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RESUMEN
El presente proyecto de investigacion plante6 como principal objetivo determinar la
actividad bioldgica de las fitoaglutininas (lectinas) obtenidas a partir de las semillas del
achotillo (Nephelium lappaceum) y uvilla (Physalis peruviana) en Riobamba, de cada
fruta se obtuvo el extracto por medio de disrupcién mecanica adicionandole 15 ml de
Solucién Salina Fisioldgica, fue sometido a incubacion, posteriormente se filtrd a través
de un tejido de nylon fino y finalmente se centrifugd utilizando una centrifuga
convencional para obtener un sobrenadante claro. La actividad bioldgica de las
fitoaglutininas se determind evaluando en el extracto acuoso de las frutas, la actividad
hemoaglutinante con 0.1 ml de suspension de eritrocitos de los grupos sanguineos A, By
O, la actividad anticoagulante sobre el plasma pobre en plaquetas con la medicion de TP
y TTPay finalmente la actividad antimicrobiana con método de difusion agar utilizando
la técnica de Kirby Bauer sobre las cepas bacterianas Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Enterococcus faecalis. Los resultados obtenidos de la hemoaglutinacion
demostraron una alta capacidad de las lectinas para aglutinar a los eritrocitos de los grupos
sanguineos A, B y O, por otro lado no se evidencié ningln efecto sobre las proteinas de
la coagulacion de la via extrinseca medido a través del Tiempo de Protrombina (TP), sin
embargo, la accién anticoagulante sobre las proteinas de la coagulacion de la via
intrinseca medida a través del Tiempo Parcial de Tromboplastina activado (TTPa) reveld
una prolongacion altamente significativa en el extracto del achotillo, finalmente se
evidencio la ausencia de actividad antimicrobiana por parte de ambos extractos sobre las

cepas bacterianas evaluadas en este estudio.

Palabras claves:
Lectinas, Semillas de frutas, Actividad Bioldgica, Actividad Antimicrobiana, Actividad

Anticoagulante, Fitoaglutininas.



ABSTRACT

The main objective of this research project was to determine the biological activity of the
phytoagglutinins (lectins) obtained from the seeds of achotillo (Nephelium lappaceum)
and uvilla (Physalis peruviana) in Riobamba, the extract of each fruit obtained by means
of mechanical disruption adding 15 mL of Physiological Saline Solution,
it incubated, subsequently filtered through a fine nylon fabric and finally centrifuged
using a conventional centrifuge to obtain a clear supernatant. The biological activity of
the phytoagglutinins determined evaluating in the aqueous extract of the fruits, the
haemagglutinating activity with 0.1 ml of suspension of erythrocytes of blood groups A,
B and O, anticoagulant activity on platelet poor plasma with the measurement of TP and
aPTT and finally antimicrobial activity with the agar diffusion method using the Kirby
Bauer technique on the bacterial strains Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Enterococcus faecalis. The results obtained from haemagglutination demonstrated a high
ability of lectins to bind red blood cells from blood groups A, B and O, on the other hand,
there was no effect on the coagulation proteins of the extrinsic pathway measured through
Prothrombin Time (TP) established, however, the anticoagulant action on the coagulation
proteins of the intrinsic pathway measured through the activated Thromboplastin Partial
Time (aPTT) revealed a highly significant prolongation with the achotillo extract, finally
the absence of antimicrobial activity by both extracts on the bacterial strains evaluated in

this study.

Keywords:
Lectins, Fruit seeds, Biological Activity, Antimicrobial Activity, Anticoagulant Activity,

and Phytoagglutinins.

Reviewed by: Chavez, Maritza

Language Center Teacher



INTRODUCCION

La medicina tradicional ha tenido grandes avances cientificos, con el fin de aliviar, curar,
prevenir y tratar enfermedades mediante el uso de plantas. El uso terapéutico de éstas
plantas, como coadyuvantes y posibles sustitutos de los medicamentos farmacéuticos
alopéticos, se aplica desde la antigliedad. (Terreros, 2017). Segin la OMS, los
medicamentos tradicionales abarcan las hierbas, material herbario, preparaciones y
productos que contienen como principios activos partes de plantas, frutos u otros
vegetales, o combinaciones, y su uso esta bien establecido y ampliamente reconocido

como inocuo Yy eficaz. (Zurita, 2016).

A lo largo de los siglos, una de las principales causas de mortalidad y morbilidad a nivel
mundial, son las enfermedades infecciosas, por ello el descubrimiento de los antibidticos
revoluciond el mundo de la medicina, sin embargo el uso indebido de los mismos ha
llevado a un incremento en los reportes de resistencia antimicrobiana, (OMS, 2016) por
tal motivo existe un creciente interés por desarrollar nuevas estrategias para enfrentar este
problema basandose en la evaluacion de nuevas fuentes de compuestos naturales como
alternativas para los tratamientos. (Manzano, 2019). El interés del estudio de las lectinas
se debe a diversas actividades bioldgicas que pueden inducir, tales como actividad
antimicrobiana, aglutinacion de eritrocitos, de células malignas y actividad

inmunosupresora. (Carpio, 2016).

La actividad hemoaglutinante, antimicrobiana y anticoagulante que pueden presentar los
frutos de nuestro entorno, gracias a la presencia de lectinas, puede tener gran utilidad
terapéutica para tratar enfermedades, proporcionando bienestar en el ser humano, por tal

motivo resulta de gran interés determinar la actividad bioldgica que poseen.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que existen pocos estudios sobre las lectinas presentes en las semillas de frutas,
hemos decido profundizar sobre este tema, debido a que seria muy relevante conocer los
beneficios que nos ofrecen estas semillas, para la presente investigacién hemos escogido
el achotillo y la uvilla, frutas autdctonas de Ecuador y consumidas tradicionalmente por
sus habitantes. (Clavijo, 2018) Una de las principales actividades biolégicas que poseen
las lectinas es su propiedad antimicrobiana frente a diversas bacterias causantes de
diferentes enfermedades infecciosas, como se ha demostrado en estudios con

leguminosas. (Vazquez-Luna, Rivadeneyra- Dominguez, & Diaz-Sobad, 2012)

