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RESUMEN

Siendo la resistencia bacteriana a los antibiéticos un problema de salud publica en aumento
a nivel mundial, el objetivo de este proyecto fue determinar la actividad bioldgica de los
extractos acuosos obtenidos a partir de las semillas del Taxo (Passiflora tripartita) y
Achotillo (Nephelium lappaceum). Los extractos acuosos se obtuvieron a través de
disrupcion mecénica utilizando 15mL de solucion salina fisioldgica estéril, La actividad
bioldgica de los extractos acuosos se realizé determinando su capacidad de aglutinar de
eritrocitos en suspension de los grupos sanguineos humanos A, B, y O, la actividad
anticoagulante se determino evaluando la actividad de los extractos sobre las proteinas
plasmaéticas de la coagulacion en un plasma pobre en plaquetas medida mediante el TP y
TTPa, la actividad antibacteriana de los extractos se determind mediante la inhibicion del
crecimiento de cepas bacterianas ATCC. La actividad citotoxica se evalu6 determinando
la dosis letal 50 de los extractos sobre nauplios de Artemia salina. Los resultados revelaron
que el extracto de Taxo posee la capacidad para aglutinar los eritrocitos humanos no
selectivamente. Los extractos del Achotillo y el Taxo mostraron tener accion
anticoagulante alargando el TP y el TTPa. También poseen actividad antibacteriana sobre
la cepa de Staphylococcus aureus, mientras que solo el extracto de Taxo presento actividad
contra la cepa de Proteus mirabilis. En cuanto a la actividad citotoxica ambos extractos
resultaron ser no toxicos. Se puede concluir indicando que las semillas de Taxo y Achotillo
poseen: actividad hemoaglutinante, anticoagulante, antibacteriana y no presentan

citotoxicidad.

Palabras clave: lectinas, “actividad biologica”, “hemoaglutinina”, antibacterianos,

anticoagulantes.



ABSTRACT

Bacterial resistance to antibiotics being an increasing public health problem worldwide, the
aim of this project was to determine the biological activity of aqueous extracts obtained from
the seeds of Taxo (Passiflora fripariita) and Acheotillo (Nephelium lappaceum). The aquecus
extracts were obtained by mechanical disruption wsing 153ml of sterile physiological saline.
The biclogical activity of the aquecus extracts was determined by determining their ability
to agglutinate suspended erythrocytes of human blood groups A, B, and O, the anticoagulant
activity was determined by assessing the activity of the extracts on plasma coaguplation
proteins in platelet-poor plasma measured by TP and TTPa, the antibacterial activity of the
extracts was determined by inhibiting the growth of ATCC bacterial strains. Cytotoxic
activity was assessed by determining the lethal dose fifiy of the extracts on Arfemia salina
nauplii. The results revealed that the Taxo extract possesses the ability to agglutinate human
erythrocytes non-selectively. Achotillo and Taxo extracts were shown to have anticoagulant
action by lengtheming TP and TTPa. They also possess antibacterial activity on
Staphvlococcus aureus strain, while only Taxo extract showed activify against FProfeus
mirabilis strain. In terms of cytotoxic activity, both extracts were found to be non-toxic. I
can be concluded that the seeds of Taxo and Achotille possess: haemagglutinating,

anticoagulant, antibacterial activity, and no cytotoxicity.

Keywords: lectins, "biclogical activity”, "haemagglutinin”, antibacterial, anticoagulant.

Reviewed by:
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CAPITULO |
1.1. INTRODUCCION

Medicina es la ciencia encargada del estudio del cuerpo humano; de las enfermedades y de
como estas afectan a nuestro organismo. Esta ciencia tiene multiples ramas entre las cuales
encontramos la farmacologia, especialidad encargada de la produccién de medicamentos
para el tratamiento de multiples patologias; y con la fitoquimica, disciplina encargada de la
busqueda de sustancias vegetales con actividad bioldgica contra agentes patdgenos

bacterianos, parasitarios, fungicos y virales (1).

Actualmente se ha evidenciado un incremento a la exposicion de agentes patdgenos debido
a la mayor densidad poblacional, la falta de saneamiento y el desconocimiento de la
poblacion, esto sumado al mal uso de antibidticos y al control inadecuado de infecciones,
han dado como resultado la resistencia de los microbios a estos medicamentos. La
Organizacion mundial de la salud (OMS) ha sefialado que la resistencia a los antibioticos

como una de las 10 principales amenazas de salud publica a nivel mundial (1).

