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RESUMEN 

 

El uso indiscriminado de productos farmacéuticos, entre ellos: antibióticos, antiparasitarios, 

antimicóticos y anticoagulantes ha generado un problema importante de salud humana 

asociada a los efectos adversos que pueden llegar a presentar, es por lo que se ha buscado la 

identificación de componentes con actividad biológica de origen vegetal. Por tal motivo el 

objetivo del proyecto fue determinar la actividad biológica de los granos andinos, 

Amaranthus candatus L (amaranto.) y Vigna unguiculata L. Walp. (frejol de cabeza negra). 

El estudio fue de tipo exploratorio, cuasi - experimental, transversal, evaluando la actividad 

hemoaglutinante, anticoagulante, antimicrobiana y citotóxica de los extractos acuosos y 

etanólicos que se obtuvieron del amaranto y del frejol de cabeza negra. Los extractos acuosos 

de las semillas fueron capaces de aglutinar eritrocitos humanos de los grupos A, B y O, 

ambos extractos mostraron una fuerte aglutinación siendo mayor en el extracto de amaranto, 

en cuanto a la actividad anticoagulante ambos extractos acuosos poseen actividad 

anticoagulante al inhibir a los factores de la coagulación sanguínea de las vías extrínseca, 

intrínseca y común. Solo el extracto del amaranto exhibió actividad antibacteriana contra la 

cepa ATCC de Klebsiella pneumoniae comparable con los antibióticos utilizados como 

control positivo y nula actividad antifúngica en ambos extractos. Se demostró que el extracto 

etanólico obtenido de los granos del Frejol de cabeza negra posee una moderada actividad 

citotóxica sobre nauplios la Artemia salina.  

 

Palabras clave:  amaranto, frejol, actividad biológica, hemoaglutinante, anticoagulante 

antimicrobiano, citotóxico,  

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

The indiscriminate use of pharmaceutical products, including antibiotics, antiparasitic, 

antifungals and anticoagulants, it has generated a substantial human health problem 

associated with the adverse effects that they may present, which is why the identification 

of components with biological activity has been pursued that originate form plants. For 

this reason, the objective of the project was to determine the biological activity of Andean 

grains, Amaranthus candatus L (amaranth.) and Vigna unguiculata L. Walp. (black- 

headed bean). The study was exploratory, quasi-experimental, cross-sectional, evaluating 

the hemagglutinating, anticoagulant, antimicrobial and cytotoxic activity of the aqueous 

and ethanolic extracts obtained from amaranth and black-headed beans. The aqueous 

extracts of the seeds were able to agglutinate human erythrocytes of groups A, B and O, 

both extracts showed a strong agglutination, being greater in the amaranth extract, in terms 

of anticoagulant activity, both aqueous extracts have anticoagulant activity by inhibiting 

blood coagulation factors of the extrinsic, intrinsic and common pathways. Only the 

amaranth extract exhibited antibacterial activity against the ATCC strain of Klebsiella 

pneumoniae comparable to the antibiotics used as a positive control and no antifungal 

activity in both extracts. It was demonstrated that the ethanolic extract obtained from the 

grains of the Black-headed Bean has a moderate cytotoxic activity on Artemia salina 

nauplii. 

 

Keywords: amaranth, bean, biological activity, hemagglutinant ,anticoagulant, 

antimicrobial, cytotoxic, 

 

 

 

Revised by 

Mario N. Salazar 

CCL English Teacher 

 

 

 

 

 

 



13 

 

CAPITULO I 

 

INTRODUCCIÓN 

 

El uso indiscriminado de productos farmacéuticos, entre ellos: antibióticos, antiparasitarios, 

antimicóticos y anticoagulantes ha desencadenado un problema importante de salud global 

por los efectos adversos que causan, es por esto que se ha buscado la formulación de 

nutraceúticos con actividad biológica como producto natural de origen vegetal. Uno de los 

problemas principales que se han dado en los últimos tiempos y que tiene un riesgo potencial 

importante es la resistencia de las bacterias a los antibióticos (1) ya que en la actualidad las 

bacterias han logrado desarrollar resistencia a los fármacos tradicionales, además la 

producción y desarrollo de nuevas moléculas ha sido muy lenta llegando a presentarse casos 

donde al momento no existe tratamiento eficaz por la multirresistencia bacteriana (2). En 

respuesta a este problema y la necesidad de conseguir alternativas eficaces en muchos casos 

se ha recurrido a la fitoquímica y fitofarmacología (3) ya que la gran cantidad de metabolitos 

secundarios que pueden presentarse en las plantas puede ofrecer una gigantesca posibilidad 

de hallar moléculas con un potencial de actividad biológica importante que puede alcanzarse 

mediante la síntesis química de los principios activos aislados de las plantas,  ya que muchos 

de los metabolitos secundarios de estas tienen la capacidad de ser antibacterianos (4).  

 

Además dentro de otros posibles efectos beneficiosos para la salud que se han encontrado 

en los compuestos secundarios de las plantas tenemos algunos con la capacidad de tratar el 

cáncer, obesidad, hipertensión y diabetes, ya que muchos grupos de péptidos con actividad 

biológica han presentado efectos contra estas patologías, además de que se han encontrado 

efectos antimicrobianos, antifúngicos, antihipertensivos, reguladores de colesterol, 

antitrombóticos, reguladores de absorción de minerales, inmunomoduladores, opioides y 

reguladores de funciones gastrointestinales (5).  

 

Desde inicios de la historia, la Medicina Natural ha sido considerada como una forma de 

tratamiento de las personas y no específicamente de la enfermedad, es tanto así que, en 

diversos foros internacionales, como la Declaración de Chiang Mai, la OMS, el Convenio 

Mundial sobre la Diversidad Biológica y el Plan de Acción de la FAO, se ha remarcado la 

necesidad de preservar los recursos biológicos y los conocimientos asociados a la misma. Es 

por esto que se han destinado diversos estudios para plantear el uso de derivados de las 

plantas como fuente de compuestos útiles para la salud, como agentes antibióticos o como 

agente para control de diversas patologías asociadas a las características propias de cada 

planta, a su composición biológica y fitoquímica (6,7).  

 

Planteamiento del problema 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), la resistencia a los antimicrobianos, que 

incluye antibióticos, antimicóticos, antiparasitarios y antivirales, es un fenómeno que se 

desarrolla de manera natural con el tiempo, en gran parte debido a cambios genéticos (8).  

Los microorganismos que se vuelven resistentes a estos tratamientos se encuentran en seres 

humanos, animales, alimentos, plantas y en el entorno, como el agua, el suelo y el aire. 
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Este problema tiene graves implicaciones a nivel global en la actualidad y puede amenazar 

el funcionamiento del sistema de salud tal como lo conocemos. Su aumento se debe en gran 

medida al uso incorrecto de los antimicrobianos, la automedicación y la falta de seguimiento 

de los planes de tratamiento. Se ha observado que los antibióticos, que solían ser efectivos 

para tratar ciertas infecciones, ya no funcionan de la misma manera. Se requiere un aumento 

en las dosis de antibióticos para lograr el mismo efecto que se obtenía con dosis más bajas 

en el pasado. Esto se ha vuelto especialmente evidente durante la pandemia, con un aumento 

del 94% al 100% en la utilización de antibióticos en entornos hospitalarios, a menudo 

optando por antibióticos de amplio espectro (9). 

 

Justificación  

La resistencia antimicrobiana es una problemática que se está observando en todo el mundo 

moderno, y muchos países están expresando una creciente preocupación al respecto. 

Algunos de ellos han elaborado planes nacionales de acción para abordar este problema, ya 

que tiene un impacto económico, afecta los medios de subsistencia y pone en riesgo la 

eficacia de los programas de atención médica. 

 

En el caso de Ecuador, hasta el año 2019, no se disponía de datos sobre el consumo de 

antibióticos en el ámbito de la salud humana y animal en enfermedades infecciosas. Sin 

embargo, se observaba un aumento significativo en la resistencia a los medicamentos en 

entornos hospitalarios. Por este motivo, se implementó un plan nacional de prevención y 

control de la resistencia antimicrobiana con un enfoque principalmente preventivo (10). A 

pesar de esto, a nivel internacional se están realizando esfuerzos para desarrollar nuevos 

tratamientos, incluyendo alternativas farmacológicas. Es así como dentro de la acción 

antibiótica se han estudiado múltiples plantas evidenciando que se han logrado 

concentraciones mínimas inhibitorias cercanas a rangos de 1,5 a 2,5 cm con la utilización de 

extractos de L. divaricata, L. cuneifolia y S. aphylla por lo que por las características del 

amaranto y del frijol de cabeza negra se puede asumir que su capacidad para el desarrollo de 

compuestos químicos útiles para la salud es innegable (11).  