Las fitoaglutininas o lectinas tienen un papel elemental en el reconocimiento de las
glicoproteinas que se encuentran en la superficie celular, de ahi la relevancia de su
estudio, ademas de establecer otras propiedades que poseen. (Clavijo, 2018) Son un grupo
importante de proteinas, que, por lo general, no causan dafio al ser humano, sino por el
contrario, desarrollan una accion biolégico — funcional que benefician a la salud de la
persona, debido a que posee actividad tanto antibacteriana como antiviral y antifngica.
(Alonso, 2014)

Por lo tanto, es primordial realizar proyectos de investigacion enfocandose en la
biodiversidad botanica, con el fin de encontrar nuevos compuestos con actividad
bioldgica que favorezca a la persona. (Caceres-Huambo, 2017) El objetivo de este
proyecto fue demostrar la presencia de lectinas en las semillas de las frutas seleccionadas
y establecer su actividad bioldgica, estos compuestos bioactivos que podrian ayudar en el
tratamiento de diferentes enfermedades de origen infeccioso, sean estas causadas por

bacterias, hongos, entre otros. (Mengoni, 2016)

¢Tendran las semillas de frutas seleccionadas fitoaglutininas (Lectinas) actividad

bioldgica Hemoaglutinante, Anticoagulante y Antimicrobiana?



JUSTIFICACION

En la actualidad, las investigaciones que se estan realizando acerca de la medicina
tradicional herbolaria, van adquiriendo cada vez mayor interés, a pesar de que aun no
existe una igualdad en los criterios que emiten sobre su conceptualizacion. Este tipo de
medicina es la representacion mas antigua de la asistencia sanitaria, por la utilizacion de

plantas y extractos de estas, para fines curativos. (Lima Lopez, 2019)

Esta medicina se ha determinado por tres escuelas de pensamiento: la herboristeria China
tradicional, la ayurvédica herboristeria y la medicina herbaria occidental. La Gltima
continda siendo parte de los tratamientos tradicionales, que en América Latina se da a
conocer en las diferentes zonas, rurales, indigenas y urbanas, que se expresa en las
mujeres, ya que ellas realizan su uso como remedios caseros. Ademas, se ha integrado en
algunos sistemas de salud convencionales donde la ejercen los profesionales de la salud.

(Jessica Marisol Yanchaguano Taco, 2019)

En nuestro pais, Ecuador, existe una gran biodiversidad, que contribuye a la medicina
tradicional y herbaria, ofreciendo grandes beneficios, como tratamiento de diferentes
enfermedades, principalmente las agudas que predominan en la provincia de Chimborazo.
A pesar del tratamiento convencional que se utiliza para tratar enfermedades bacterianas,
parasitarias, micéticas, existe resistencia a estos microorganismos, parasitos, hongos; por
lo tanto, es necesario investigar otros compuestos que coadyuven a tratar diversas

patologias.

En la literatura, recomiendan el consumo de frutas y plantas comestibles, gracias al aporte
nutricional que nos ofrecen, y las biomoléculas con actividad antioxidante, como los
compuestos flavonoides y fendlicos. Asimismo, existen unos compuestos bioactivos
importantes llamados lectinas, estas son un grupo de proteinas de origen no inmune,
ademas poseen una actividad bioldgica funcional con un gran beneficio para la salud, por
su actividad antibacteriana, antiviral y antifangica. (Vazquez-Luna, Rivadeneyra-
Dominguez, & Diaz-Sobad, 2012)

Se han realizado experimentos in vitro con las lectinas, donde se ha evidenciado que
también presenta una actividad citotoxica y blogueante de la propagacion de las células

cancerigenas, de igual forma actividad inmunomoduladora. De la misma manera, algunas
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lectinas que estan presentes en frutas y plantas consiguen aglutinar los eritrocitos de los
diferentes grupos sanguineos, por lo tanto, se les conoce también como

fitohemaglutininas. (Rubio, 2014)

Estas fitoaglutininas estan presentes en numerosas plantas comestibles, especificamente
en tubérculos y semillas, asimismo en hojas, cereales, cascaras y pulpas de frutas.
(Vazquez-Luna, Rivadeneyra- Dominguez, & Diaz-Sobad, 2012) Por tal motivo, nos
hemos planteado investigar la actividad bioldgica de estos compuestos en las semillas del
Achotillo (Nephelium lappaceum) y Uvilla (Physalis peruviana), que se consumen con

frecuencia en la ciudad de Riobamba.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Determinar la actividad bioldgica de las fitoaglutininas (lectinas) obtenidas a

partir de las semillas del achotillo (Nephelium lappaceum) y uvilla (Physalis

peruviana) en Riobamba.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtencion de las lectinas a partir de los extractos acuosos de las semillas del

(Nephelium lappaceum) y la uvilla (Physalis peruviana).

e Demostrar la actividad hemoaglutinante de los extractos que se obtengan de las

semillas de las frutas seleccionadas, utilizando pruebas de laboratorio.

e ldentificar la actividad anticoagulante y antimicrobiana de las lectinas que estas

semillas de frutas poseen.



CAPITULO |
1. MARCO TEORICO

1.1 Definicion

Las lectinas son proteinas que tienen gran capacidad de reconocer azlcares simples, con
afinidad por biomoléculas complejas de la superficie celular, propiedad que le confiere
un papel relevante para diversos procesos y multiples aplicaciones. A nivel celular son
sintetizadas, procesadas y transportadas como proteinas que se sintetizan en el reticulo
endoplasmico rugoso para luego ser almacenadas en vacuolas y organelos denominados
vacuolas de almacenamiento de proteinas. (Vallejos, 2017). Por ello se sugiere que,
dentro de la planta, estas proteinas pueden tener diferentes funciones tales como
regulacion fisioldgica, defensa mecénica contra el ataque de microorganismos,

almacenamiento de proteinas, transporte de carbohidratos, entre otros. (Rio, 2019)

1.2 Antecedentes

En el trabajo presentado por Patnaik, Singh y Sarathi en el 2012, se describe una amplia
informacion sobre la identificacion de las lectinas, donde se detalla desde las primeras
evidencias de la presencia de lectinas y de su actividad bioldgica, mismas que fueron
observadas por Wander and Waddell en 1888, en el extracto de semillas de Ricinus
communis, sin embargo, no fue hasta el afio de 1919 en donde James B. Summer obtuvo
la primera lectina en forma cristalina, descubierta a partir del frijol Canavalia ensiformes

Ilamada concanavalina Al. (Hernandez, 1999)