Las infecciones causadas por microorganismos presentan una morbimortalidad
extremadamente alta, la dificultad de su tratamiento es producto de la resistencia
produciendo estancias hospitalarias mas largas y la necesidad de medicamentos mas caros,
ademas de posibles secuelas permanentes en la salud de los pacientes y el riesgo inminente
a reinfecciones con peores prondsticos (2). Esta situacion ha obligado a la medicina
convencional a renovar y buscar formas alternativas de tratamiento en contra de multiples

agentes patdgenos (2).

En mayo del afio 2015, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se establecio adoptar
el Plan de Accion Global contra la Resistencia a los Antimicrobianos (RAM) por parte de
los Estados Miembros de la OMS, en donde los mismos se comprometieron a elaborar e
implementar el Plan de accion para la RAM. Al momento, 7 paises de Latinoamérica ya han
oficializado este documento. El Ecuador cuenta con el Plan Nacional para la prevencion y
control de la RAM 2019-2023 (3).

En Ecuador el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) en el afio 2017

-14 -



reportan porcentajes alarmantes de resistencia para Escherichia coli en infecciones de las
vias urinarias, resistencia a ampicilina entre 70.4 y 87.2 %, ampicilina-sulbactam entre 37.8
y 53.6 %, trimetoprim-sulfametoxazol entre 52.7 y 70.8 %, ciprofloxacina entre 45.5y 79.1
% (4).

Otro estudio realizado por Gauds en 2018, obtuvo resultados donde se evidencia que, de 235
aislamientos de heridas infectadas en &reas rurales del Ecuador, 92% de los casos
correspondieron Staphylococcus aureus de los cuales el 44.7 % eran oxacilino-resistentes
(MRSA) (5).

Para el afio 2019 se comenzd con el Plan Nacional para la prevencién y control de la
resistencia antimicrobiana como medida para tratar una futura crisis sanitaria. Con el
objetivo de mejorar la concienciacion y la compresién respecto a la resistencia a los
antimicrobianos; Reforzar los conocimientos a través de la vigilancia y la investigacion

enfocado en acciones para combatir la resistencia a los antimicrobianos (6).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun la OMS la resistencia a los antimicrobianos (antibioticos, antimicoticos,
antiparasitarios y antivirales) es un fenémeno que aparece de forma natural con el tiempo,
generalmente por modificaciones genéticas. Los organismos resistentes a los
antimicrobianos estan presentes en las personas, los animales, los alimentos, las plantas y el
medio ambiente (agua, suelo y aire). Pueden propagarse de una persona a otra o entre las

personas y los animales, en particular a partir de alimentos de origen animal (1)

Este problema en la actualidad es de repercusiones globales, que puede poner en riesgo al
sistema de salud como hoy lo conocemos, es cada vez es mas frecuente y se da por el mal
uso de los antimicrobianos, la automedicacion y la falta de seguimiento a los esquemas de
tratamiento. Se ha observado que los antibiéticos, que en su momento eran efectivos contra
determinadas infecciones, en la actualidad ya no tienen el mismo efecto. Ahora hay que
incrementar la dosis de los antibi6ticos para que ejerzan la misma accidn que antes requerian
de dosis mas pequefias afios atrds. Tal es el caso que, en pandemia, la tasa de uso de
antibioticos en la atencion hospitalaria incremento en un 94% y 100% e inclusive, optando

por el uso de antibidticos de amplio espectro. Esta probleméatica ha dado como resultado a
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una limitada gama de medicamentos con los que se puede realizar un tratamiento efectivo
para erradicar la infeccion aguda. Existe evidencia en la literatura en la que nos manifiesta

que la RAM es la causa de 700.000 muertes cada afio (7).

En zonas endémicas como en el tropico y subtropico, la aparicién de parasitos
farmacorresistentes son una amenaza para el control de la malaria, provocando un aumento
de la morbilidad y mortalidad por paludismo, siendo esta una de las enfermedades mas
frecuentes en la costa ecuatoriana (8). Por otra parte, la resistencia a los antivirales es motivo
creciente de preocupacion en los pacientes con inmunodepresion, en los que la reproduccion
virica continua y la exposicion en un largo periodo de tiempo a farmacos conducen a la
creacion de cepas resistentes, por lo que hoy dia se ha detectado resistencia a la mayoria de

los medicamentos antivirales incluidos los antirretroviricos (9).