 

Objetivos 

 

General 

• Determinar la actividad biológica de extractos obtenidos a partir de los granos 

andinos Amaranthus candatus L (amaranto.) y Vigna unguiculata L. Walp. (frejol de 

cabeza negra) para el desarrollo de compuestos químicos útiles para la salud. 

Específicos 

• Obtener los metabolitos secundarios mediante extractos acuosos y etanólicos de los 

granos seleccionados.  

• Determinar la actividad hemoaglutinante, anticoagulante, antimicrobiana y 

citotóxica de las semillas de amaranto y frejol de cabeza negra. 

• Interpretar y discutir los resultados obtenidos. 
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CAPITULO II 

 

MARCO TEÓRICO 

 

Fitoquímica 

Se encarga de estudiar los compuestos químicos que tienen las plantas, especialmente los de 

origen secundario o productos naturales que son aquellos inherentes a un género o familia 

en específico.  

 

Luckner et al. (2013) observó que en determinadas rutas biosintéticas en donde se veía 

incluido el metabolismo primario, este llevaba a la formación de los metabolitos secundarios 

que eran los que finalmente llevaban a la aparición y creación de una gran variedad de 

compuestos que variaban de acuerdo con la familia a estudiar e incluso a plantas específicas 

dentro de cada familia. Es así como la fitoquímica tiene como objeto principal de estudio la 

obtención de los compuestos elaborados por las plantas mediante procesos de extracción, 

aislamiento y purificación de la estructura química (12).  

 

También estudia la caracterización de la actividad biológica de determinada sustancia 

estudiada y sus diversos usos tanto en pro del beneficio o del perjuicio en la salud humana 

 

Etimología 

El término fitoquímico sirve para hacer referencia al estudio de los compuestos bioactivos 

de las plantas con la finalidad de que, al estudiarlas químicamente, se logre encontrar nuevas 

estructuras que podrían ser útiles en la producción de nuevos medicamentos, además de otros 

usos como para la formulación de aromas, saborizantes, colorantes, espesantes, insecticidas, 

herbicidas, hormonas, entre otros (13). 

 

Objetivos generales de la fitoquímica. 

Los objetivos generales de la fitoquímica son 2: 

 

a) Reconocer e identificar los metabolitos secundarios de interés farmacológico, su 

origen, transformación y rol biológico. 

b) Valorar la importancia de los metabolitos secundarios para su uso en la vida del ser 

humano (13). 

 

Proteínas de reserva y su función.  

Durante el desarrollo de la planta, sus semillas sintetizan grandes cantidades de reservas de 

alimento que quedan atrapadas en los cotiledones o el endospermo. Durante la germinación 

estas son movilizadas y sus catabolitos se utilizan para mantener el crecimiento de la semilla 

hasta que pueda establecerse a sí misma como una planta fotosintética autotrófica. Posterior 

a esto la mayoría de las reservas se depositan en diferentes estructuras llamadas organelos 

de almacenamiento; proteínas en cuerpos proteínicos, lípidos en cuerpos lipídicos, almidón 

en gránulos de almidón, estas tienen la capacidad de que en situaciones especiales se 

sustituyan en metabolitos secundarios que tiene una capacidad externa que puede ser útil 

para el ser humano (14).  
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Péptidos bioactivos en proteínas de reserva. 

Un parte importante de los alimentos funcionales son los péptidos bioactivos los cuales se 

definen como péptidos que cuentan con alguna actividad biológica y que se encuentran en 

alimentos ya sea de manera natural o son generados durante el procesamiento de los 

alimentos. 

 

Estos péptidos bioactivos se componen generalmente de 3 a 20 aminoácidos de longitud y 

que además contienen secuencias con actividades potenciales tanto para plantas como para 

animales (15). Se ha observado que las proteínas de origen vegetal como la soya o el trigo 

aportan varios péptidos bioactivos de gran interés para el desarrollo y salud humana. Algunos 

de los mecanismos para su obtención son mediante digestión enzimática, hidrólisis química 

o síntesis in vitro, con el fin de obtener una cantidad suficiente y poder probar su actividad 

biológica. Dentro de estos se han estudiado algunos grupos que tiene el potencial de tener 

algún tipo de acción de interés biológica como:  

 

• Antimicrobianos y antifúngicos: Han presentado acción sobre bacterias tanto Gram 

positivas como Gram negativas, así como también algunas levaduras y hongos. 

• Reguladores de la integridad intestinal y antinflamatorios: en este grupo se han 

encontrado algunos factores de crecimiento y péptidos que ayudan a mantener la 

integridad intestinal y prevenir la inflamación de la mucosa.  

• Antihipertensivos: Se han encontrado diversos compuestos biológicos con actividad 

sobre la enzima convertidora de angiotensina y que tienen la capacidad de regular la 

presión sanguínea.  

• Reguladores de colesterol: con efecto para ayudar a controlar o disminuir los niveles 

de colesterol en sangre.  

• Antitrombóticos: péptidos con la capacidad de disminuir el riesgo de trombosis 

mediante la inhibición de la formación de agregados de plaquetas vía la inhibición 

de la ADP o bien al inhibir la unión del fibrinógeno humano a un receptor específico.  

• Reguladores de absorción de minerales: péptidos con la capacidad de quelar 

minerales ayudando a mantenerlos solubles y facilitar su absorción.  

• Inmunomoduladores: péptidos que pueden estimular o modular la acción del sistema 

inmunológico.  

• Reguladores de funciones gastrointestinales: estos péptidos tienen una acción sobre 

el intestino mediante la regulación de hormonas (16). 

 

Amaranto 

Es un pseudocereal que fue cultivado por antiguas civilizaciones Mesoamericanas que se 

empleaba como parte importante en la dieta junto con el maíz y el frijol. En 1979 se propuso 

que debido a su alta calidad nutricional era un grano con gran potencial para su explotación 

comercial debido a su gran capacidad biológica. Se puede aprovechar de manera eficiente 

ya que tanto sus granos como sus hojas son comestibles y de alta calidad nutricional, esto ya 

que las semillas de amaranto tienen un alto contenido proteico con un 13 a 17% y su 

composición de aminoácidos es cercana al optimo requerido en la dieta humana. Sus hojas 

también contienen niveles altos de proteína con un 28 a 49%, grasas insaturadas con un 45% 

de ácido linoléico, fibra con un 11 a 23% y minerales como hierro, magnesio ycalcio (17).  



17 

 

Es por estas características que se ha estudiado de manera importante la bioquímica de 

proteínas de reserva del grano y su potencial sobre la salud humana y la posible generación 

de compuestos de interés biológico como es la utilización de amaranto para la preparación 

de alimentos, el uso en dietas en pacientes con hipercolesterolemia, mal nutrición o alergia 

al gluten, la sustitución de proteína animal por proteínas de amaranto, el desarrollo de 

películas comestibles para el empaque de alimentos además de su posible acción sobre la 

biorremediación de suelos contaminados con metales pesados o hidrocarburos cíclicos 

tóxicos  y presenta además algunos péptidos que pueden tener capacidad antifúngica, 

antimicrobiana y antiviral (18). 

 

Tabla 1: Taxonomía del amaranto 

Reino: Plantae 

 
Figura 1: Amaranthus caudatus L. 

Tomado:https://upload.wikimedia.org/wikipedia/comm

ons/9/91/Amaranthus_tricolor0.jpg 

Subreino: Tracheobionta 

División: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Subclase: Caryophillidae 

Orden: Caryophyllales 

Familia: Amaranthaceae 

Subfamilia: Amaranthoideae 

Tribu: Amarantheae 

Género: 

 

 

Amaranthus L., 

Fuente: Chavez-Jauregui RN, Cardoso-Santiago RA, Pinto e Silva MEM, Areas JAG. 2003 

 

Composición química 

La semilla contiene aproximadamente 11.1% de proteína en promedio con un contenido de 

grasa relativamente alto con un 7.7%, aunque mucho menor que otras leguminosas 

consumidas como la soya que tiene hasta un 20.1%. Los análisis de composición han 

demostrado que en general los contenidos de proteína cruda, grasa, fibra y cenizas del 

amaranto son generalmente más altos que en otros cereales, sin embargo, el contenido de 

carbohidratos es más bajo (19). 

 

Dentro del contenido de aminoácidos esenciales se encuentran aminoácidos azufrados con 

un 2.6 a 5.5% y lisina con 3.2 a 6.4%, siendo este último casi el doble de elevado que la 

cantidad que contiene tanto el maíz o el trigo de 2.2 a 4.5% y algo menos de lo encontrado 

en leguminosas importantes como chícharo, frijoles y soya un 1.4%. Esta composición es 

importante ya que el balance de aminoácidos es cercano al óptimo requerido en la dieta en 

adultos lo que hace de este grano una cosecha promisoria como alimento o fuente de 

proteínas en la dieta (20).   
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Lunasin 

Se encontró una proteína denominada Gm2S-1 que se codifica para una albúmina 2S en el 

amaranto, esta se denominó Lunasin y se ha especulado que puede tener alguna actividad 

fisiológica en el desarrollo de las semillas (21). 