Posteriormente los investigadores Rose M. Reguera y William C. Boyd, en la década de
los afios 40 del siglo pasado, estudiaron en algunas semillas, el contenido de aglutininas

especificas para antigenos de los grupos sanguineos de los humanos. (Castillo, 2005)

Boyd en 1954 fue el primero en plantear el término lectina que significa “seleccionar”,
al observar que algunas aglutininas obtenidas de semillas de plantas podian reconocer a

un grupo sanguineo especifico y aglutinarlo. (Hidalgo, 2017)

1.3 Estructura
Estan compuestas por una cadena polipeptidica por lo que pueden estar unidos o no a uno
0 varios residuos de carbohidratos, normalmente de 2 a 15 monosacaridos residuales, que

pueden estar constituidos principalmente por dos o mas azlicares como:



— D- Manosa

— D-galactosa

— D. Glucosa

— L-fucosa

— N-acetil-D-glucosamina

— N-acetil-D-galactosamina
— Acido salicilico glucosamina

— Galactosamina. (Castillo, 2005)

1.4 Achotillo

El Nephelium lappaceum L. de nombre cientifico, cominmente conocido en el Ecuador
como Achotillo, es una fruta exdtica que proviene del continente asiatico, cultivado en
climas tropicales, como los que existen en américa latina y el caribe por ser zonas
himedas; el achotillo pertenece a la familia de la sapindacea, es un arbol perenne de
tamafio medio, nativo de Asia, posee flores pequefias de 2mm sin pétalos que dan frutos

de pulpa blanca. (Lopez, 2018)

Tiene una extrafia apariencia de espinas suave en la cascara de color marrén rojizo con
pulpa blanquecina traslucida de sabor dulce posee una similitud a la consistencia de la
uva, con semilla no consumible de 1 a 2 cm de color café. Se producen a una humedad

mayor a 80%, temperatura promedio de 25 a 32 °C. (L6pez, 2018)

Existen una gran variedad a nivel del mundo, entre las mas importantes se encuentran:
Binjai, Rpiah, Seechompoo y Leabarbudus, este Gltimo considerado como la mejor
variedad, por poseer una mezcla de sabor entre dulce y acido, el mismo que fue utilizado

en el presente estudio. (Gomez, 2018)

Figura 1. Fruto Nephelium lappaceum L.



1.5 Uvilla

Physalis peruviana L. conocida como uvilla en Ecuador, fue descrita por Linneo en 1763,
es considerada como una fruta exdtica de origen andino, se generan en zonas de clima
frio, con alto recurso fitogenético de gran valor nutricional, sin embargo, su potencial es

desconocido por el escaso estudio que se le ha realizado. (Gomez, 2018)

Es una fruta redonda, de color amarillo, pequefia, con un diametro entre 1-2 cm, crece en
zonas ubicadas entre 1800 y 3600 metros sobre el nivel del mar, a temperaturas entre los
13-18 °C, en un estudio titulado “Fruits of warm climates” menciona que fue cultivada

antes de 1807, originaria de America del Sur. (Tapia, 2018)
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Figura 2. Fruto Physalis peruviana L.
1.6 Actividad hemoaglutinante

Las lectinas pueden causar hemaglutinacion y presentan diferente especificidad para los
eritrocitos humanos, van a ser inhibidas eficientemente por azicares monosacéaridos, por
lo tanto, cuando es especifica para el eritrocito del grupo sanguineo humano tipo A, puede
ser inhibida por la N - acetil - D galactosamina, cuando es especifica para el eritrocito
tipo O, es inhibida potentemente por la L — fucosa, mientas que para el eritrocito tipo B
es inhibida por la D — galactosa, y para los eritrocitos tipo AB puede ser inhibida por la
D — galactosa, N — acetil — galactosamina y D — galactosa. Por otra parte, las lectinas que
son no especificas para los glébulos rojos tipo A, B, O, pueden presentar especificidad

para otros monosacaridos u oligosacéaridos. (Hernandez, 1999)



1.7 Actividad antiviral

Las lectinas poseen propiedades antivirales, frente a diversos virus que afectan a animales
y vegetales. En estudios realizados en chicharos (Pisum sativum), se observo la actividad
antiviral de las lectinas frente al Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), en
fracciones proteicas hemoaglutinantes. De igual manera, en el platano Mussa acuminata,
las lectinas mostraron tener actividad inhibitoria frente al virus del VIH — 1. (Torres,
2017)

Ultimamente se planted que las lectinas presentes en suero y fluidos pulmonares, pueden
reconocer y destruir el virus de la influenza, a manera de un mecanismo de inmuno -

modulacion innata. (Fuentes, 2017)

1.8 Actividad antibacteriana

Se ha encontrado que en la superficie celular de los microorganismos, se encuentran
diferentes carbohidratos que pueden ser reconocidos por la lectinas, a pesar de eso, existen
estructuras llamadas acidos teicoicos, que contiene en uno de sus extremos la N — acetil
— glucosamina, y dependiendo del tipo de bacteria puede cambiar dicho extremo por la N
— acetil — galactosamina, ya sean lectinas especificas a los carbohidratos o lectinas no
especificas, van a tener la capacidad de aglutinar o inhibir el crecimiento de estas
bacterias, por laaccion ejercida en los carbohidratos de la membrana bacteriana o flngica.
(Mendoza, 2013)

En estudios realizados sobre la lectina V-2 de las semillas de arveja (Pisum sativum),
demostrd tener actividad antibacteriana frente a los microrganismos Escherichia coli y

Staphylococcus aureus. (Céceres-Huambo, 2017)

1.9 Aplicaciones bioldgicas y funcionales de las lectinas

Las lectinas son de gran importancia por el potencial amplio que posee, principalmente
como agente terapéutico de origen bioldgico para prevenir y retardar la manifestacion de
las diversas patologias. Su funcion se basa en la capacidad de combinarse con varios tipos
de glicoconjugados que se encuentran en las superficies de las células y fluidos

corporales. (Reyes, 2008)



Los campos de aplicacion bioldgica funcional colocan a las lectinas en diversos campos

de investigacion, entre estos estan:

1. La evaluacion de la produccion de citoquinas (interferon e interleuquinas) y la
expresion de sus receptores en cultivos de linfocitos provenientes de pacientes con
enfermedades de alto impacto social como el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), la tuberculosis y la leishmaniosis.

