién-ligando CviR
(Tabla 9). Los resultados del analisis de acoplamiento molecular sugieren que la
actividad I-SPQ exhibida por los aceites de las semillas, podria estar relacionado con
la union de los SAFA de cadena larga (12 a 18 a4tomos de carbono) a CviR.

El acoplamiento de SAFA (12 a 18 4tomos de carbono) en el sitio activo CviR mostro
los valores de Kd de 251.74 uM a 879.72 uM (Tabla 9). De éstos, los acidos laurico,
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miristico y estearico tuvieron los valores mas bajos de Kd de la conformacion mas
favorecida, lo que sugiere una mayor afinidad de union al sitio activo de la proteina
CviR. En contraste, el acido lignocérico (con una cadena mas larga hidrofoba) y el
acido caproico (con una cadena hidrofoba mas corto) no mostraron una disposicion
estable en el interior del sitio activo de la proteina (Tabla 9). Ademas, los acidos
grasos monoinsaturados (acidos elaidico, oleico y erucico) se acoplaron en el sitio
activo con valores de Kd en el rango de 1060 a 8390 pM (Tabla 9).

Tabla 9. Acoplamiento molecular de algunos SAFA y MUFA en el sitio activo de la

proteina CviR.

SAFA
Caproico (6:0) Kd= 5990 uM Caprilico (8:0) Kd= 2960 uM

Kd= 370.82 uM Miristico (14:0 Kd= 251.74 uM
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Palmitico (16:0)

Lignocérico (24:0)

Elaidico (18:1)
»
S

Erucico (22:1)

Kd= 879.72 uM

Estearico (18:0)

Kd= 140880 uM

Kd= 1060 uM

Kd= 8390 uM

MUFA
Oleico (18:1)

Kd= 838.33 uM

Kd= 1190 uM
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4.8. Evaluacién in vivo.

4.8.1. El consumo de semillas de girasol aumenta la supervivencia de ratones

infectados con C. violaceum.

Se observé una diferencia significativa en el aumento de la supervivencia de
animales que consumieron comprimidos de semilla de girasol en comparacion con el
grupo control alimentado con la dieta comercial (Figura 19). El maximo efecto se
presentd a las 36 h de experimentacién con un aumento en la supervivencia del 33%,
y se mantuvo hasta las 48 h en que se concluyé el experimento. Para este
experimento los animales fueron inoculados con ~1.1 x 10° U.F.C./ratén causando
un 75 % de mortalidad en el grupo control. Es importante sefialar que cuando el
inéculo bacteriano se aument6 a ~1x10'* U.F.C./ratén, caus6 100% de mortalidad en
el grupo de control y no se observo efecto significativo de la dieta de girasol sobre la
supervivencia de los animales (datos no mostrados). En el caso de los pellets de chia
se observo la misma tendencia (aumento del 10% en la supervivencia), pero este no
fue significativo. Los pellets de amaranto no fueron consumidos por los animales en
los experimentos anteriores, por lo que no se incluyeron en este ensayo.

Cabe sefalar que el estado general de los animales sobrevivientes era malo,
presentaron una reduccion en el movimiento y el apetito. Ademas, la infeccion les
caus6 estrefiimiento e inflamacién de los parpados. También, se pudo aislar la
bacteria del higado de estos animales lo que indica una propagacién grave de la

infeccion.
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Figura 19. Efecto del consumo de comprimidos de semillas de girasol y chia en la supervivencia de
ratones infectados con C. violaceum. Los animales se mantuvieron en un ayuno prolongado de 13 h y
3 h previas a la infecciébn se proporcionaron las dietas que se conservaron hasta el final del
experimento (48 h). Promedio de dos experimentos con n = 6, inoculados con un promedio de ~1.1 x
10° U.F.C. *significancia estadistica p < 0.05; U Man-Whitney.

4.8.2. La administracién oral de aceite de girasol aumentan la supervivencia de

ratones infectados con C. violaceum.