 

Función biológica en las células de mamíferos.  

Lunasin fue reportado por primera vez en soya donde se demostró que cuando es transfectado 

en células de mamíferos, lunasin arresta la mitosis conduciendo a la muerte celular, 

caracterizada por una lisis celular y la fragmentación de los cromosomas, por lo que se cree 

que grandes cantidades del péptido lunasin puede influir en la formación del cinetocoro y 

los microtúbulos llevando a que estos fallen al unirse a los centrómeros permitiendo el 

arresto de la mitosis y eventualmente la muerte celular y se ha especulado que tiene 

capacidad para funcionar como el primer agente antimitótico para el manejo de desarrollo 

bacteriano además de manejo en casos de hiperdivisión celular (22). 

 

El fríjol de cabeza negra 

Utilizado ampliamente como fuente de proteína, calorías, fibra, minerales y vitaminas por 

ser una gran fuente de carbohidratos y proteínas en la dieta humana además de que se ha 

demostrado que es rico en antioxidantes, fenoles, flavonoides, taninos y antocianina (23). 

 

Tabla 2: Taxonomía del frejol de cabeza negra 

Reino: Plantae Figura 2: Vigna unguiculata (L.) Walp T 

Tomado:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/96/BlackeyeBean.jpg 

 

División: Magnoliophyta 
Clase: Magnoliopsida 

Subclase: Rosidae 

Orden: Fabales 
Familia: Fabaceae 

Subfamilia: Faboideae 

Tribu: Phaseoleae 

Subtribu: Phaseolinae 

Género: Vigna 

Especie: 

unguiculata 

unguiculata(L.) 

Walp., 

Fuente: Galvez AF, Chen N, Macasieb J, De Lumen BO. 2001 

 

Fenoles totales y capacidad antioxidante 

El contenido de fenoles totales (FT), osciló entre 11.15 y 19.04 mg con una capacidad 

antioxidante de 2.16 y 4.95 mg representando el 53.84% de las accesiones OXC01, HEC02, 

HEC03, OXC04, OXC05, CHE06 y PET08 (24). 

 

Fenol y actividad antibiótica 

Los polifenoles como los encontrados en el frejol de cabeza negra, muestran actividad 

antibacteriana contra una amplia variedad de bacterias debido a su capacidad para inhibir 

factores de virulencia bacteriana como enzimas y toxinas, interactuar con la membrana 

citoplasmática, suprimir la formación de biopelículas y potenciar el efecto de los antibióticos 

(24). 
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Los ensayos de tiempo hasta la muerte o las pruebas de concentración bactericida mínima 

(MBC) han demostrado que compuestos como el galato de epigalocatequina, la galangina y 

la 3-O-octanoil-(+)-catequina eliminaron las células bacterianas de MRSA -YK, las cepas S. 

aureus, mientras que la 3-O-octanoil-(-)-epicatequina también generó agregados 

pseudomulticelulares en cepas tanto resistentes como sensibles a la meticilina (25). 

 

Flavonoides 

Las propiedades antibacterianas de los flavonoides han sido reconocidas por más de un siglo, 

y su efecto tanto bacteriostático como bactericida ha sido extensamente documentado. Se 

sostiene que la actividad de los flavonoles se vincula con su habilidad para unirse a la bicapa 

lipídica de la membrana plasmática bacteriana además de ejercer una influencia indirecta al 

inhibir la biosíntesis de factores de virulencia en S. aureus, como la coagulasa o la toxina α, 

y al reducir la producción de moco y la formación de biopelículas. Además, los flavanoles 

estimulan la formación de conglomerados y la agregación en la pared celular de los 

estafilococos. Se ha comprobado que el galato de (-)-epicatequina y el galato de (-)-

epigalocatequina pueden sensibilizar las cepas de MRSA a los antibióticos β-lactámico. 

Asimismo, el galato de epicatequina y el galato de epigalocatequina actúan como inhibidores 

del gen norA, reduciendo las CIM de los betalactámicos al punto de corte del antibiótico y 

mejorando, por tanto, sus efectos antibacterianos (26). 

 

La capacidad del (-)-galato de epigalocatequina (EGCG) para potenciar la actividad 

antiestafilocócica de los antibióticos ha sido ampliamente comprobada ya que muestra un 

efecto sinérgico con varias clases de antibióticos, incluyendo los betalactámicos, frente a las 

cepas de MRSA (27). 

 

Lectinas 

Ha habido un creciente interés en estas moléculas ya que son fácilmente accesibles y 

económicas, dado que se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, presentes en 

plantas, animales vertebrados e invertebrados, hongos, bacterias y virus. 

 

Se ha investigado y documentado la actividad biológica de las lectinas en plantas, sobre todo 

las extraídas de diversas semillas de frutas, semillas de leguminosas, tubérculos y algas 

marinas verdes (28). 

 

La detección de lectinas en extractos acuosos de plantas se realiza mediante su capacidad 

para aglutinar glóbulos rojos de vertebrados, utilizando soluciones salinas isotónicas. Es 

fundamental no confundir las lectinas con los polifenoles, que son metabolitos secundarios 

capaces de pseudoaglutinar (aglomerar superficialmente) eritrocitos. No obstante, se ha 

informado que los polifenoles aislados de Gunnera tinctoria Molina Mirb. (Peciolo de 

Nalca) presentan actividad antifúngica, lo que los convierte en una valiosa opción fungicida 

y una fuente prometedora de compuestos bioactivos (29). 

 

En las semillas de Amarantus caudatus L. y A. spinosus L., las lectinas demuestran una 

capacidad de aglutinación no dirigida específicamente a los grupos sanguíneos A, B y O en 

humanos y ovejas. Por otro lado, se ha aislado una lectina de las semillas de arveja (Pisum 
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sativum L.), llamada V-2, con un peso molecular de 14,662 kDa y un punto isoeléctrico de 

7,5 que ha mostrado actividad antibacteriana frente a Escherichia coli y Staphylococcus 

aureus. Esta lectina inhibió el crecimiento de estos microorganismos a una concentración de 

1 mg (29). 

 

Las lectinas extraídas de varios tubérculos exhiben potencial bioactivo, incluyendo 

funciones mitogénicas, antitumorales, antimicrobianas, inmunomoduladoras, antioxidantes, 

hipoglucemiantes, insecticidas y nematicidas. Además, se ha observado que estas lectinas 

poseen actividad anticoagulante, manifestando una inhibición parcial o total de las proteínas 

plasmáticas involucradas en la coagulación, abarcando las vías intrínseca, extrínseca y 

común de la cascada enzimática. Esto se evidencia en la prolongación de los tiempos de 

protrombina y tromboplastina parcial activada (30). 

 

Los mecanismos de resistencia bacteriana frente a los antibióticos de uso generalizado han 

contribuido a que las enfermedades infecciosas se conviertan en un desafío de salud pública 

global. Se ha reportado la actividad antibacteriana de lectinas las cuales han demostrado 

inhibir el crecimiento de S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212 y E. coli ATCC 

25922. Esta investigación resalta el potencial de las lectinas como una herramienta 

prometedora para abordar los desafíos de las enfermedades infecciosas resistentes a los 

antibióticos (31). 

 

Actividad antimicrobiana del amaranto 

Los extractos crudos de Amaranthus spp. consisten en una sustancia natural que comprende 

alcaloides (betacianinas y betaxantina), polifenoles (flavonoides, esteroides, ácido catecúico 

y taninos), terpenoides (cerasinona y ácido norecasantálico) y saponinas, se ha demostrado 

que Amaranthus viridis, Amaranthus hybridus, Amaranthus spinosus y Amaranthus 

caudatus presentan una actividad antibacteriana de amplio espectro. Una evidencia 

significativa sugiere que el extracto crudo tricolor de Amaranthus (ATCE) exhibe actividad 

antimicrobiana, siendo compuesto por péptidos de pequeño tamaño con capacidad 

inhibitoria sobre proteasas como la tripsina. Estos péptidos podrían pertenecer a un nuevo 

grupo de compuestos que complementan el arsenal clínico. Además, su perfil podría indicar 

una baja tendencia al desarrollo de resistencia microbiana, lo que representa una ventaja en 

comparación con los antibióticos convencionales (32). 