2. La actividad antiviral de lectinas frente al VIH y el virus de la hepatitis B, asi
como la susceptibilidad y resistencia que éstos puedan desarrollar frente a lectinas.

3. Evaluacion de la efectividad de terapias antirretrovirales de acuerdo con la
respuesta de los linfocitos a la estimulacion con las lectinas antes y después de la
terapia, como por ejemplo en terapias contra el VIH.

4. En el campo de la glicoterapia y de la glicobiotecnologia. (Vazquez-Luna,

Rivadeneyra- Dominguez, & Diaz-Sobad, 2012)

-10-



CAPITULO II

2. METODOLOGIA

2.1 Tipo de investigacion:

El presente trabajo corresponde a una investigacion de tipo exploratoria, descriptiva, de
disefio experimental, de corte transversal, y de acuerdo con la cronologia de los hechos es

de caracter prospectivo.

2.2 Poblacién y muestra:

2.2.1. Poblacion:

Estara constituida por las frutas inventariadas que se expenden en los mercados del
Canton Riobamba: (Santa Rosa, La Merced, Condamine, San Alfonso, San Francisco y
Mayorista).

2.2.2. Muestra:

Se seleccionaran frutos exdticos y en base a sus propiedades se estudiaran dos de ellos.
2.3 Variables de estudio

Se utilizara el siguiente sistema de variables:

2.3.1. Variable dependiente (VD): Actividad hemoaglutinante, anticoagulante y
antimicrobiana.

2.3.2. Variable independiente (VI): Las frutas exoticas seleccionadas para el presente

estudio.

2.4 Operacionalizacion de las variables:

VARIABLES TIPO ESCALA  DEFINICION INDICADORES

OPERACIONAL
Cualitativa  Controlada Se utiliza con el fin

Accién Aglutina
de valorar la

hemoaglutinante No aglutina

presencia de las
lectinas en un
extracto, y la
especificidad  por
ciertas moléculas

de carbohidratos
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Accibn

Anticoagulante

Accién

Antimicrobiana

Cuantitativa Controlada

Cuantitativa Controlada

presentes en la
superficie de la
membrana de los
eritrocitos,
formando un
complejo que tiene
la propiedad de
aglutinar células.
(Boyd, 2003)

Es el resultado de la
accion de una
sustancia enddgena

0 exdgena que tiene

capacidad de
disminuir la
formacion de

fibrina a partir de la
inhibicion en la
generacion de la
trombina, creando
un estado
antitrombatico.
(Trejo, 2004)

Es el efecto de una
sustancia o farmaco
con accion
inhibitoria de la
sintesis de la pared
bacteriana, de tal
manera alteran la
integridad de la
membrana

citoplasmatica e

Medir TP
Medir TTP

Sensibilidad

Resistencia
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impiden su
multiplicacion

0 desarrollo.
(Calvo, 2009)

2.5 Materiales y métodos
2.5.1. Materiales

1.

Las frutas exoéticas evaluadas fueron seleccionadas del inventario realizado en los
mercados del Canton Riobamba (Santa Rosa, La Merced, Condamine, San Alfonso,
San Francisco y Mayorista).

Las muestras de sangre de las cuales se obtuvieron los eritrocitos de los grupos
sanguineos A, B, Oy el plasma citratado fueron obtenidas de los miembros del equipo
de investigacion, previo la autorizacion por medio de su consentimiento informado.
Los quimicos y estandares del mas alto grado de pureza fueron obtenidos de empresas
distribuidoras de las Compafiias: Sigma Aldrich, Merk, Becton Dickinson and
Company (BD) y Pacific Hemostasis.

Bacterias ATCC: Bacterias gram negativas (-): Escherichia coli, Bacterias gram
positivas (+): Staphylococcus aureus y Enterococcus fecalis.

El presente trabajo se realizd en las instalaciones de los laboratorios de la Facultad de

Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Chimborazo.

2.5.2. Método de Estudio
El método de estudio serd empirico puesto que se observara y medira la actividad de

hemoaglutinacién de los extractos sobre los glébulos rojos, el efecto anticoagulante de

los extractos sobre la coagulacion sanguinea y la accién antimicrobiana de los extractos

sobre bacterias Gram positivas, Gram negativas y levaduras.

2.6 Técnicas y procedimientos

1.

Se realiz6 un inventario de las frutas que se expenden en los mercados del Canton
Riobamba, se identificé taxonOmicamente las especies inventariadas y se selecciond
el achotillo (Nephelium lappaceum) y la uvilla (Physalis peruviana), por ser frutas
exoticas.
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2. Se prepard las frutas seleccionadas para obtener adecuadamente las semillas de manera
intacta, posteriormente se realizé la extraccion por disrupcion mecanica utilizando un
mortero y piston de porcelana, al triturarlo se adicion6 15mL de (Solucion salina
fisioldgica) SSF, con el objetivo de obtener el extracto para posteriormente someterlo
en incubacion por técnica de infusion en frio, luego se filtrd a través de un tejido de
nylon fino para eliminar particulas grandes. (Djabayan, 2018)

El filtrado se centrifugd a 6.000 r.p.m. durante 10 minutos utilizando una centrifuga
convencional, con el fin de eliminar las particulas microscépicas, el sobrenadante fue
recolectado en tubos plasticos conicos, previamente identificados y congelados a -

20°C hasta realizar los ensayos de actividad bioldgica.

3. Preparacion de las suspensiones de eritrocitos y evaluacion de la actividad
biologica.

a) Se obtuvo 5mL de sangre de los grupos sanguineos A, B y O respectivamente, los
mismos fueron diluidos con 10mL de SSF, se centrifug6 a 4.000 r.p.m. durante 5
minutos y el sobrenadante se descarto, este proceso se realizo tres veces con el objetivo
de eliminar cualquier interferente que se encuentre en el plasma sanguineo, hasta
obtener una suspension de eritrocitos al 5% aproximadamente.

b) La actividad hemoaglutinante se determind mezclando 0.1mL de cada extracto de las
frutas con 0.1mL de cada suspension de eritrocitos en tubos de ensayo de vidrio, se
agitod suavemente y se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos con el objetivo
de permitir que la reaccién de union tenga lugar, posteriormente fueron centrifugados
a4.000 r.p.m. por 1 minuto.