En un exhorto de la Organizacion Mundial de la Salud ha solicitado realizar proyectos de
investigacion en el area de los productos naturales en la busqueda de metabolitos secundarios
que permitan resolver este creciente problema de salud publica a nivel mundial (9), por lo
tanto, cabe preguntar ¢Tendrdn actividad biologica hemoaglutinante, anticoagulante,

antimicrobiana y citotdxica las semillas de Achotillo y Taxo?

-16-



JUSTIFICACION

La resistencia antimicrobiana es una realidad que se va observando en todo el mundo
moderno, muchos paises han expresado una creciente preocupacion por el problema de la
resistencia a los antimicrobianos, y algunos han elaborado planes nacionales de accion para
hacerle frente, puesto que esta problematica tiene su costo en dinero, medios de subsistencia
y vidas humanas, y pone en peligro la eficacia de los programas de atencion de la salud (10).
En cuanto a Ecuador hasta el afio 2019 no contaba con datos de consumo de antibidticos
usados en enfermedades infecciosas en el &mbito de la salud humana y animal; sin embargo
se evidenciaba un incremento significativo en la resistencia a medicamentos en ambito
hospitalario, por tal motivo se implementd el plan nacional de prevencién de control de
resistencia antimicrobiana con un enfoque netamente preventivo (6). No obstante, existen
esfuerzos internacionales para el desarrollo de nuevos tratamientos, como alternativas
farmacoldgicas.

Un estudio etnobotanico se demostré que la medicina ancestral arraigada en las comunidades
de la Provincia de Chimborazo utiliza especies de genero Passiflora como ansiolitico y
sedante para conciliar el suefio, los autores recomendaron realizar otros estudios que
permitan establecer otros usos medicinales para las especies de este género (11). Asi mismo,
en otro estudio se reporto el uso del Achotillo o Rambutan como hipoglucemiante para el
tratamiento alternativo de la diabetes tipo Il, de uso frecuente en pacientes diabéticos en el

distrito San Martin de Porres en Peru (12).

La actividad antibacteriana y antifingica son las méas evaluadas, sin embargo, la actividad
hemoaglutinante también se evalla ya que permite la deteccion de las lectinas en los
extractos, realizada la revision de la literatura cientifica en este campo, existe escasa
informacion, en cuanto a la actividad anticoagulante de estos compuestos fitoquimicos, su

estudio es de gran importancia por su potencial uso como agentes terapéuticos.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. General
Determinar la actividad biologica de los extractos acuosos obtenidos a partir de las semillas

del Taxo (Passiflora tripartita) y Achotillo (Nephelium lappaceum).

1.2.2. Especificos
e Obtener los metabolitos secundarios mediante extractos acuosos de las semillas Taxo

(Passiflora tripartita) y Achotillo (Nephelium lappaceum).

e Determinar la actividad hemoaglutinante del Taxo y Achotillo.

e Determinar la actividad anticoagulante del Taxo y Achotillo.

e Determinar la actividad antimicrobiana del Taxo y Achotillo de sus fitoquimicos frente a
bacterias Gram positivas y negativas.

e Demostrar la actividad citotdxica de los extractos acuosos determinando la dosis letal 50

sobre nauplios de Artemia salina.
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CAPITULO I

2.1. MARCO TEORICO
Antecedentes Investigativos

La actividad biologica o también conocida como actividad farmacoldgica, es el efecto que
tiene un determinado compuesto sobre las células. La identificacion de las propiedades
bioldgicas y el estudio de la toxicidad de multiples compuestos son fundamentales para el
descubrimiento de nuevos farmacos (13).

En este contexto se ha identificado que multiples frutas, verduras, plantas y hongos que se
consumen ampliamente en la dieta humana presentan cierto grado de actividad bioldgica. En
la industria farmacéutica las plantas son la materia prima mas importante para la obtencion
de drogas, existen farmacos aplicables para el tratamiento de infecciones bacterianas,

fangicas y enfermedades crénico-degenerativas (14)

La naturaleza nos proporciona una gran cantidad de especies vegetales frutales con
interesantes propiedades bioldgicas, las cuales son una fuente importante de nuevas
moléculas bioactivas, que pueden reemplazar a los quimicos sintéticos, ya que son amigables

con el medio ambiente y son menos toxicos (15).