 

Se logró aislar un péptido antimicrobiano, denominado Ar-AMP, de 30 residuos a partir de 

las semillas de amaranto Amaranthus retroflexus L. Este proceso se llevó a cabo 

principalmente mediante una etapa de HPLC de fase inversa, en un procedimiento de un solo 

paso. Posteriormente, se examinaron sus actividades biológicas in vitro. La secuencia 

completa de aminoácidos de Ar-AMP se determinó utilizando degradación de Edman en 

conjunto con técnicas de espectrometría de masas. Además, se obtuvo y secuenció el cDNA 

que codifica para Ar-AMP. El cDNA contiene información para una proteína precursora que 

consta de una presunta secuencia señal N-terminal de 25 aminoácidos, un péptido maduro 

de 30 aminoácidos y una región C-terminal de 34 residuos que se elimina durante el 

procesamiento postraduccional. Basándose en similitudes de secuencia, se clasifica a Ar-

AMP dentro de la familia de péptidos antimicrobianos similares a la heveína, con seis 
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residuos de cisteína. Aunque las semillas se recolectaron en 1967 y perdieron su viabilidad 

de germinación, Ar-AMP mantuvo sus funciones biológicas. Efectivamente inhibió el 

crecimiento de diversos hongos evaluados, como Fusarium culmorium (Smith) Sacc., 

Helminthosporium sativum Pammel., King et Bakke, Alternaria consortiale Fr. y Botrytis 

cinerea Pers. Además, provocó alteraciones morfológicas en Rhizoctonia solani Kühn a 

concentraciones micromolares y brindó protección a plántulas de cebada contra la infección 

por H. sativum (33). 

 

Pruebas de coagulación 

La evaluación del tiempo de trombina (TT) implica el análisis de la fase de formación de 

fibrina, midiendo el tiempo de coagulación de un plasma citratado en presencia de trombina. 

El tiempo de protrombina (TP) detecta alteraciones en los factores de la vía extrínseca, al 

registrar el tiempo de coagulación de un plasma citratado en presencia de tromboplastina y 

Ca+2. Por otro lado, el tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT) identifica cambios 

en los componentes intrínsecos de la vía, involucrando la medición del tiempo de 

coagulación de un plasma citratado en presencia de componentes de fosfolípidos de 

tromboplastina (tromboplastina parcial), un activador y Ca+2 (34). 

 

El proceso de coagulación de la sangre es una secuencia compleja que implica la 

convergencia de diversos factores y fenómenos. Este proceso está compuesto por tres fases 

superpuestas que contribuyen a la integridad del sistema circulatorio: la fase vascular, la fase 

plaquetaria y la fase de coagulación. La fase plaquetaria, también conocida como hemostasia 

primaria, implica la adhesión, activación y agregación de las plaquetas. En la fase de 

coagulación, denominada hemostasia secundaria, intervienen los factores de coagulación, 

muchos de los cuales son enzimas sintetizadas en el hígado en forma de zimógenos que, en 

una secuencia ordenada, llevan a la formación de coágulos. Esta cascada de coagulación se 

compone de dos vías activadoras, la extrínseca y la intrínseca, que convergen en una vía 

común (35). 

 

Actividad antitrombótica de proteínas de semillas de Amaranthus mantegazzianus y otros 

péptidos de proteínas alimentarias, como carne de cerdo, colza y clara de huevo, ha sido 

documentada. Investigaciones previas confirmaron la existencia de posibles péptidos 

antitrombóticos presentes en las proteínas de amaranto, ya sea intrínsecamente o liberados 

tras la hidrólisis con alcalasa y tripsina. Entre las fracciones proteicas, la glutelina mostró la 

actividad antitrombótica más pronunciada (IC50 = 80 ± 3 μg/mL), mientras que el aislado 

de amaranto presentó una actividad menor, observándose un aumento después de la 

proteólisis (36). 

 

Terapia anticoagulante  

Las aplicaciones son tan amplias que incluso abarcan funciones anticoagulantes. Un ejemplo 

de esto es la lectina cMoL, extraída de Moringa oleífera, cuyos efectos sobre la coagulación 

sanguínea se evaluaron mediante el uso de pruebas como el tiempo de tromboplastina parcial 

activada (TTPa) y el tiempo de protrombina (TP). Los ensayos utilizaron plasma de donantes 

voluntarios sanos con valores normales de tiempos de coagulación como control positivo. 

La determinación del TTPa es especialmente útil para monitorizar el efecto de la heparina y 
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detectar deficiencias en los factores VIII, IX, XI y XII, mientras que el TP refleja la actividad 

de factores como el factor II (protrombina), V, VII y X, cuya deficiencia se asocia con una 

prolongación en el tiempo necesario para la formación del coágulo (37). 

 

En las concentraciones ensayadas (3.0, 15, 30, 37.5, 45 y 60 μg/mL), la lectina cMoL 

prolongó de manera significativa tanto el TTPa (a más de 300 s) como el TP, siendo el TTPa 

el parámetro más afectado. Esta prolongación del TTPa sugiere una inhibición de la vía 

intrínseca y/o de la coagulación sanguínea común, mientras que la prolongación del TP 

indica una inhibición de la vía extrínseca. Cabe destacar que las vías intrínseca y extrínseca 

convergen en la formación del factor Xa. Otras lectinas también prolongaron 

significativamente ambos tiempos de coagulación. Por ejemplo, la lectina de semilla de 

Cratylia mollis, una lectina de unión a manosa/glucosa, indujo un aumento de casi el doble 

en los tiempos de coagulación. En contraste, la lectina de Bauhinia forficata (BfL) solo 

aumentó el tiempo de coagulación del TTPa, y este efecto no estuvo relacionado con la 

inhibición del factor Xa humano. En resumen, la lectina cMoL exhibió actividad 

anticoagulante, como se refleja al calcular la relación (R) entre el tiempo de coagulación de 

la muestra y el tiempo de coagulación del control, que fue superior a 1.0, llegando a una R 

de 10 para el TTPa y a una R de 1.5 para el TP (37). 

 

Acción anticoagulante del amaranto 

La acción anticoagulante de los extractos de granos andinos seleccionados se manifestó a 

través de cambios en los tiempos de coagulación del plasma humano. En el caso del extracto 

de Amaranthus caudatus, no se observaron modificaciones en el TP, pero sí se detectó un 

acortamiento del TTPa, indicando actividad procoagulante. Estos resultados contrastan en 

parte con los hallazgos presentes en el estudio de Ana Sabbione sobre la actividad 

antitrombótica de proteínas de amaranto, incluyendo la Aglutinina (Amaranthus caudatus). 

En ese estudio, se demostraron cambios hemostáticos compatibles con la anticoagulación, 

como la prolongación del tiempo de coagulación y tiempo de sangría, tanto in vitro como in 

vivo en pruebas de laboratorio en animales (38).  

 

Actividad Citotóxica 

Para la detección de la toxicidad de los extractos obtenidos a partir de especies vegetales se 

ha utilizado un género de crustáceo branquiópodos, identificado como Artemia salina, que 

se adapta a las condiciones de laboratorio con un ciclo de vida corto, tamaño pequeño, que 

se reproduce fácilmente eclosionando los quistes hasta la forma nauplios en estadio II y III 

en medios hipersalinos, que ha sido utilizado también para la alimentación de peces, 

crustáceos y en la evaluación de toxicidad en medios marinos (35).  

 

Como ejemplo podemos citar la detección de esta actividad tóxica fue demostrada en 

extractos etanólicos obtenidos de las semillas del árbol Neem (Azadirachta indica) con una 

dosis tóxica de 476 μg/mL sobre los nauplios de A. salina (39). 
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CAPITULO III 

 

METODOLOGIA 

 

Tipo de investigación:  

Se realizó un estudio de nivel exploratorio descriptivo con un diseño cuasi-experimental, 

transversal prospectivo. 

 

Población: 

Está constituida por los granos andinos que se expenden en los mercados populares del 

Cantón Riobamba. 

 

Muestra 

De la población de granos andinos que se expenden en los mercados de Riobamba se 

seleccionó: el amaranto (Amaranthus candatus L.)  y del frejol de cabeza negra (Vigna 

unguiculata L. Walp.). Por tener referencias de ser utilizados por la medicina tradicional 

andina. 

 

Variables de estudio: 

El sistema de variables aplicado en este estudio fue el siguiente, Dependientes: actividad 

hemoaglutinante, anticoagulante, antibacteriana y citotóxica; Independiente: las especies de 

granos andinos seleccionados; Intervinientes: lugar de producción de los granos andinos, la 

altitud, condiciones de cultivo o la época del año (Tabla 3). 