c) Se registré de acuerdo con el esquema de grado de aglutinacién propuesto por
Boorman y colaboradores: 4+ una masa grande y compacta de eritrocitos; 3+ una masa
grande y varias masas medianas de eritrocitos aglutinados; 2+ varias masas pequefias
de eritrocitos aglutinados y células libres; 1+ una apariencia granular fina de eritrocitos
aglutinados %2 una apariencia granular muy fina de eritrocitos aglutinados y 0+

suspension de eritrocitos no aglutinados. (Boorman, 1977)

4. Actividad Anticoagulante:
a) Elaboracién del Pool de Plasma Citratado: para determinar la actividad de
hemoaglutinacion, se utilizaron suspensiones de eritrocitos humanos, estos fueron

preparados a una concentracion final del 5% en SSF. La prueba de
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b)

hemoaglutinacion se realiz6 mezclando 0.1 mL de cada extracto de las frutas con
0.1 mL de cada suspension de globulos rojos en tubos de ensayo de vidrio,
13x100, hallandose secos y limpios. Luego de realizar una suave agitacion, se
incubd por 10 minutos los tubos de ensayo a una temperatura ambiente, con el fin
de que la reaccion de union se dé. Posteriormente, se centrifugd los tubos a 4.000
r.p.m durante 1 minuto en una centrifuga convencional (Centrifuga Rotofix 32A
Hettich Zentrigugen CD-78532 Tuttlingen - Germany).

Tiempo de Protrombina (TP) del Pool de Plasma Citratado: El estudio de este, se
procedié de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se incub6 en un tubo de
ensayo (13 x 75) 1 mL del reactivo de tromboplastina a una temperatura de 37 °C
por 3 minutos. A continuacién, se coloc6 0.1 mL del pool de plasma Citratado y
se incubd por 1 minuto. Consecutivamente a este tubo de ensayo se le agregé 0.2
mL del reactivo de tromboplastina D (Pacific Hemostasis®) precalentado,
cuidadosamente se mezcl6 a bafio de maria de 37°C. Se activo el crondmetro al
momento de afiadir el reactivo al tubo de ensayo, se retird este del bafio de maria
después de 6 segundos, observandose el punto final de la reaccién, la aparicién de
la malla de fibrina, deteniendo simultaneamente el cronémetro, se registro el

tiempo en segundos. La evaluacion se realiz6 por triplicado.

Extracto de las frutas escogidas + TP del Plasma Citratado: Para determinar la
actividad de las fitoaglutininas presentes en los extractos crudos Yy
precipitado/dializados/liofilizados de las frutas elegidas sobre las proteinas de la
coagulacién presentes en el pool de plasma citratado, se utilizé la técnica ya
mencionada, donde se incluyd en esta prueba un tubo de ensayo mezclandose 0,1
mL del pool de plasma citratado con 0,1 mL de SSF con el propésito de corregir
el efecto dilucion. El valor que se obtuvo para el TP en esta prueba se tomé como
valor de referencia, que sirvid para valorar el efecto anticoagulante de las lectinas.
La evaluacion se ejecuto por triplicado. La valoracién del efecto anticoagulante
de los extractos de las frutas escogidas sobre los factores de la coagulacion
presentes en el plasma citratado se desarrolld siguiendo lo establecido en la

siguiente Tabla:
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TP X3
100 uL de Plasma citratado +
200 uL de Tromboplastina D

Tiempo en segundos sin

(37°0) dilucion.

100 uL de Plasma + 100 uL

SSF (37°C) Tiempo en segundos
como valor de referencia

100 uL de la mezcla + 200 uL control.

de Tromboplastina D (37°C)
100 uL de Plasma + 100 uL del

extracto de las frutas (37°C) Tiempo en segundos
100 uL de la mezcla + 200 uL como valor que medira
de Tromboplastina D (37°C) el efecto anticoagulante.

Tabla 1. Técnica para evaluar el efecto anticoagulante de las lectinas

(fitoaglutininas) presentes en los extractos precipitados y liofilizados obtenidos

de las frutas escogidas sobre las proteinas de la coagulacion de la via extrinseca.

d) Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa) del Pool de Plasma Citratado:

la evaluacion de TTPa se ejecutd de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se
mezclé 0,1 mL del reactivo de ATTP-XL (Fosfolipidos) + &acido elagico (Pacific
Hemostasis®) con 0,1 mL del pool de plasma citratado, la misma se incub6 en un
tubo de ensayo 13 x 75 a una temperatura de 37 °C en bafio de maria durante 3
minutos. Posteriormente, se coloco cierta cantidad de Cloruro de Calcio (CaCl)
(Pacific Hemostasis Calcium Chloride Solution 0.02 M) en un tubo de ensayo
para ser incubada, pasado el tiempo de incubacién se afiadié al tubo que contiene
la mezcla de plasma y reactivo 0,1 mL de (CaCl,), se activod el crondmetro y se
mezcld bien por 19 segundos en bafio de maria a 37 °C, posterior a esto, se retird
el tubo del bafio de maria, observandose el punto final de la reaccion, la aparicion
de la malla de fibrina, se registr6 el tiempo en segundos. La evaluacién se efectué

por triplicado.

Extracto de las frutas escogidas + TTPa del Plasma Citratado: Para determinar la
actividad de las lectinas presentes en los extractos crudos 'y

precipitado/dializados/liofilizados de las frutas escogidas sobre las proteinas de la
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coagulacién presentes en el pool de plasma citratado, se empled la técnica ya
mencionada, donde se incluyd en esta prueba un tubo de ensayo mezclandose 0,1
mL del pool de plasma citratado con 0,1 mL de SSF con el propdsito de corregir
el efecto dilucién. El valor que se obtuvo para el TTPa en esta prueba, se tomo
como valor de referencia, que sirvié para valorar el efecto anticoagulante de las
lectinas. La evaluacion se ejecutdé por triplicado. La valoracion del efecto
anticoagulante de los extractos de las frutas escogidas sobre los factores de la
coagulacion presentes en el plasma citratado se desarrollé siguiendo lo establecido

en la siguiente Tabla:

TTPa X3
100 uL de Plasma citratado +
100 uL de ATTP-XL+ A&c. Tiempo en segundos
elagico (37°C) sin dilucion.
+ 100 uL de CaCl; (37°C)
100 uL de Plasma + 100 uL