Con los tres aceites evaluados se observo una tendencia de retraso de la muerte de
los animales, sin embargo Unicamente el aceite de girasol mostré valores
significativos (Figura 20). Con un inoculo de ~8.6 x 10%° U.F.C. se registré la muerte
del 100 % de los animales a las 22 h después de ser tratados con PBS y a las 26 h
para los tratados con aceite de amaranto. Para el caso de los tratados con aceite de
chia presenta un aumento de la supervivencia de 6.6 %. El aceite que mostré un

mejor efecto fue el de girasol, el cual presenta valores significativos desde las
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primeras horas de infeccion y retrasa la muerte de los animales en 10 % hasta las 48

h, que fue el tiempo en que se concluyo el experimento.
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Figura 20. Efecto de la administracion oral de los aceites de girasol, chia y amaranto en la

supervivencia de ratones infectados con C. violaceum. Los animales se sometieron a un ayuno
prolongado de 6 h y 2 h previas a la infeccion se administr6 oralmente 0.2 mL de los distintos aceites
mediante una céanula metélica. Promedio de tres experimentos con n = 10. Inoculados con un

promedio de ~8.6 x 101° C.F.U. *significancia estadistica p < 0.05; U Man-Whitney.
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5. DISCUSION

Este estudio se centré en analizar el efecto protector inducido por el consumo de
semillas oleaginosas ante una infeccidn bacteriana, por un mecanismo que implica
la I-SPQ empleando la bacteria C. violaceum. Bajo las condiciones experimentales
de este trabajo, Unicamente las semillas de girasol mostraron un efecto significativo
al retardar la muerte y aumentar la supervivencia de los animales. Este efecto es
muy relevante, debido a que representa el primer informe en el que se demuestra
gue el consumo de semillas o sus aceites, pueden ayudar a proteger de un proceso
infeccioso en un sistema modelo con animales vertebrados. De igual manera, resulta
importante mencionar que este efecto se presenta en una condicion que se puede
considerar extrema, debido a que se manejaron indculos bacterianos altos y una via
de administracion que facilita a la bacteria su ingreso a sangre, asi como diseminarse

rapidamente y generar septicemia.

El efecto positivo obtenido se presentd con la ingesta de las semillas (0 aceites)
horas antes de la infeccion y previo a un ayuno prolongado. Sin embargo, no se
determind si el consumo posterior de las semillas pudiera potencializar el efecto. La
mayoria de los animales unas horas después de la inoculacion, presentaron un
cambio conductual en el que redujeron su movimiento y ya no consumian alimento ni
agua. Esta situacion limité el seguimiento de los ensayos a tiempos mayores de 48 h,
porque éticamente no es posible mantener a los animales en esa condicién. Ademas
la muerte podria deberse a un proceso de deshidratacién e inanicion y no a la

infeccién como tal.

Por otra parte, en ensayos previos con las distintas dietas de semillas se observo
qgue los animales no consumian los pellets de amaranto, asi como no se controlaba
la cantidad de semilla o dosis por animal. De tal manera que para homogenizar estos
pardmetros se decidieron obtener los aceites de las semillas y administrarlos via

oral mediante una canula metalica.
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Cabe sefialar que se emplearon distintos in6culos bacterianos para los dos ensayos,
pero ambos fueron mayores a los reportados en la literatura para este modelo ya que
con 1x10° U.F.C./ratbn bajo las condiciones experimentales manejadas no se
alcanzaba el 100% de mortalidad (Miki et al., 2010). Asi también, no se observaron
lesiones en el higado como se reporta en el estudio de Miki et al. (2010), sin
embargo los animales presentaron piloereccion, disminucién de movilidad, asi como
abultamiento en la zona cercana al ano (posible estrefiimiento) y en algunos casos
ceguera. A pesar de que no se cuantifico la bacteria en los animales, si se aisl6 del

higado y bazo.

Para el ensayo de consumo de semillas se empled la concentracion bacteriana de
~1x10° U.F.C./ratén con lo que se obtuvo 70% de mortalidad del grupo control, ya
que a concentraciones mayores no se observé un efecto positivo claro de la
proteccion de las semillas. En cuanto a la administracién del aceite se us6 un indculo
bacteriano de ~8x10%° U.F.C./ratén con el que se obtuvo 100 % de mortalidad en el
grupo control tratado con PBS y se pudo observar una tendencia por parte de los tres
aceites en retrasar la muerte y aumentar la supervivencia de los animales, pero
Gnicamente se registraron efectos significativos en los tratados con el de girasol. Sin
embargo, es factible que aumentando el nimero de dosis o disminuyendo el in6culo

bacteriano, el efecto se potencialice y resulten significativos los demas.