 

Tabla 3: Variables Dependientes 

Variables Tipo Escala Definición operacional Indicadores 

Actividad 

Hemoaglutinante 

Cualitativa 

nominal 
Controlada 

Formación de un complejo 

que aglutina células 

Aglutina 

No aglutina 

Actividad 

Anticoagulante 

Cuantitativa 

continua 
Controlada 

Inhibición de las proteínas de 

la coagulación 

Medir TP 

Medir TTP 

Actividad 

Antimicrobiana 

Cuantitativa 

continua 
Controlada 

Inhibir el crecimiento 

bacteriano y micótico 

Sensibilidad 

Resistencia 

Actividad 

Citotóxica 

Cualitativa 

nominal 

Cuantitativa 

continua 

Controlada 
Acción de letalidad sobre 

nauplios de Artemia salina 

Letal 

No letal 

Fuente: Elaboración propia 

 

Método de estudio:  

El estudio se realizó por el método empírico mediante la observación y la experimentación 

para determinar la actividad biológica de hemoaglutinación, anticoagulación, antimicrobiana 

y citotóxica de los extractos acuosos en SSF y etanólicos. 

 

Técnicas y procedimientos  

 

Obtención de la muestra de estudio: 

Se inició el estudio mediante la adquisición de los granos andinos seleccionados que se 

identificaron taxonómicamente (19,21) como: Amaranthus candatus L (amaranto) y Vigna 

unguiculata L. Walp del (frejol de cabeza negra).   
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Extracción de metabolitos secundarios: 

 

Extracción acuosa: 

Las lectinas se extrajeron triturando 25 g del grano andino en estudio utilizando un molino 

eléctrico hasta obtener un polvo fino que se mezclaron con 50 mL de solución salina 

fisiológica estéril al 0,85% y se incubó a 4°C por 24 h para realizar una infusión en frío. 

Concluido el período de incubación la mezcla se filtró a través de un tejido de nylon fino 

para obtener el extracto acuoso que fue centrifugado a 5.000 r.p.m. durante 10 minutos con 

el propósito de eliminar partículas finas microscópicas, alícuotas de 1 mL en tubos eppendorf 

se conservaron a -20°C. (29) 

 

Extracción etanólica al 96%: 

Los metabolitos secundarios hidrofílicos se extrajeron triturando 25 g del grano andino en 

estudio utilizando un molino eléctrico hasta obtener un polvo fino que se mezclaron con 100 

mL de etanol grado reactivo al 96%, la mezcla fue agitada cada 24 h por espacio de 7 días y 

filtrada utilizando papel filtro Whatman No. 40. El filtrado de cada extracto se colocó en un 

matraz de destilación de 250 mL y se rota evaporó a una presión de vacío de 113 mbar con 

baño de maría a 60°C. Evaporado el solvente el extracto fue recuperado adicionando 5 mL 

de Dimetilsulfóxido (DMSO) al 99,99%, en alícuotas de 1 mL en tubos eppendorf se 

conservaron a 4°C.  

 

Determinación de la actividad hemoaglutinante: 

 

Preparación de la suspensión de eritrocitos al 5%: 

Previo a la extracción de las muestras de sangre de los grupos sanguíneos A, B y O a las 

personas voluntarias seleccionadas, aparentemente sanas y mayores de edad, se obtuvo de 

cada uno el consentimiento informado, luego se extrajeron 5 mL de sangre de cada voluntario 

y se diluyeron con 10 mL de suero fisiológico estéril en tubos plásticos cónicos con tapa, los 

tubos fueron centrifugados a 5000 rpm, el sobrenadante en cada tubo fue descartado 

repitiendo el procedimiento en tres ocasiones, con la finalidad de eliminar posibles 

interferentes presentes en el plasma. La suspensión al 5% aprox. de cada grupo sanguíneo se 

preparó mezclando 1 mL de glóbulos rojos sedimentados con 19 mL de SSF estéril (29). 

 

Actividad Hemoaglutinante: 

La detección de la actividad hemoaglutinante se realizó por triplicado combinando en tubos 

de ensayo 13x100 limpios y secos 0.1 mL de cada suspensión eritrocitaria de los grupos 

sanguíneos A,B,O humanos al 5% respectivamente con 0.1 mL de los extractos acuosos de 

los granos en estudio, dejándolos en reposo a temperatura ambiente durante 15 min, luego 

de este período, se centrifugaron a 5000 rpm por 1 min, la actividad hemoaglutinante se 

registró evaluando el grado de aglutinación propuesto por Boorman et al. en 1977 (40), 

donde 4+ representa una aglutinación muy fuerte, 3+ una aglutinación fuerte, 2+ una 

aglutinación moderada, 1+ una aglutinación débil, ½+ una aglutinación muy débil y 0+ 

ninguna aglutinación. 
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El título de hemoaglutinación se determinó en los extractos que exhibieron actividad 

mediante una dilución doble seriada de 0,1 mL de los extractos acuosos utilizando 0,1 mL 

de SSF al 0,85% estéril como diluente hasta una dilución 1/2048 en tubos de ensayo 13x100 

limpios y secos, a cada tubo de ensayo con el extracto acuoso diluido se le agregó 0,1 mL de 

la suspensión de eritrocitos A, B, O humanos al 5% respectivamente a cada serie de tubos, 

siguiendo luego el procedimiento descrito para la detección de la actividad hemoaglutinante, 

el título de hemoaglutinación se determinó como el inverso de la última dilución en la que 

hubo aglutinación de los eritrocitos, siguiendo el grado de aglutinación propuesto por 

Boorman et al. (40). 

 

Evaluación de la Actividad Anticoagulante:  

 

Preparación del pool de plasma humano: 

Previo a la extracción de las muestras de sangre de las cinco personas donante voluntarias 

seleccionadas, aparentemente sanas y mayores de edad, se obtuvo de cada uno el 

consentimiento informado, luego se extrajeron 5 mL de sangre de cada voluntario en tubos 

venojet® tapa azul con citrato de sodio al 3.8%, los tubos fueron centrifugados a 2500 rpm 

para obtener plasma citratado pobre en plaquetas, los plasmas obtenidos fueron mezclados 

y alícuotas de 1 mL se conservaron en tubos eppendorf a -20°C. La actividad anticoagulante 

se demostró mediante el aumento en el Tiempo de Protrombina y/o del Tiempo de 

Tromboplastina Parcial activado. 

 

Estimación del Tiempo de Protrombina (TP) del Pool de Plasma Citratado:  

Para verificar las condiciones de ensayo y la calidad del reactivo, este tiempo de pudo establecer 

aplicando el procedimiento establecido por el fabricante del reactivo tromboplastina D (Pacific 

Hemostasis®). 1 mL del reactivo vertido en un tubo de ensayo limpio y seco fue incubado a 

37°C en baño de maría por 3 minutos, en otro tubo limpio y seco 0,1 mL del pool de plasma 

citratado se precalentó por 1 minuto, transcurridos los 3 minutos se agregó al plasma 

citratado incubado 0,2 mL de tromboplastina D precalentada, activándose simultáneamente 

el cronómetro, la verificación de la formación de las mallas de fibrina se comenzó a partir 

de los 6 segundos hasta aparecer las primeras mallas de fibrina deteniendo de inmediato el 

cronómetro y registrando el tiempo, la prueba se realizó por triplicado.  

 

Estimación del TP del Plasma Citratado + el extracto acuoso de los granos andinos 

seleccionados: 

Con el mismo procedimiento explicado en el párrafo anterior se evaluó la actividad 

anticoagulante de los extractos acuosos, previamente se debió establecer un valor de 

referencia que permitiera corregir el efecto de dilución del plasma al ser mezclado con los 

extractos acuosos, por lo tanto, 0,1 mL del pool de plasmas se mezcló con 0,1 mL de suero 

fisiológico estéril, luego con 0,1 mL de esta mezcla se le estimó el TP, cuyo valor se tomó 

como referencia. Obtenido el valor de referencia se procedió a determinar el TP del plasma 

citratado mezclado con los extractos obtenidos del amaranto y del frejol de cabeza negra, la 

prueba se realizó por triplicado, siguiendo el protocolo establecido en la Tabla 4). 
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Estimación del Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa) del Pool de Plasma 

Citratado:  

De igual manera, para verificar las condiciones de ensayo y la calidad del reactivo, este tiempo de pudo 

establecer aplicando el procedimiento establecido por el fabricante del reactivo ATTP-XL 

(Fosfolípidos)-ácido elágico (Pacific Hemostasis®). 0,1 mL del reactivo más 0,1 mL del plasma 

citratado se mezclaron en un tubo de ensayo limpio y seco, la mezcla fue incubada a 37°C 

en baño de maría por 3 minutos, en otro tubo limpio y seco 1 mL de Cloruro de Calcio 

(CaCl2) en solución (CaCl2 0.02 M Pacific Hemostasis ®) se precalentó por 1 minuto, 

transcurridos los 3 minutos se agregó a la mezcla precalentada 0,1 mL CaCl2 precalentado, 

activándose simultáneamente el cronómetro, la verificación de la formación de las mallas de 

fibrina se comenzó a partir de los 19 segundos hasta aparecer las primeras mallas de fibrina 

deteniendo de inmediato el cronómetro y registrando el tiempo, la prueba se realizó por 

triplicado. 