SSF (37°C) Tiempo en segundos
100 uL de la mezcla + 100 uL como  valor de
de ATTP-XL+ é&c. elagico referencia control.
(37°C)

+100 uL de CaCl, (37°C)

100 uL de Plasma + 100 uL

del extracto de las frutas Tiempo en segundos
(37°C) como valor que
100 uL de la mezcla 100 uL medird el efecto
de ATTP-XL+ 4c. elagico anticoagulante.
(37°C)

+100 uL de CaCl, (37°C)

Tabla 2. Técnica para evaluar el efecto anticoagulante de las lectinas
(fitoaglutininas) presentes en los extractos precipitados y liofilizados obtenidos

de las frutas escogidas sobre las proteinas de la coagulacion de la via extrinseca.
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5. Actividad Antimicrobiana con método de difusion agar: se utiliz6 la técnica de

Kirby Bauer (Bauer, 1966) por medio del siguiente procedimiento:

a)

b)

d)

f)

Las cepas bacterianas (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Enterococcus
faecalis) Se elabord un inéculo bacteriano de 1,5 x 108 UFC/mL a partir de cada
una de las cepas bacterianas, el crecimiento bacteriano se ajusto a la turbidez del
patron 0.5 de McFarland. (NCCLS, 2003)

Mediante un hisopo de algodon estéril se obtuvo la muestra bacteriana,
introduciéndole en el tubo que contenia el inoculo bacteriano ya mencionado. Con
el mismo se eliminara el exceso de liquido, rotando suavemente el hisopo contra

las paredes del tubo.

Posteriormente, con el hisopo humedecido se inoculd en tres o cuatro direcciones,
toda la superficie de una placa con agar Mueller Hinton, girando continuamente
la placa en &ngulos de 90°. Se dejo secar el indculo por unos minutos a

temperatura ambiente.

Se colocd con una pinza estéril en forma equidistante sobre la superficie del agar
los discos estériles que se encontraban impregnados de los extractos crudos y
precipitados/dializados/liofilizados obtenidos de los extractos de las frutas

escogidas preparados a una concentracion de 100 mg/mL en SSF estéril.

En atmdsfera aerdbica, se incubd las placas a 37 °C de temperatura.

Luego de 18 horas de incubacion se procedié a la lectura de las placas. La
aparicion de halos de inhibicion del crecimiento bacteriano o micotico alrededor
de los discos permitié establecer si hubo o no actividad antimicrobiana. (Velazco,
y otros, 2008)

2.7 Procesamiento estadistico

El presente proyecto no utilizard procesamiento de datos estadistico, los resultados se

mostraran mediante tablas y gréaficos.
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2.8 Consideraciones éticas

Al ser un proyecto de investigacion que requiere actividad in vitro, no involucra el estudio

en seres humanos u otros seres Vivos.
2.9 Consentimiento informado

Al involucrar muestras de sangre del propio equipo de investigadores, se obtuvo
previamente el consentimiento informado de los participantes, documento que se adjunta

en el apartado de anexos.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RESULTADOS

Resultado del proceso de extraccion de las semillas de Nephelium lappaceum y Physalis

peruviana.

Resultados de la Accion Hemoaglutinante.

Cuadro N°1: Hemoaglutinacion de extractos obtenidos a partir de las semillas de

Nephelium lappaceum y Physalis peruviana con distintos eritrocitos humanos.

EVALUACION DE HEMOAGLUTINACION
CON GLOBULOS ROJOS: A,ByO

Tiempos de

Tiempos de

Hemaglutinacion Hemaglutinacion

1H 24 H
CODIGO NOMBRE NOMBRE A B B @]
COMUN CIENTIFICO
FT1 ACHOTILLO O Nephelium 2 3 3 3
RAMBUTAN lappaceum
FT36 UVILLAO Physalis 3 3 2 3 3 2
UCHUVA O peruviana

AGUAYMANTO L.

Leyenda: (1/2) = muy débil aglutinacion, (1) = débil aglutinacion, (2) = moderada aglutinacion, (3) = fuerte
aglutinacidn, (4) = muy fuerte aglutinacion

En el Cuadro N°1 se reportan los resultados de la evaluacion de hemoaglutinacion de los
extractos obtenidos a partir de las semillas de Nephelium lappaceum y Physalis
peruviana. El extracto FT1 mostré tener una actividad aglutinante moderada de los
globulos rojos del grupo A, mientras que de los grupos sanguineos B y O revel6 una fuerte
aglutinacion tanto a la primera hora como a las 24 horas. Entre tanto el extracto FT36
presentd fuerte actividad aglutinante para el grupo sanguineo A y B, y moderada

aglutinacion para el grupo O tanto a la primera hora como a las 24 horas.
Resultados de la Accion Anticoagulante

Cuadro N°2: Tiempo de Protrombina (TP) y Tiempo de Tromboplastina Parcial
(TTPa) de extractos obtenidos a partir de las semillas de Nephelium lappaceum y
Physalis peruviana.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD Tiempo de Tiempo de

ANTICOAGULANTE Protrombina  Tromboplastina
(TPY TTPa) (TP) Parcial activado
Segundos (TTPa)
(seq) Segundos (seg)
CONTROL 100 ul + PLASMA + 100 uL SSF 15+4/-1 67 +/-2
CODIGO NOMBRE NOMBRE
COMUN CIENTIFICO
FT1 ACHOTILLO O Nephelium 15 >300
RAMBUTAN lappaceum
FT36 UVILLAO Physalis 15 70
UCHUVA O peruviana L.
AGUAYMANTO

En el Cuadro N°2 se presentan los resultados de la actividad anticoagulante de los
extractos obtenidos a partir de las semillas de Nephelium lappaceum y Physalis
peruviana, mediante la medicion del Tiempo de Protrombina (TP) usando un pool de
plasma citratado, al que se le afiade tromboplastina y calcio, instante en el que se mide el
tiempo que transcurre hasta activar la coagulacién, en ambos extractos no se evidencid
ningun efecto en relacién al Tiempo de Protrombina, sin embargo en la medicion del
TTPa se utilizé un pool de plasma citratado mas el reactivo, que tuvo como finalidad
medir el tiempo que tarda en la formacion del codgulo de fibrina, se reveld una

prolongacion altamente significativa en el extracto FT1, a diferencia del extracto FT36.
Resultado de la Actividad Antimicrobiana