En la actualidad la obtencién de fitoquimicos representa para la industria farmacéutica una
fuente de nuevas moléculas con efectos farmacoldgicos deseados, y un minimo de efectos
secundarios, se basa en la extraccion de componentes biologicamente activos presentes en
los tejidos de plantas; estos aspectos permiten satisfacer las necesidades crecientes del uso
de antimicrobianos a base de productos naturales como es el caso de los fitoquimicos (16),
la diversidad botanica en Ecuador ha permitido realizar estudios en cuanto a actividad
bioldgica antimicrobiana o citotoxica de metabolitos secundarios que podrian actuar como
fitofarmacos ante factores patdgenos como hongos, bacterias y paréasitos, tal es el caso de la
Lippia citriodora K que ha sido reportada por poseer fitoquimicos que podrian ser muy Utiles
en el tratamiento de las infecciones microbianas que en la actualidad estan apareciendo con

resistencia al tratamiento (16).

La medicina ancestral aprendida, heredada y practicada mediante la conexion humana con

nuestra Madre Naturaleza, con nuestras divinidades y nuestros ancestros, se trasmite de
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manera practica y oral con aportes, cambios e innovaciones a través de los tiempos. Por ello
la medicina de los pueblos indigenas ecuatorianos es ancestral por sus origenes y tradicional
por la forma como la hemos mantenido y trasmitido. Nuestra medicina es ancestral porque
es revelada y ensefiada por la Madre Naturaleza a quienes logramos atravesar la iniciacion,

consiguiendo nuestra conexion espiritual con nuestra sagrada naturaleza (17).

Desde 1492, los hermanos europeos que llegaron a nuestras tierras, nos han llamado con
diferentes nombres y denominaciones peyorativas: brujos y brujas, shamanes y shamanas,
curanderos y curanderas, sanadores y sanadoras, empiricos y empiricas. En Ecuador la
Constitucion protege las practicas de medicina tradicional y la Ley de Organica de Salud, en
los articulos 189 y 190, estipula el respeto y divulgacion de la medicina tradicional ancestral
(18).

Actividades bioldgicas

Fitoquimicos con accion antibacteriana

Un estudio en Colombia en el afio 2017 evidencio que la planta de Solanum dolichosepalum
Bitter (Frutillo) evidencio su efecto antibacteriano, frente a cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. En donde mediante un extracto etandlico obtenido de los frutos
secos de esta planta, revelaron la presencia de alcaloides, esteroides y/o triterpenoides libres,

taninos, saponinas, flavonoides y glucoésidos cardiotonicos (19).

En un estudio realizado en plantas medicinales de la amazonia ecuatoriana (21), estas son:
Desmodium molliculum, Lomatia ligularis, Malva silvestris, Passiflora ligularis, Sambucus
peruvianus y Urtica dioica, se encontraron metabolitos antibacterianos contra Escherichia
coli y Pseudomona aeruginosa, siendo estas responsables de infecciones urinarias y
puerperales; el tamizaje revel6 presencia fitoquimicos, entre ellos: antocianinas, esteroides,
flavonoides y taninos, en la mayoria de las plantas; los extractos alcoholicos de Lomatia
ligularis y Sambucus peruvianus mostraron cierto efecto antibacterial sobre Pseudomona
aeruginosa, pero la inhibicion del crecimiento de Escherichia coli fue mayor con los

extractos alcohélicos de Desmodium molliculum y Passiflora ligularis (20).

En Ecuador en el afio 2017 Chavez realiz6 un estudio de la actividad antibacteriana de las
hojas frescas del extracto metandlico al 60% del chiriyuyo (Kalanchoe pinnata); en muestras
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de agua cruda de los rios Misahualli y Napo. El estudio de la actividad antibacteriana del
extracto se realiz6 empleando siete bacterias: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacilus
cereus, Bacilus subtilis, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Serratia marcescens ATCC 13880 y Salmonella enteritidis ATCC 13076;
obteniendo resultados positivos con el extracto liofilizado contra las bacterias: S. aureus, B.
cereus y B. subtilis. Con el extracto no liofilizado solo se obtuvo inhibicion bacteriana en E.
coli. Concluyendo que el extracto metanolico tiene actividad antibacteriana por cuanto
permitié una importante disminucion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de 20
y 12 UFC, en el agua de los rios analizados (21).