 

Estimación del TTPa del Plasma Citratado + el extracto acuoso de los granos andinos 

seleccionados: 

Con el mismo procedimiento explicado en el párrafo anterior se evaluó la actividad 

anticoagulante de los extractos acuosos, previamente se debió establecer un valor de 

referencia que permitiera corregir el efecto de dilución del plasma al ser mezclado con los 

extractos acuosos, por lo tanto, 0,1 mL del pool de plasmas se mezcló con 0,1 mL de suero 

fisiológico estéril, luego con 0,1 mL de esta mezcla se le estimó el TTPa, cuyo valor se tomó 

como referencia. Obtenido el valor de referencia se procedió a determinar el TTPa del 

plasma citratado mezclado con los extractos obtenidos del amaranto y del frejol de cabeza 

negra, la prueba se realizó por triplicado, siguiendo el protocolo establecido en la Tabla 4). 

 

Tabla 4: Procedimiento para evaluar la actividad anticoagulante de los extractos acuosos sobre las proteínas 

de la coagulación de la vía extrínseca (TP) y la vía intrínseca (TTPa). 

Tiempo de Protrombina (TP) Tiempo en segundos (s) 

100 µL de Plasma + 200 µL de Tromboplastina D (Pacific Hemostasis ®) 

(37ºC)  

Sin dilución para evaluar el 

reactivo 

100 µL de Plasma + 100 µL SSF (37ºC) 

100 µL de la mezcla anterior + 200 µL de Tromboplastina D (37ºC) 
Valor de referencia control 

100 µL de Plasma + 100 µL del extracto de la especie vegetal (37ºC) 

100 µL de la mezcla anterior + 200 µL de Tromboplastina D (37ºC) 
Valor del efecto anticoagulante 

Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa) Tiempo en segundos (s) 

100 µL de Plasma + 100 µL de ATTP-XL (Fosfolípidos) + ác. elágico 

(Pacific Hemostasis ®) (37ºC) + 100 µL de CaCl2 (0,02 M) (37ºC) 

Sin dilución para evaluar el 

reactivo 

100 µL de Plasma + 100 µL SSF (37ºC) 

100 µL de la mezcla anterior + 100 µL de e ATTP-XL (Fosfolípidos) + ác. 

elágico (37ºC) + 100 µL de CaCl2 (0,02 M) (37ºC) 

Valor de referencia control 

100 µL de Plasma + 100 µL del extracto de la especie vegetal (37ºC) 

100 µL de la mezcla anterior + 100 µL e ATTP-XL (Fosfolípidos) + ác. 

elágico (37ºC) + 100 µL de CaCl2 (0,02 M) (37ºC) 
Valor del efecto anticoagulante 

Fuente: Elaboración propia. 

 

Evaluación de la Actividad Antimicrobiana: 

Se evaluó la actividad antimicrobiana utilizando el método de difusión en agar mediante la 

implementación de la técnica de Kirby-Bauer (41), determinando la capacidad de los 
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extractos acuosos de los granos andinos para inhibir el crecimiento de las cepas bacterianas 

ATCC: Staphylococcus aureus 25923, Proteus mirabilis 25933, Klebsiella pneumoniae 

70063, Salmonella enterica 35664, Escherichia coli 25922 y Enterococcus faecalis 29212. 

De igual manera la inhibición de cepas ATCC del género Candida:  C. albicans 1023, C. 

tropicalis 66029, C. krusei 14243, C. parapsilosis 22019 y C. glabrata 4843. Se prepararon 

inóculos bacterianos y micóticos a una concentración de 1,5 x 108 UFC/mL ajustando la 

turbidez al patrón 0,5 de McFarland. Para la prueba de actividad se inocularon placas de 

Petri con agar Müeller Hinton y agar Sabouraud Dextrosa azul de metileno respectivamente 

dejando secar a 4ºC, equidistantemente se colocaron discos estériles impregnados con los 

extractos acuosos y etanólicos, discos estériles con antibióticos y antimicóticos: 

Ciprofloxacina (10 µg) Oxoid™ y Tetraciclina (30 µg) Oxoid™ para las cepas bacterianas 

y para las levaduras Fluconazol (75 µg) Oxoid™ como control positivo y SSF estéril como 

control negativo. Las placas inoculadas se incubaron en estufa aeróbica a 37ºC por 24 horas, 

la aparición de halos de inhibición del crecimiento bacteriano o micótico permitió determinar 

la actividad antimicrobiana (42). 

 

Evaluación de la Actividad Citotóxica: 

 

Obtención de los nauplios de Artemia salina: 

Para la obtención de los nauplios 100 mg de cistos de A. salina (MacKay Marine Artemia 

Cysts) se añadieron en un vaso de precipitados a un litro de agua de mar artificial en 

preparada a una concentración de 3% mezclando 30 g de cloruro de sodio (NaCl) a 1000 mL 

de agua destilada ajustando el pH a 8.0 agregando 2 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 

la solución. Este bio-generador se colocó en una estufa de cultivo microbiológico con 

aireación permanente y en oscuridad por 48 h. 

 

Preparación de los extractos acuosos y etanólicos: 

Para poder evaluar la actividad citotóxica se realizó la dilución de los extractos acuosos y 

etanólicos obtenidos de los granos andinos estudiados en agua de mar artificial a 

concentraciones de 1, 10, 100, 1000 µg/mL. Así mismo, se realizaron las diluciones del 

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) a concentraciones similares, partiendo de una solución con 

una concentración de 1000 µg/mL, las cuales fueron utilizadas como control y como control 

negativo se utilizó el agua de mar artificial (43).  

 

Determinación de la actividad citotóxica:  

Con la finalidad de evaluar la actividad citotóxica de los extractos acuosos y etanólicos 

obtenidos de los granos andinos amaranto y frejol de cabeza negra se utilizaron nauplios de 

Artemia salina en estadio II y III de evolución, aplicando las técnicas propuestas por Meyer 

et al. (44) y McLaughlin et al. (45). En una placa plástica de cultivo celular se agregaron las 

diluciones realizadas tanto de los extractos como de los controles, a los que se incorporaron 

10 nauplios de Artemia salina que se incubaron a 37°C en una estufa de cultivo, la mortalidad 

fue evaluada a las 0, 6, 12 y 24 horas. El ensayo fue realizado por triplicado, y considerado 

como valido si el porcentaje de mortalidad en la solución de control negativo no superó el 

10%. Con los valores de mortalidad obtenidos del control positivo utilizando SDS, se 

construyó una curva de calibración que contrastó el porcentaje de mortalidad versus la 
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concentración de los extractos en 24 horas para calcular la Concentración Letal 50 (CL50), 

ver Tabla 5 y Figura 3. El grado de toxicidad se determinó utilizando la categoría propuesta 

por el CYTED (46) (Tabla 6).  

 

Tabla 5: Porcentaje mortalidad de nauplios de Artemia salina por acción de las diluciones de Sodium Dodecyl 

Sulfate (SDS). 

 Concentración del SDS en microgramos (μg/mL) 

Control Pos (+) 

Control Neg 

(-) 

Tiempo (h) 1 10 100 1000 

0 0 0 0 0 0 % 

2 0 0 20 % 100 % 0 % 

4 0 20 % 40 % 100 % 0 % 

6 0 30 % 60 % 100 % 0 % 

24 10 % 50 % 80 % 100 % 0 % 

Fuente: Elaboración propia 

 

Figura 3: Curva de calibración de la dosis de letalidad del SDS sobre nauplios de Artemia salina. 

 

Fuente: Elaboración propia. 

 

Tabla 6: Clasificación de la toxicidad (CL50) para extractos vegetales expresada en µg/mL. 

No. Grado de toxicidad Valore de CL50 en µg/mL 

I Extremadamente tóxico 1-10 

II Altamente tóxico 10-100 

III Moderadamente tóxico 100-500 

IV Ligeramente tóxico 500-1000 

V Prácticamente no tóxico 1000-1500 

VI Relativamente inocuo >1500 

Fuente: CYTED (46) 

 

Procesamiento estadístico  

En la presente investigación no se requirió procesamiento estadístico. 
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Consideraciones éticas  

Se brindó información a los miembros del equipo de investigadores donantes voluntarios 

sobre el proyecto de investigación para obtener el consentimiento informado de los mismos, 

debido a la necesidad de extracción de muestras sanguíneas, documentos que se adjuntarán 

en la sección de anexos. El estudio no involucró la experimentación en seres humanos u 

otros seres vivos.   
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CAPITULO IV 

 

RESULTADOS 

 

Determinación de la actividad hemoaglutinante: 

 

Actividad Hemoaglutinante: 

Los resultados demostraron que los extractos acuosos de los granos andinos estudiados 

poseen lectinas que fueron capaces de aglutinar eritrocitos humanos de los grupos A, B y O, 

ambos extractos mostraron una fuerte aglutinación siendo mayor en el extracto de amaranto 

(Tabla 7). 