En este sentido para fines de esta investigacion, resultaba interesante y ventajoso
gue los tres aceites mostraran diferentes grados de actividad bajo estas condiciones
in vivo, ya que permitiria comparar la actividad registrada y correlacionarla con las
diferencias en el tipo y contenido de metabolitos. Contario a esto, todos los aceites
mostraron actividad [-SPQ determinado por inhibicion de la violaceina y la
exoproteasa de C. violaceum, aunque esta ultima no fue significativa para el

amaranto.

Mediante el andlisis de CG/EM se encontrdé que los tres aceites son ricos en AG,

pero cada uno contiene diferente proporcion de ellos. Mediante ensayos in vitro se
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identific6 como los responsables de la actividad I-SPQ a AG saturados de
determinado largo de cadena (12 a 18 atomos de carbono), como los acidos laurico,
miristico y esteérico. Es interesante que la longitud de la cadena de los AG y
moléculas relacionadas juega un papel importante en la regulacion
(activacion/inhibicién) de distintos SPQ, tal es el caso de los AG saturados laurico y
miristico que pueden actuar como una sefial que media la comunicacion entre
especies del género Pseudomonas (Fernandez-Pifiar et al.,, 2012). Los AG
monoinsaturados como el oleico y lyngbiodico inhiben el SPQ de P. aeruginosa y C.
violaceum (Kwan et al., 2011; Singh et al., 2013), al igual que la mayoria de los
autoinductores integrantes de la familia DSF (Deng et al., 2011). Estos resultados
son importantes para la exploraciéon y disefio de sintesis de nuevos I-SPQ a base de
AG.

Este es el primer reporte de la actividad I-SPQ de AG (&cido laurico y miristico) en el
sistema de C. violaceum. De igual manera, los estudios de analisis “docking” se
correlacionan con esta actividad indicando una posible relacién estructural del largo

de cadena de los AG y la unién con el receptor CviR de C. violaceum.

Por otra parte resulta interesante que el acido palmitico a pesar de encontrarse
dentro del largo de cadena de los AG I-SPQ, presenta la constante de disociacion
(Kd) mas alta y su actividad in vitro no es significativa, esto contradice a otros
reportes en los que lo seflalan como uno de los posibles responsables de la actividad
[-SPQ (Widmer et al, 2007; Soni et al., 2008). El unico MUFA que mostr6 actividad I-
SPQ fue el &cido erdcico, aunque su efecto es moderado, presentdé un valor de kd

muy alto indicando una baja interaccion con el receptor CviR.

Contrario a lo anterior los PUFA, &cido oleico, linoleico, linolénico, araquidonico y
cervonico mostraron actividad bactericida in vitro, cuya potencia es directamente
proporcional al nimero de insaturaciones que presentan. El analisis docking mostré
que los acidos grasos con cadenas insaturadas no presentan una afinidad por el

receptor CviR ya que se obtienen valores de Kd altos.
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En la literatura se ha reportado que el acido oleico, producido por una bacteria
rizosférica (Stenotrophomonas maltophilia BJ01) muestra actividad 1-SPQ en C.
violaceum y antibiopelicula en P. aeruginosa (Singh et al., 2013), sin embargo en
este estudio registramos una inhibicion significativa del crecimiento (22.9%) de C.
violaceum. Asimismo, se ha reportado que acido laurico presenta afecto bactericida
sobre Propionibacterium acnes y Enteroccocus, y el acido caprilico contra bacterias
coliformes (Yang et al., 2009; Sun et al., 2002).

En cuanto al tipo de AG y proporciones identificadas en las muestras de aceites,
estas presentan diferencias con respecto a las reportadas en la literatura, pero esto
puede deberse al manejo y condiciones de cultivo, al cultivar o incluso al método de

extraccion del aceite (Ixtaina et al., 2011).