Cuadro N°3: Medicién de la actividad Antibacteriana de extractos obtenidos a

partir de las semillas de Nephelium lappaceum y Physalis peruviana.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA GRAM E. coli S. E.
POSITIVOS Y GRAM NEGATIVOS ATCC aureus faecalis
25922 ATCC ATCC
25923 29212

CONTROL AMIKACINA 36 mm
CONTROL CIPROFLOXACINA  —=emee- 30 mm 28 mm

-21-



FT1 ACHOTILLO O  Nephelium 0 0 0
RAMBUTAN lappaceum

FT36 UVILLAO Physalis peruviana 0 0 0
UCHUVAO L.
AGUAYMANTO

El Cuadro N°3 muestra la ausencia de actividad antimicrobiana por parte de los extractos
FT1 y FT36, sobre las cepas Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Enterococcus
faecalis, frente al grupo control de Amikacina, que presento actividad antibacteriana con
un halo de 36 mm para E. coli, y la Ciprofloxacina que mostro actividad para S. aureus y

E. faecalis, con la formacion de un halo de 30 mm y 28mm de diametro respectivamente.
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3.2 DISCUSION

Varias investigaciones nos dan a conocer acerca de las lectinas o fitoaglutininas que se
encuentran tanto en animales, como plantas, vegetales y frutas; desde hace varios afios ya
es mencionada por diversos autores. En nuestro pais existen pocos estudios, sobre la
actividad bioldgica que poseen las lectinas presentes en las semillas de las frutas, por tal
motivo se ha procedido a la investigacion de 2 futas seleccionadas, el achotillo
(Nephelium lappaceum) y uvilla (Physalis peruviana), mediante los resultados obtenidos
se demuestra la actividad bioldgica que estas tienen. Los extractos acuosos obtenidos de
estas semillas demostraron tener accion hemoaglutinante sobre los grupos sanguineos A,
B y O, siendo de moderada a fuerte aglutinacion tanto en la primera hora como a las 24
horas. Desde finales del siglo XIX, ya se obtuvieron las primeras evidencias de la
presencia de proteinas en extractos de plantas con la habilidad de aglutinar glébulos rojos
a las que se llamo6 hemaglutininas o fitohemaglutininas. (Véazquez-Luna, Rivadeneyra-
Dominguez, & Diaz-Sobad, 2012)

En un estudio realizado por Reyes en el afio 2008, demostrd con extractos proteicos
obtenidos de las hojas y cascaras de mango no generaron aglutinacion de eritrocitos para
el tipo sanguineo B, indicando que no existen los monosacaridos especificos para la union
lectinas carbohidrato y por tal razén no se desarrolla la hemaglutinacion, mientras que
para los grupos Ay O si se dio esta accion. Con ello, se demuestra que las lectinas son
glicoproteinas especificas, con el efecto de aglutinar al momento de ligarse a los

eritrocitos. (Reyes, 2008)

Por otro lado, la accién anticoagulante de estos extractos fue determinada por el
acortamiento o alargamiento de los tiempos de coagulacion del plasma humano; para
ambos extractos no se evidencio ningun efecto en relacioén al Tiempo de Protrombina
(TP), mientras que en la medicion del Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (T TPa)
se demostrd una prolongacion significativa para la formacion del codgulo de fibrina con
el extracto de semilla de Nephelium lappaceum. Existe escasa literatura cientifica sobre
esta accion de las lectinas en frutas; en una investigacion realizada en el 2008 por Torres
y sus colaboradores, nos mencionan que la pifia, ajo y cebolla tienen propiedades
anticoagulantes, sin embargo, el mecanismo por el cual ejercen su efecto anticoagulante
aun no esta claro y son necesarios mas estudios para identificar los componentes que

tienen dicha actividad. (Constanza Torres U, 2008)
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En otro estudio publicado en el afio 2015, con zumo de frutas y hortalizas peruanas
determinaron in vitro e in vivo los zumos de Ananas comosus, Citrus limonun, Carica
papaya y Allium cepa tienen efecto anticoagulante, y los zumos de Allium sativum y
Zingiber officinale tienen este efecto solo in vitro, por tal motivo se debe realizar méas

estudios con extractos obtenidos de las frutas. (Edwin Zarzosa Norabuena, 2015)

Para la accion antimicrobiana, se utiliz6 bacterias gram positivas ATCC y bacterias gram
negativas ATCC, para determinar si existe esta actividad en los extractos obtenidos de las
semillas de las frutas escogidas, sin embargo, mostré ausencia de actividad antibacteriana
por ambos extractos, sobre las cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecalis. En cuanto al grupo control de Amikacina, mostrd actividad
antibacteriana con un halo inhibitorio de 36 mm para E. Coli, mientras que la
Ciprofloxacina presento actividad para S. aureus con un halo de 30mm y para el E. Fecalis
con un halo de 28mm. En el estudio realizado con extractos de hojas y cascaras de mango
por Reyes (2008) difieren de los resultados obtenidos en nuestro estudio, en el cual se
observé gue estos extractos de mango injerto provocaron inhibicion en S. epidermidis y
E. coli. (Reyes, 2008) Existen pocas investigaciones sobre la actividad biologica de las
lectinas en frutas, por tal motivo se necesita realizar mas estudios sobre esta, con el fin de

conocer a profundidad los beneficios que puedan brindar.
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CONCLUSIONES

Las frutas exoticas seleccionadas achotillo (Nephelium lappaceum) y uvilla
(Physalis peruviana), demostraron tener actividad hemoaglutinante frente a los

tres grupos sanguineos A, By O.

La accion anticoagulante de los dos extractos de semillas de frutas no se
evidenciaron ningun efecto en relacion al TP, Unicamente el extracto de

Nephelium lappaceum mostré una prolongacion significativa en relacion al TTPa.
Ambos extractos de semillas N. lappaceum y P. peruviana, demostraron no tener

actividad antimicrobiana, frente a las cepas de Escherichia coli, Staphylococcus

aureus y Enterococcus faecalis.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar mas estudios sobre las lectinas extraidas de frutas, debido

a que existe escasa informacidn sobre estas.

e Serecomienda caracterizar las lectinas presentes en las frutas exéticas Nephelium

lappaceum y Physalis peruviana.

e Serecomienda estudiar a profundidad la actividad bioldgica de las fitoaglutininas
en frutas, la accion hemoaglutinante, anticoagulante y antimicrobiana, para

conocer sus beneficios.
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ANEXOS

Anexo N° 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigacion: Actividad bioldgica de las lectinas obtenidas de semillas del
achotillo (Nephelium lappaceum) y uvilla (Physalis peruviana), Riobamba, 2019 - 2020

Fecha: 05/08/2019

Yo con C.I.

con el fin de participar de manera consiente, voluntaria en el proyecto de investigacion
mencionado. Reconozco que he sido INFORMADO de forma clara, sencilla sobre los

riesgos y beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre.