 

Tabla 7:Actividad Hemoaglutinante 

Nombre científico Tipo de eritrocitos + extracto acuoso Control Tipo de eritrocito + SSF 

A B O A B O 

Frejol de cabeza negra 3+ 3+ 3+ 0+ 0+ 0+ 

Amaranto 4+ 4+ 4+ 0+ 0+ 0+ 

Fuente: Elaboración propia. Leyenda: (4+) = muy fuerte aglutinación, (3+) = fuerte aglutinación, (2+) = 

moderada aglutinación, (1+) = débil aglutinación y (½+) = muy débil aglutinación. GR= Glóbulo Rojo 

 

Los resultados de la titulación demostraron que la dilución doble seriada de los extractos 

acuosos de los granos andinos permitió establecer la concentración de las 

fitohemoaglutininas (lectinas) la cual resultó ser variable, siendo esta el inverso de la 

dilución que presentó aglutinación, el extracto acuoso obtenido de las semillas del Amaranto 

posee una concentración elevada de lectinas, la cual fue de: 1024 para el grupo sanguíneo A, 

256 para el grupo sanguíneo B y 512 para el grupo sanguíneo O, mientras que en el extracto 

acuso obtenidos del frejol de cabeza negra se evidenció una baja concentración, a pesar de 

que la actividad hemoaglutinante fue demostrada en el extracto (Tabla 8).   

 

Tabla 8:Titulación de los extractos acuosos 

Frejol de cabeza negra (Vigna unguiculata  L. Walp.) 

Dilución 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 

GR Grado de aglutinación 

A 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 

B 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 

O 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 

Amaranto (Amaranthus candatus L.) 

Dilución 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 

GR Grado de aglutinación 

A 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ 0+ 

B 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 0+ 0+ 0+ 

O 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ 0+ 0+ 

Fuente: Elaboración propia. Leyenda: (4+) = muy fuerte aglutinación, (3+) = fuerte aglutinación, (2+)= 

moderada aglutinación, (1+) = débil aglutinación y (½+) = muy débil aglutinación. GR= Glóbulo Rojo 

 

Evaluación de la Actividad Anticoagulante:  

Aplicando el procedimiento establecido en la metodología, se determinó la actividad 

anticoagulante de los extractos acuosos obtenidos de los granos andinos en estudio, los 



31 

 

resultados de este ensayo revelaron que ambos extractos acuosos poseen actividad 

anticoagulante al inhibir a los factores de la coagulación sanguínea de las vías extrínseca, 

intrínseca y común. Con el extracto de amaranto se demostró una inactivación de la 

formación de la fibrina, con un TP de 20 segundos mientras que con el frejol un TP de 24 

segundos, con lo que se demuestra una discreta actividad anticoagulante sobre las proteínas 

plasmáticas de la coagulación de las vía extrínseca y común. Con el extracto de amaranto se 

demostró una inactivación de la formación de la fibrina, con un TTPa de 300 segundos 

mientras que con el frejol un TTPa de más de 300 segundos, con lo que se demuestra una 

fuerte actividad anticoagulante sobre las proteínas plasmáticas de la coagulación de las vía 

intrínseca y común, los cuales son mostrados en la Tabla 9. 

 

Tabla 9:Actividad anticoagulante 

Evaluación de la actividad anticoagulante mediante la 

medición del TP y TTPa Promedio (TP) Promedio (TTPa) 

Control = 100 µL + Plasma + 100 µL S.S.F al 0,85% 15 seg 47 seg 

No. Nombre Común Nombre científico   

1 Amaranto Amaranthus candatus L. 20 seg 300 seg 

2 Frejol de cabeza negra Vigna unguiculata L.Walp. 24 seg > 300 seg 

Fuente: Elaboración propia. 

 

Evaluación de la Actividad Antimicrobiana: 

A continuación, siguiendo el procedimiento descrito en la metodología se presentan los 

resultados obtenidos en la evaluación de la actividad antimicrobiana de los extractos acuosos 

y etanólicos de los granos andinos estudiados sobre bacterias y levaduras ATCC, que se 

muestran en las tablas 10 y 11 respectivamente. 

 

Actividad antibacteriana: 

Los hallazgos indicaron que el extracto acuoso del Amaranto inhibió el crecimiento solo 

contra Klebsiella pneumoniae con un halo de inhibición comparable con los discos de 

antibióticos utilizados, evidenciado así poseer una fuerte actividad antibacteriana, por el 

contrario, el extracto de frejol de cabeza negra no presentó ninguna actividad antibacteriana 

(Tabla 10). 

 

Tabla 10:Actividad antibacteriana de los extractos acuosos obtenidos de los granos andinos estudiados contra 

especies ATCC bacterianas, medida como halos de inhibición en milímetros (mm). 

  

 

Actividad antibacteriana 

Bacterias ATCC. Inhibición en mm. 

S.  

aureus 

25923 

Proteus 

mirabilis 

25933 

Klebsiella 

pneumoniae 

70063 

Salmonella 

enterica 

35664 

E.  

Coli 

25922 

E.  

faecalis 

29212 

Ciprofloxacina 10 µg 29 32 30 10 30 24 

Tetraciclina 30 µg 30 0 24 0 32 26 

N° 
Nombre 

común 

Nombre 

científico 
 

1 Amaranto 
Amaranthus 

candatus L. 
0 0 25 0 0 0 

2 Frejol de 

Cabeza 

Negra 

Vigna 

unguiculata 

L. Walp. 

0 0 0 0 0 0 

Fuente: Elaboración propia 
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Actividad antimicótica: 

Los hallazgos de las pruebas para valorar la actividad antimicótica indicaron que los 

extractos acuosos de Amaranto y frejol negro no presentaron ninguna actividad contra las 

levaduras inoculadas (Tabla 11). 

 

Tabla 11:Actividad antimicótica 

 

 

Actividad antimicótica 

Halos de inhibición en mm. 

C. 

albicans 

1023 

C. 

glabrata 

4843 

C.  

parapsilosis 

22019 

C. 

krusei 

14243 

C. 

tropicalis 

66029 

Fluconazol 75 µg 40 27 30 30 36 

N° Nombre 

común 

Nombre 

científico 

 

1  

Amaranto 

Amaranthus 

candatus L. 0 0 0 0 0 

 

2 

Frejol de 

Cabeza 

Negra 

Vigna 

unguiculata 

L.Walp. 

0 0 0 0 0 

 Fuente: Elaboración propia 

 

Evaluación de la Actividad Citotóxica: 

Para valorar la actividad citotóxica sobre los nauplios de Artemia salina, se aplicó el 

procedimiento utilizando concentraciones de los extractos de: 1, 10, 100 y 1000 μg/mL y 

realizando la evaluación de la actividad a las: 0, 2, 6 y 24 horas teniendo como control de 

actividad positiva, diluciones de Sodium Dodecyl Sulfate preparadas a las mismas 

concentraciones y como control negativo agua marina artificial + DMSO 

 

Tabla 12:Porcentaje mortalidad de nauplios de Artemia salina por acción del extracto acuoso y etanólico 

obtenido de granos de Amaranto 

 Concentración del extracto acuoso en (μg/mL) Control Neg 

(-) Tiempo (h) 1 10 100 1000 

0 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 

2 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 

6 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 

24 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 

SDS 10 % 50 % 80 % 100 % 0 % 

No tóxico Valor > 1000 (μg/mL) 

 

El resultado de la evaluación de la actividad citotóxica del extracto acuoso y etanólico de los 

granos de Amaranto reveló que no posee ningún grado de toxicidad. 

 

Tabla 13:Porcentaje mortalidad de nauplios de Artemia salina por acción del extracto acuoso de los granos del 

Frejol de cabeza negra 

 Concentración del extracto acuoso en (μg/mL) Control Neg 

(-) Tiempo (h) 1 10 100 1000 

0 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 

2 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 
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6 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 

24 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 

SDS 10 % 50 % 80 % 100 % 0 % 

No tóxico Valor > 1000 (μg/mL) 

 

El resultado de la evaluación de la actividad citotóxica del extracto acuoso de los granos del 

Frejol de cabeza negra reveló que no posee ningún grado de toxicidad. 