En las plantas de la sierra ecuatoriana se han realizado estudios de fitoquimicos con actividad
bioldgica, entre ellos se cita un estudio fitoquimico de extractos etanélicos de hojas y ramas
de Hedyosmum sp, recogidas en el bosque natural de Jacardn, Provincia de Chimborazo,
reportando los autores el aislamiento de metabolitos secundarios (fitoquimicos) con

actividad antibacteriana contra cepas ATCC Gramnegativas (22).

Fitoquimicos con accion antimicotica

En un estudio del extracto de hojas de Syzygium cumini se identificaron catorce compuestos
diferentes que mostraron actividad antifangica (CMI entre 31.25-125 pg/mL) con efecto
fungistatico sobre especies del género Candida, lo que demostré un potencial antifingico
prometedor, con baja toxicidad lo que indica que este extracto puede ser un agente

antifngico alternativo seguro y eficaz (23).

Fitoguimicos con accion antiparasitaria

Se ha demostrado que la planta Mammea americana se utiliza ampliamente en la curacion
de diversas enfermedades debido a su efecto antiparasitario e insecticida. Por otra parte, se
ha confirmado el efecto de la fruta para tratar la anemia, mientras que la resinay la decoccion
de la corteza se emplean contra los parasitos, infecciones micéticas y eczemas. Su accion
antibacteriana no ha sido validada experimentalmente, ni se disponen reportes hasta el
momento (24).

El Chenopodium ambrosioides, planta que pertenece a la familia Chenopodiaceae y que
comprende 120 especies; conocida por su nombre comin como paico, hierba de los jesuitas,
hierva buena entre otros, crece de manera cultivada y silvestre en las chacras. Es utilizado

tradicionalmente por comunidades aborigenes de América Latina y del Caribe como planta
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medicinal; principalmente como antiespasmaddico carminativo y antihelmintica frente a la
especie Ancylostoma duodenale, Necator americanus, Trichuris trichiura y Ascaris
lumbricoides (25).

Fitoquimicos con accion anticoagulante

La semilla calabaza (Cucurbita moschata Duchesne) se usa como material vegetal natural o
inclusive en tabletas o capsulas como medicamento herbario, se considera que actda por su
efecto inhibidor de la 5-lipoxigenasa o la ciclooxigenasa en la hipertrofia benigna de préstata

y como antiagregante plaguetario (26).

En 1999 se dio comienzo a un nuevo proyecto con la intencion de cambiar el esquema
tradicional en cascada de la coagulacion. Los doctores Hoffman, Monrroe, Walsh y Mann
hasta 2003, son los responsables de la propuesta del enfoque de la hemostasia desde el punto
de vista celular. Este modelo realza la importancia de los receptores especificos activados
por proteasas, el factor tisular y la trombina, y la interaccion de los mismos. La secuencia de
procesos renueva la informacién y transforma el proceso en fases o estados que inician,

amplifican, propagan y terminan, para asi poder mantener la fluidez sanguinea (28).

El factor tisular (FT) comienza el proceso cuando es liberado de una célula proveedora y se
une al factor VII activado (FVI1la) circulante, dando como resultado la activacion del factor
IX (FIX) y el factor X (FX), lo cual genera poca cantidad de trombina. Esta a su vez sirve
para que, en el proceso de activacidn de plaguetas, se expresen los receptores glicoproteicos
transmembrana que permiten la activacion de los cofactores V (FV) y VIII (FVIII) para
generar mas trombina amplificando asi la informacion. Las proteinas coagulantes FV 'y FVI1I
circulan en la sangre como pro-cofactores inactivos de alto peso molecular. Ellos se
convierten a sus formas activas en presencia de trombina (Flla) o FX. Tanto el FvVa como el
FIBA, se unen a fosfatidil serinas de membranas celulares y forman complejos con el FIXa
y FXa. Cuando se produce mayor cantidad de trombina y hay gran saturacion en el torrente
circulatorio, se activa el proceso de retroalimentacion que permite que el factor XI (FXI)
ocasione una formacién masiva y adicional de trombina que propaga la informacion,
llegando a la formacidn de mallas de fibrina que atrapan células en su interior y forman un

trombo permanente, logrando el tapon hemostatico (27).
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Actividad Citotoxica

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares basicas que
conlleva a un dafio que puede ser detectado. En la actualidad, la toxicologia tiene una enorme
trascendencia social debido a sustancias quimicas comercializadas y su posible impacto en
la salud puablica, esto ha conducido al desarrollo de estrategias de evaluacion con fines

normativos (28).