Una de las diferencias que destaca del aceite de girasol, que fue el que mostré una
actividad significativa in vivo, en su mayor contenido de AG insaturados totales (83.3
%) y baja cantidad de acido palmitico (15.1%). Situacion contraria con el amaranto
que no mostr6 un efecto significativo, cuya proporcion fue de 58.8% de AG
insaturados y 38.8% de &cido palmitico.

Aunque los estudios in vitro, indican que el efecto I-SPQ y el bactericida se deben a
determinada clase de AG, hasta el momento no es claro cudl es la participacion de
cada uno en el efecto positivo que se observa en los estudios in vivo, 0 en su caso se

trate de una combinacion de efectos.

Recientemente se ha reportado que la combinacién de AG, DSF y estructuras
relacionadas potencializan la susceptibilidad de bacterias a los antibibticos,
aumentando su eficiencia contra diferentes géneros bacterianos (Deng et al., 2014).
De igual manera, es factible puedan intervenir otros fendmenos como son la
regulacion del sistema inmune por los AG (Fritsche, 2006). Sin embargo, Fenton et
al. (2013) sefialan que puede ser contraproducente el consumo de AG omega-3,

debido a que su ingesta en pacientes puede conducir a alteraciones del sistema
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inmune que dificulten la eliminacion de infecciones por microorganismos. También,
hay que considerar los procesos de bioconversién que se dan por enzimas en el
higado, ya que se ha visto que la presencia de acido a-linolénico (ALA, 18:3 omega-
3) actua como un precursor aumentando los AG PUFA (acido docosahexaenoico
(DHA, 22:6 omega-6) y acido eicosapentanoico (EPA, 20:5 omega-3) de cadena
larga como un proceso de bioconversion en ratas alimentadas con semillas

(Gonzalez- Mafian et al., 2012).

Con respecto a los resultados obtenidos: ¢ Cual de los dos efectos registrados in vitro
es el responsable de la actividad mostrada in vivo? Se puede sugerir que se debe a
un efecto bactericida dado por los PUFA que son mayoritarios en el girasol, pero
también es factible que los SAFA puedan tener una participacion como I-SPQ o
potenciando la actividad bactericida de los PUFA. No obstante, al analizar la
concentracion de los dos AG I-SPQ (miristico y estearico), la proporcidn es muy
similar en los tres aceites (girasol 4.6%, chia Unicamente esteérico 4.01% y amaranto
4.39%). A pesar de esto, el menos activo que fue el de amaranto, presenta un 38.8%
de &cido palmitico el cual no mostré actividad I-SPQ significativa, por lo que es
factible que la presencia de este AG en particular este disminuyendo el efecto
positivo que se registra in vivo, ya sea porque su presencia diluya la concentracion
de los AG activos (bactericida/I-SPQ) o intervenga directamente en la unién al
receptor CviR y no permita que los AG miristico o estearico interactien para bloquear

el SPQ de C. violaceum.

En la literatura se ha reportado la capacidad bactericida de los AG SAFA y PUFA
provenientes de moluscos sobre algunos géneros como son Lactococcus garvieae y
Vibrio incluyendo V. harveyi (Benkendorff et al., 2004), asi como los presentes en el
aceite de cocodrilo (Crocodylus niloticus) contra Sthapyloccocus aureus y Klebsiella
pneumonie (Buthelezi et al., 2012), en ambos casos se les atribuye la actividad a los
AG palmitico, estearico, oleico, linoleico (Benkendorff et al., 2004; Buthelezi et al.,
2012). Aunque los primeros reportes de AG presentes en alimentos con capacidad I-

SPQ fueron obtenidos en carne de pollo (“Poultry meat”) y res comercial (carne
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molida), en donde se identifican extractos y fracciones enriquecidas con AG como el
palmitico, oleico, linoleico y estearico, los cuales inhiben el sistema Al-2 en la cepa
biosensora de Vibrio harveyi y en el caso de los extractos de la carne molida,
también contrarrestan la formacion de biopeliculas en Escherichia coli K-12 (Widmer
et al, 2007; Soni et al., 2008). Pese a ello, este es el primer trabajo que reporta la
actividad I1-SPQ de semillas oleaginosas, en donde la concentracion de 4cidos grasos
es superior que en otras fuentes comestibles, ademas de que se analiza sobre el
sistema de Al del tipo de AHLs como es el de C.violaceum, la cual ha sido una
bacteria modelo para el estudio de SPQ (McClean et al., 1997). También, se propone
de manera mas detallada la idea de dos actividades que pueden estar actuando, la |-
SPQ debida a los SAFA y la bactericida a los PUFA.