 

Tabla 14:Porcentaje mortalidad de nauplios de Artemia salina por acción del extracto etanólico de los granos 

del Frejol de cabeza negra 

 Concentración del extracto acuoso en (μg/mL) Control Neg 

(-) Tiempo (h) 1 10 100 1000 

0 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 

2 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 

6 0 % 0 % 50 % 100% 0 % 

24 0 % 0 % 90% 100 % 0 % 

SDS 10 % 50 % 80 % 100 % 0 % 

Moderadamente tóxico valor entre 100-500 (μg/mL) 

 

El resultado de la evaluación de la actividad citotóxica del extracto etanólico los granos del 

Frejol de cabeza negra reveló que existe un moderado grado de toxicidad ya que el 90% de 

los nauplios de Artemia salina murieron a una concentración de 100 μg/mL, en un tiempo 

de 24 horas, utilizando como referencia la tabla de toxicidad propuesta por el CYTED (46) 

 

Discusión  

 

Determinación de la actividad hemoaglutinante: 

Los resultados de este estudio indican que los granos andinos evaluados contienen lectinas 

que se han identificado a través de su capacidad de hemoaglutinación contra eritrocitos 

humanos, estos resultados de la actividad de hemoaglutinación en el extracto acuoso de las 

semillas de amaranto coinciden con los informados por Mengoni (47), Dandeu (48), 

Rodríguez (49) en donde reportan  la presencia de actividad de hemoaglutinación en 

eritrocitos humanos de los grupos A, B y O, aunque con una ligera diferencia en la intensidad 

de la aglutinación, posiblemente relacionada con las diluciones y especies diferentes 

empleadas,  además de que se desconocen las condiciones ambientales, de cultivo y 

estacionales que podrían influir en la producción de las lectinas en los granos evaluados lo 

que puede alterar también su concentración y potencia, aunque existe diferencia en cuanto a 

la intensidad de la hemoaglutinación con una mucho menor respuesta sobre el tipo B a 

diferencia del tipo A y O. 

 

Evaluación de la Actividad Anticoagulante:  

A pesar de la escasa información disponible sobre la actividad anticoagulante en granos 

andinos en la literatura científica, los resultados de este estudio revelan la presencia de 

actividad anticoagulante en los extractos acuosos de las semillas de Frejol negro, así como 

del amaranto, Sabbione et al. en el 2016 (38) estudiaron esta actividad anticoagulante 

coincidiendo con lo evidenciado en nuestro estudio que da cuenta de la existencia de una 
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importante prolongación de los tiempos de coagulación, principalmente en el TTPa. 

 

 Evaluación de la Actividad Antimicrobiana: 

 

Actividad antibacteriana: 

En cuanto a la actividad antibacteriana, se observó que solo el extracto de amaranto presento 

actividad antibacteriana inhibiendo solo el desarrollo de Klebsiella pneumoniae con una 

actividad similar a la presentada por la tetraciclina y ciprofloxacina, sin embargo, no 

presentó actividad contra las otras cepas bacterianas estudiadas, además el frejol de cabeza 

negra no presentó actividad antibacteriana, esto contrasta con lo reportado por Maiyo (50), 

Guo (51), Harsha (52) quienes indicaron que el amaranto presentó actividad contra múltiples 

bacterias, posiblemente en relación con las diluciones que utilizaron. 

 

Actividad antimicótica: 

En nuestro estudio no se evidencio ninguna actividad antifúngica con ninguno de los 

extractos de ambos granos estudiados, sin embargo, Jadhav y Biradar. (53) indicaron que el 

amaranto si presentó actividad contra múltiples levaduras, esto podría tener relación con el 

diluente utilizado en el proceso de extracción hidroalcohólica, que en su caso fue metanol, y 

la especie del grano estudiado que pudo tener diferentes condiciones de cultivo, que pudieron 

influir en la producción de metabolitos secundarios con una mejor actividad biológica.  

   

Evaluación de la Actividad Citotóxica: 

En cuanto a la evaluación de la actividad citotóxica se pudo evidenciar que los extractos 

acuosos de ambos granos andinos en estudio no exhibieron actividad citotóxica, por otra 

parte, tampoco se evidencio esta actividad en el extracto etanólico obtenido de los granos 

del Amaranto, sin embargo, si se pudo evidenciar una moderada actividad citotóxica en el 

extracto etanólico obtenido de los granos de Frejol cabeza negra a concentraciones entre 

1000 y 100 μg/mL a las 24 horas. Prajitha y Thoppil (54) demostraron que los extractos de 

amaranto indujeron aberraciones citogenéticas, tales como: rotura citoplasmática, 

desintegración citoplasmática, contracción citoplasmática, retroceso del citoplasma, 

vacuolación citoplasmática, células enucleadas, vacuolación nuclear, fragmentación y 

desintegración nucleares por lo que indicaron que su actividad citotóxica es importante. Por 

su parte Valadez-Vega et al. (55) también indicaron similares resultados con inducción a la 

destrucción celular a la exposición a extractos de amaranto, resultados que no coinciden con 

los reportados en nuestro estudio en el que el extracto de amaranto no afecto la integridad 

de los nauplios de Artemia salina. 
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CAPITULO V 

 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

Conclusiones  

La extracción de lectinas de semillas es posible mediante la aplicación de disrupción 

mecánica y el uso de la técnica de infusión en frío logrando posteriormente evaluar su 

actividad biológica. 

 

Las hemaglutininas derivadas de las semillas de amaranto y frejol de cabeza negra mostraron 

tener una actividad hemoaglutinante significativa contra los tres grupos sanguíneos humanos 

A, B y O siendo más potente en el extracto obtenido de los granos del amaranto. 

 

Ambos extractos demostraron tener efecto sobre la capacidad coagulante del plasma al 

evidenciarse un incremento en el tiempo de protrombina (TP) de forma discreta y en el 

tiempo parcial de tromboplastina (TTPa) de manera importante.  

 

La actividad antimicrobiana de estos extractos fue muy débil, solo se demostró una 

importante actividad antibacteriana sobre la especie de Klebsiella pneumoniae expuesta al 

extracto de amaranto, con el resto de los microorganismos estudiados no se demostró 

actividad antibacteriana y antifúngica. 

 

Se demostró que el extracto etanólico obtenido de los granos del Frejol de cabeza negra 

posee una moderada actividad citotóxica a las 24 horas de incubación con una letalidad del 

90% a una concentración de 100 μg/mL sobre nauplios la Artemia salina.  

 

Recomendaciones  

Seguir con investigaciones detalladas en cuanto al poder anticoagulante y hemoaglutinante 

de ambos extractos ya que presentaron una actividad importante pudiendo tener aplicaciones 

en salud pública.  

 

Realizar mayores pruebas con diferentes diluciones del extracto de amaranto para el estudio 

de su actividad antibacteriana pudiendo funcionar como coadyuvante en el manejo de 

procesos infecciosos.  

 

Valorar la relación de riesgo beneficio de la actividad citotóxica del frejol de cabeza negra 

para una posible utilidad en salud.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1:Procesamiento de los granos seleccionados con el fin de obtener los de Amaranto 

y Frejol de cabeza negra 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia 
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Actividad anticoagulante  

Anexo 2: Obtención de sangre de donantes de tipo A, B Y O  

Fuente: Elaboración propia 
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Anexo 3:Obtención de plasmas de donantes  

 

Fuente: Elaboración propia 
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Anexo 4:Obtención de pool de plasmas pobres en plaquetas 

 

Fuente: Elaboración propia 

Anexo 5: Calentamiento del tubo de ensayo a la mezcla de reactivo tromboplastina D  

 

Fuente: Elaboración propia 
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Anexo 6:Registro de tiempo que tardo en coagular las mezclas 

 

Fuente: Elaboración propia 
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Anexo 7:Evaluación de resultados de tiempos de coagulación       

Fuente: Elaboración propia 
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Actividad hemoaglutinante  

Anexo 8:Combinación de suspensión eritrocitaria con extractos acuosos  

  Fuente: Elaboración propia 

Anexo 9:centrifugacion de suspensión eritrocitaria con extractos acuosos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia 
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Anexo 10:  Evolución de resultados de hemoaglutinación 

 Fuente: Elaboración propia 
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Actividad antibacteriana y antimicótica 

Anexo 11:Preparación de inóculos de cada cepa  

Fuente: Elaboración propia 

Anexo 12:Siembra de las cepas en agar cerebro corazón 

Fuente: Elaboración propia 
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Anexo 13: Colocación de discos de extracto acuoso, antibiótico y antimicótico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia 
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Anexo 14: Evaluación de la actividad antibacteriana y antifúngica 

 

 

 

  

 

 

Fuente: Elaboración propia 

Fuente: Elaboración propia 

Actividad citotóxica 

Anexo 15: Preparación solución de agua de mar artificial al 3% 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia 
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Anexo 16: Crecimiento de los quistes de Artemia salina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia 
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Anexo 17: Diluciones de los extractos acuosos con agua de mar artificial y colocación de 

las Artemias. 

Fuente: Elaboración propia 

Anexo 18: Evaluación de mortalidad de las Artemias 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia 
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Anexo 19: Consentimientos informados  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia 

 