La Artemia es uno de los organismos mas estudiados, poseen cuerpo segmentado, recubierto
de una cuticula fina de quitina la que se renueva periédicamente permitiendo el crecimiento.
Presentan apéndices toraxicos en forma de hoja denominados felpudos o toracopodos con
funciones locomotora, respiratoria y filtradora es utilizada, desde naupliar hasta adulto,
siendo el micro crustaceo vivo més empleado para la alimentacién de especies en cultivo
ademas de fines investigativos debido a su facilidad de reproduccion y a su costo. Su uso
como especie de estudio en alimentacion, reproduccion y toxicidad en medios marinos e
hipersalinos, se debe a que presenta caracteristicas muy peculiares que le permiten adaptarse
a las condiciones de laboratorio, ciclo de vida muy corto, tamafio pequefio, siendo de fécil
manejo para obtener nauplios a partir de la eclosion de quistes (29). En el estudio de Avalos
y colaboradores, (2014), se demostré que los extractos etanodlicos de Azadirachta indica
(Neem) mostraron actividad toxica y citotdxica, siendo el extracto etanolico de semilla de
Neem el que presentdé mayor actividad toxica conuna DL50 de 476 nug/mL sobre los nauplios

de A. salina (30).

El Achotillo
El Achotillo, rambutan o Nephelium lappaceum es un fruto perteneciente a la familia de las

Sapindaceae originario de Malase Indonesia, fue introducido al Ecuador con propdsitos
alimenticios (31). Se ha demostrado que tienen importantes actividades bioldgicas que
benefician a la salud humana, tales como antioxidante, antibacterial, antidiabética, anti-
inflamatoria, antiproliferativa y antiviral (32) .
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llustracion 1.Achotillo.

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 1.Clasificacion taxonémica del achotillo.

DIVISION Magnoliophyta

CLASE Magnoliophyta

SUBCLASE Magnoliopsida

ORDEN Sapindales
FAMILIA Sapindaceae
GENERO Nephelium
ESPECIE Lappaceum
NOMBRE Achotillo
VULGAR

Fuente: Ariasy Calvo, 2014 (33).

Actividad Bioldgica del Achotillo

Naspud en 2020 determiné que el extracto acuoso obtenido de las semillas Nephelium
lappaceum present6 efecto hemoaglutinante frente a los tres grupos sanguineos humanos.
En cuanto a la accién anticoagulante el extracto de Nephelium lappaceum mostré una

prolongacién significativa del TTPa (34).

El Taxo
El Taxo, Passiflora tarminiana y Passiflora tripartita var. mollissima es una fruta conocida
y apreciada en Ecuador, sin embargo, el desconocimiento de sus usos es ignorado. Es nativa
de América, desde México hasta Peru. Tiene propiedades comprobadas cientificamente, los
extractos del género Passiflora tienen efectos depresores sobre el sistema nervioso central y
actGan como sedantes, tranquilizantes, calmantes y contra el insomnio. En Ecuador, el Taxo
se cultiva en la serrania, especialmente en  Tungurahua, Chimborazo, Azuay, Cafar

Imbabura, Pichincha y Loja. En Pichincha su cultivo esta asociado con los arboles de capuli,
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y en Tungurahua, con los de tomate arbol. Para producirlo se seleccionan los mejores frutos,
de los mismos, se extraen las semillas y se las deja secar bajo sombra. Se planta en semilleros
y luego se trasplanta al sitio definitivo. El cultivo se confecciona sobre espalderas (sistema

de soporte para la planta) dado que es un arbusto trepador (35).