Una limitante que presenta la aplicacion de nuevas alternativas antimicrobianas
incluidas las moléculas I-SPQ, es la falta de estudios in vivo que correlacionen los
efectos encontrados en los estudios in vitro (Castillo-Juarez et al., 2013), por lo que
el efecto positivo en un modelo animal vertebrado es de gran relevancia. El empleo
de C. violaceum para estudios in vivo es un buen sistema, debido a la sencillez de su
SPQ (McClean et al., 1997). Se ha observado en otros sistemas modelo, como el del
crustaceo planctonico Daphnia magna, que la administracion de una dieta rica en
acidos grasos PUFA, aumenta su supervivencia y reproduccion ante la exposicion a
un patégeno oportunista (Pseudomonas sp.). Se le atribuye este efecto al acido
araquidénico (ARA) disponible en las dietas y mas probablemente al efecto de los
eicosanoides derivados del ARA como resultado de una posible modulacion en el

patégeno o mecanismos de defensa del huésped (Schlotz et al., 2014).

En otro trabajo se reporta que el acido cis-2-dodecenoico (BDSF), es capaz de
atenuar la virulencia de P. aeruginosa mediante la interferencia con su SPQ y
sistemas de secrecion tipo Ill, aumentando la supervivencia en el modelo de pez
cebra (Danio rerio) frente a la infeccion con P. aeruginosa (Deng et al., 2013).

Los resultados de este trabajo se complementan con los estudios previos y nos

indican un potencial importante para la aplicacion de moléculas del tipo AG para
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usarse como alternativa para el control de infecciones bacterianas. Pero es necesario
realizar mas estudios encaminados a la eficiencia in vivo, asi como al efecto que
pueden tener en los SPQ de cada bacteria en las que se desee aplicar. Esto Gltimo
considerando los resultados que hasta el momento se tienen, que indican que la
interaccion final de determinado AG, va a depender del género bacteriano, ya que
pueden inhibir el crecimiento, favorecer la comunicaciébn con otras especies,
estimular o inhibir los SPQ. Con respecto a los aceites, se sugiere que el resultado
final estard determinado por las proporciones de cada AG que contenga, por lo que
la actividad aqui reportada pueda variar de acuerdo a la composicion del aceite que

se pretenda evaluar.

Asi también, son necesario ensayos adicionales que se enfoquen en evaluar la
actividad de los SAFA Y PUFA por separado en el modelo in vivo, ademas de
cuantificar las bacterias en el higado después de estos tratamientos. De igual
manera, determinar el papel que juega el acido palmitico y su concentracion con

respecto a la I-SPQ debida a los acidos estearico, laurico y miristico.
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6. CONCLUSIONES

Los aceites de semillas oleaginosas como son las de girasol, chia y amaranto,

contienen acidos grasos que inhiben el SPQ de la bacteria C. violaceum.

Los acidos grasos I-SPQ de C. violaceum son del tipo saturados de cadenas
de 12 a 18 atomos de carbono y se plantea acttian interfiriendo con la union al

receptor del autoinductor nativo (AHLS).

Los aceites de las semillas oleaginosas contienen también acidos grasos
insaturados que presentan actividad bactericida sobre C. violaceum.