Se me indica que, bajo medidas de asepsia y antisepsia, se me realizara la extraccion de
una muestra de sangre por medio de la puncion venosa que se basa en la perforacion de
una vena visible y palpable con una aguja por via transcutanea. Ademas, recibo
informacion sobre los riesgos que conlleva este procedimiento entre los cuales estan un
leve sangrado, presencia posterior de hematomas, posible nueva puncion en caso de que
se presente una dificil extraccion, este procedimiento tiene la finalidad de usarse para el
analisis en el laboratorio, por este motivo firmo este consentimiento informado por mi

libre voluntad.

Firma.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigacion: Actividad biologica de las lectinas obtenidas de semillas del

achotillo (Nephelium lappaceum) y uvilla (Physalis peruviana), Riobamba, 2019 - 2020
Fecha: 05/08/2019 _

Yo Tu Lo NTARAVAN AITPEYAN con L (3SF20 233 2

con el fin de participar de manera consiente, voluntaria en el proyecto de investigacion

mencionado. Reconozco que he sido INFORMADO de forma clara, sencilla sobre los riesgos

y beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre.

Se me indica que, bajo medidas de asepsia y antisepsia, se me realizard la extraccion de una
muestra de sangre por medio de la puncion venosa que se basa en la perforacion de una vena
visible y palpable con una aguja por via transcutanea. Ademis, recibo informacion sobre los
riesgos que conlleva este procedimiento entre los cuales estan un leve sangrado, presencia
posterior de hematomas. posible nueva punciéon en caso de que se presente una dificil
extraccion, este procedimiento tiene la finalidad de usarse para el anilisis en el laboratorio,

por este motivo firmo este consentimiento informado por mi libre voluntad.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyccto de investigacion: Actividad biologica de las lectinas obtenidas de semillas del

achotillo (Nephelium lappaceum) y uvilla (Physalis peruviana), Riobamba, 2019 - 2020
Fecha: 05/08/2019

( y l
Yo. Fraucing Jo niuj/s_[c_« o' Jefanlcon 1. 179279 90-%
con el fin de participar de manera consiente, voluntaria en el proyecto de investigacion
mencionado. Reconozco que he sido INFORMADO de forma clara, sencilla sobre los riesgos

y beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre.

Se me indica que, bajo medidas de asepsia y antisepsia, se me realizara la extraccion de una
muestra de sangre por medio de la puncién venosa que se basa en la perforacion de una vena
visible y palpable con una aguja por via transcutanea. Ademas, recibo informacién sobre los
riesgos que conlleva este procedimiento entre los cuales estan un leve sangrado, presencia
posterior de hematomas, posible nueva puncion en caso de que se presente una dificil
extraccion, este procedimiento tiene la finalidad de usarse para el andlisis en ¢l laboratorio,

por este motivo firmo este consentimiento informado por mi libre voluntad.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigacion: Actividad biologica de las lectinas obtenidas de semillas del

achotillo (Nephelium lappaceum) y uvilla (Physalis peruviana), Riobamba, 2019 - 2020
Fecha: 05’08’2919

Yo. frias ﬁ, Lna Lo 3&45 fgﬂ,,% con Cl. /258306492~

con el fin de participar de manera consiente, voluntaria en el proyecto de investigacion

mencionado. Reconozco que he sido NFORMADO de forma clara, sencilla sobre los riesgos

y beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre.

Se me indica que, bajo medidas de asepsia y antisepsia, se me realizard la extraccion de una
muestra de sangre por medio de la puncion venosa que se basa en la perforacion de una vena
visible y palpable con una aguja por via transcutanea. Ademds, recibo informacién sobre los
riesgos que conlleva este procedimiento entre los cuales estan un leve sangrado. presencia
posterior de hematomas, posible nueva puncion en caso de que se presente una dificil
extraccion, este procedimiento tiene la finalidad de usarse para el analisis en el laboratorio,

por este motivo firmo este consentimiento informado por mi libre voluntad.

Firma.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigacién: Actividad biologica de las lectinas obtenidas de semillas del

achotillo (Nephelium lappaceum) y uvilla (Physalis peruviana), Riobamba, 2019 - 2020

Fecha: 05/08/2019

Yo. HCM"\U‘ &A‘cer\ft\ Lu\c.ﬂnﬁ con C.L \'458‘1"1‘{55-1

con el fin de participar de manera consiente, voluntaria en el proyecto de investigacion

mencionado. Reconozco que he sido INFORMADO de forma clara, sencilla sobre los riesgos

y beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre.

Se me indica que, bajo medidas de asepsia y antisepsia, se me realizard la extraccion de una
muestra de sangre por medio de la puncién venosa que se basa en la perforacion de una vena
visible y palpable con una aguja por via transcutanea. Ademds, recibo informacion sobre los
riesgos que conlleva este procedimiento entre los cuales estan un leve sangrado, presencia
posterior de hematomas, posible nueva puncién en caso de que se presente una dificil
extraccion, este procedimiento tiene la finalidad de usarse para el andlisis en el laboratorio,

por este motivo firmo este consentimiento informado por mi libre voluntad.

‘irma.
vedeod
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Anexo N° 2 Seleccion de las frutas

Anexo N° 3 Preparacion y filtrado de los extractos de semillas Nephelium

lappaceum y Physalis peruviana
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Anexo N°4 Almacenamiento de los extractos

Anexo N° Centrifugacion de los extractos y almacenamiento en tubos de

Eppendorf

-33-



Anexo N° Resultados de la accion hemoaglutinante

Anexo N° 8 Resultados de la accidn antibacteriana del extracto Nephelium

lappaceum frente a S. aureus, E. coli, E. faecalis
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Anexo N°9 Resultados de la accion antibacteriana del extracto Physalis peruviana

frente a S. aureus, E. coli, E. faecalis
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