Consumir las semillas o el aceite de girasol tienen un efecto benéfico para
contrarrestar la infeccién por C. violaceum in vivo, no obstante faltan estudios
para determinar la participacion de los acidos grasos I-SPQ y los bactericidas

en este efecto.
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Acido araquidico:
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Acido oleico:

100- 55

69

o
264
222 I
180
235 296
194 207
|r.. b " h |2|53 | 278 |
™1 IR DR SRR SR

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
{mainlib) 9-Octadecencic acid (Z)-, methy! ester

Acido linoleico:

1001 67

81

o : 3\

T _ \OW

294
263

178 o 250
||‘|. 1L 205 |, 234 251 || 279 .‘

40 60 '80 100 120 140 1é0 180 200 220 240 260 280 300 320 340
(mainlib) 9,12-Octadecadienoic acid (Z,7)-, methyl ester



9. PRODUCCION.

THISNIE W s
Mexicano
de la Propiedad
Industrial
s Uso XCl\l.ISiVD Deleg;ciones iyd INSTITUTU MEXIEHNU DE _‘
bdelegaclones de la et 3
ELéonumiayOﬂcinas Re;ignafgsadal LH PRUPIEDRD INDUSTRIHL
MPIL. Direccién Divisional de Palentes N
Solicitud de Patente Sello

[ solicitud de Registro de Modelo de Utilidad
Folio de entrada

Solicilud
[ Solicitud de Registro de Disefio Industrial, E"”sdlsﬂ*-s MX/ 8/2015/007607 :

especifique cul: Fec a 15 Hora
Modelo D Dibujo :

Industrial Industrial Fecha y hora de recepcién
Antes de llenar la forma lea las consideraciones generales al reverso mll m“ml ""lm“lm '
[l DATOS DEL (DE LOS) SOLICITANTE(S)

I

© b R

El solicitante es el inventor [ El solicitante es el causahabiente

1) Nombre (s): Colegioc de Postgraduados

2) Nacionalidad (es): Mexicana

3) Domicilio; calle, numero, colonia y cédigo postal: km.36.5 Carretera Federal México-Texcoco, Montecille 56230

Poblacién, Estado y Pais: Texcoco, Estado de México, México.
4) Teléfono (clave): 5804-59-00 ext. 1008 5) Fax (clave):

] DATOS DEL (DE LOS) INVENTOR(ES)

6) Nombre (s): Israel Castillo Juarez !, Macrina Pérez Lbpez?, Marcos Soto Hernandez?, Rodolfo
Garcia Contrerast, Marianc Martinez Vazguez®

7) Nacionalidad (es): Mexicanal 2:3.4.5

8) Domicitio; calle, nimero, colonia y cédigo postal: km. 36.5 Carretera Federal México-Texcoco, Montecillo, 56230
Poblacién, Estado y Pais: Texcoco, Estado de México, México.
9) Teléfono (clave): 5804-59-00 ext. 1008 10) Fax (clave):

| DATOS DEL (DE LOS) APODERADO (5)

11) Nombre (s): Lic. Filiberto Gastélum Serna 12)RGP:

13) Domicilio; calle, ntimero, colonia y cédige postal: km.36.5 Carretera Federal México-Texcoco, Montecillo 56230

Poblacion, Eslado y Pais: Texcoco, Estado de México, México 14)Teléfono (clave): 580453 00ExI008  15) Fax (clave):
16) Personas Autorizadas para ofr y recibir notificaciones:
Elva Mariana Pérez Reyes y Mercedes Gonzadlez Cabrera

77) Denominacién o Titulo de la Invencién:

USO DE SUBSTANCIAS RICAS EN LIPIDOS DERIVADAS DE SEMILLAS OLEAGINOSAS Y ACIDOS GRASOS
LTBRES PARA CONTRARRESTAR INFECCIONES BACTERIANAS

18) Fecha de divulgacién previa
| | 19) Clasificacién Internacional uso exclusivo del IMPI
Dia Mes Afio
20) Divisional de la solicitud 21) Fecha de presentacion
| |
Numero Figura juridica Dia Mes Afio
22) Prioridad Reclamada: Fecha de presentacion
Pais Dia Mes Afio No. de serie
| |
| |
| |
Lista de verificacién (uso interno)
No. Hojas No. Hojas
Comprabante de pago de la tarifa Documento de cesion de derechos
Descripcién y reivindicacion (es) de la invencion Constancia de depésito de material biolégico
Dibujo (s) en su caso Documento (s) comprobatorio(s) de divulgacién previa
Resumen de la descripcion de la invencion Documento (s) de prioridad
Documento que acredita la personalidad del apoderado Traduccion
TOTAL DE HOJAS

Observaciones:

= Texcoco Estado de México, a 11 de Junio del 2015
Nembre y firma del so!l ersFapoderado Lugar y fecha

Pagina 1 de 2 IMPI-0

-009

81



392 Congreso Nacional de

Micr@ébizl#gia

Querétaro 2015

Otorga la presente
CONSTANCIAa:

Macrina Péreg Lopey

Quien asistio y presento el trabajo:

Efecto regulador de los acidos grasos de semillas (Amaranthus hypochondriacus L.,
Salvia hispanica L. y Helianthus annuus L.) en el sistema de censado quérum de
Chromobacterium violaceum

Por:
Pérez-Lépez M, Soto-Hernandez M., Garcia-Contreras R., Martinez-Vazquez M.,
San Miguel-Chavez R., Castillo-Juarez |

En la modalidad de cartel durante el 39° Congreso Nacional del 22 al 26 de marzo de 2015 en la Ciudad de Querétaro.

Por el Comité Organizador

P
Dra. Maria Teresa Estrada Garcia
Presidente AMM




*=Byefouling

Quorum Sensing
Inhibition

| INTERNATIONAL SYMPOSIUM
ON QUORUM SENSING INHIBITION (I1SQSI)

Santiago de Compostela (Spain), 3-5 June 2015

CERTIFICATE OF PRESENTATION

The contribution entitled
“Regulatory effect of fatty acids from seeds (Amarantiius
fypoctiondriacus L., Salvia fiispanica L. and Helianthus annuus L.) in

the quorum sensing system of Chromobacterium violaceum
authored by

M. Pérez-Lopez, M. Soto-Hernandez, R. Garcia-Contreras, M.
Martinez-Vazquez, R. San Miguel-Chdavez, I. Castillo-Judrez

has been presented as a poster communication in the
| International Symposium on Quorum Sensing Inhibition (ISQSI)

Santiago de Compostela

3-5 June ; {

Symposium Chair

Ana Otero Casal

83



B TH-STTUFRE DF T AT ST ILART RS AU

T EVRL I T

B A B RO B AR (CTT, LA

Il TR TN DM, LI LR, MUK,
IRAMEIN] AT P (TR, el
SCINS | 2TH FLEONTE CLA R IR, el

[RE-F - fh s TR L ST

m Sociedad Mexicana de Biogquimica, A.C.
FUNDADA EMN 1057
z |1'.l.r|1|-r\-n‘.|l:|llllll.lﬂ.lmj T EIECHI L MDA O LA TR,

Mexico, D_F_, a 18 de agosto de 2015

Israel Castillo Juarez
SAGARFA

Colegio de Posteraduades
Texcoca, Mexico
Presente

Estimado (a) Congresista:
Se le mforma gue su Tabajo:

Protecitve effect of seeds mils in the infecton of Chromebectermm 1Tolecenm:
amfibiotic and anti-quorom actvity

Por:
Castillo Fuarez Izrael, Peres-Lopez Macrina., Garcia-Contreras Rodelfo.,
Rodripuer-Favala José Salud , Martiner-Vazquer Mariano., San Miguel-Chavez Ruben
Soto-Hemandez Marcos

ha sido acepiado para su presentacion durante la IV Congreso de la Rama de Biogmmica
v Biologza Molacular de Bacterias del (4 al 02 de octubre de 2015 en Atlixco Meatepec,
Pushla.

Arenramenre
Par El Comdte Crganizador
.-":FF.
o T 7 ¥y e .
Dra. Susana Brom Elanmer Dir. Jose Luis Puente Garcta

LA

kv LA

Dr. Gabriel Guarnerss Pena

84



	PORTADA
	HOJA DE FIRMAS
	AGRADECIMIENTOS
	DEDICATORIA
	CONTENIDO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE ABREVIATURAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	1. INTRODUCCIÓN
	2. OBJETIVOS.
	3. MATERIALES Y MÉTODOS.
	4. RESULTADOS
	5. DISCUSIÓN
	6. CONCLUSIONES
	7. LITERATURA CITADA
	8. ANEXOS
	9. PRODUCCIÓN.