Sobre sus acciones farmacologicas la literatura etnobotanica también nos manifiesta que la
planta Passiflora contiene una diversidad de compuestos, incluyendo alcaloides, fenoles,
flavonoides, glicésidos cianogénicos y derivados. En el extracto de la hoja de especies de
Passiflora se ha verificado que tiene actividad sedante y ansiolitico, asi también se puede
utilizar para patologias como diabetes, hipertension, como anti-inflamatorio, antioxidante,
antibacteriano y antifungicos (35). Para aseverar sus distintos usos, un estudio realizado por
Nicolls et al. ha informado el aislamiento de un compuesto antibacteriano y antimicético
Ilamado Passicol de Passiflora edulis (36).

llustracion 2.Taxo.

S - : .
» -
2 . >
5

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 2.Clasificacion taxondmica del Taxo.

REINO Plantae
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Malpighiales
FAMILIA Passifloraceae
GENERO Passiflora
ESPECIE Passiflora tripartita (Juss.) Poir. 1811
SUBESPECIES Passiflora tripartita var. azuayensis
Passiflora tripartita var. mollissima
Passiflora tripartita var. tripartita
NOMBRE Taxo o Curuba
VULGAR

Fuente: Elaboracion propia.
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Actividad Bioldgica del Taxo

En 2016 Lema Fernandez cuantifico de flavonoides y fenoles en extractos de hojas y flores
de Passiflora tripartita (Taxo) presentando buena capacidad antioxidante (37)

En 2022 en un estudio realizado con frutas andinas se determiné que el efecto anticoagulante
fue evidenciado en el extracto acuoso de las semillas de Passiflora tripartita var. mollissima,
que inhibi6é en su totalidad de las proteinas de la coagulacion de las vias intrinseca y

extrinseca (38).

Las Lectinas
A finales del siglo X1X mediante la evaluacion de semillas de plantas en la busqueda de

toxinas cuando Dixon logro aislar una a partir de Ricinus communis en 1887 (39), que en
1888 Stillmark denomino Ricina y demostrd que poseia la propiedad de aglutinar eritrocitos
animales en diferentes grados (40). Para identificar a este metabolito secundario Boyd y
Shapleigh (41) en 1954 introdujeron el término Lectina para identificar un grupo de proteinas
muy particular, que estdn ampliamente distribuidas en todos los organismos vivos y que no
son el resultado de ningun estimulo antigénico. Sin embargo, estas proteinas ejercen su
actividad bioldgica uniéndose especificamente a azlcares terminales presentes en las
membranas de las células, en un proceso que podria ser analogo a las propiedades que poseen

los anticuerpos.

Otras toxinas aisladas como la Crotina, obtenida de las semillas de la planta Croton tiglium
(40), la Abrina, obtenida de las semillas de la planta Abrus precatorious y la Robina,
obtenida de la corteza de la planta Robina pseudoacacia, mostraron también tener actividad
aglutinante sobre eritrocitos animales, y fue demostrado que la Ricina ademas era capaz de
aglutinar células epiteliales, hepaticas y leucocitos (42), el interés y el conocimiento acerca
de las lectinas fue creciendo rapidamente hasta la actualidad y cada vez mas investigadores

desarrollaron y desarrollan sus proyectos en este campo.

La presencia de las lectinas ha sido reportada en plantas, animales vertebrados e
invertebrados, bacterias y virus. Han sido caracterizadas como proteinas oligoméricas
compuestas por subunidades que poseen una amplia variacion en cuanto a: peso molecular,

composicion de aminoacidos, requerimiento de cationes y estructura tridimensional, ademas,
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usualmente son glicoproteinas con un contenido variable de carbohidratos (43).

Casi inmediatamente después de su descubrimiento se encontré que la lectinas tenian
propiedades que las hacen herramientas bioquimicas y biomédicas potencialmente

poderosas, las lectinas han sido utilizadas:

« Como reactivos para la tipificacion sanguinea.

- Para aislar y para llevar a cabo estudios estructurales de las glicoproteinas.
« Para estudiar membranas celulares y subcelulares.

« Para separar células.

» Para identificar microorganismos.

« Para el envio de drogas a los sitios donde son requeridas.

« Como agentes para el diagndstico.

A principios del siglo XX, Karl Landsteiner, uno de los grandes cientificos del periodo
clasico de la inmunologia, realizé el descubrimiento del grupo sanguineo humano ABO (44)
y luego trabajando con Raubitschek (45) en 1907 reportaron la existencia de aglutininas no
toxicas presentes en las semillas comestibles de las plantas de la familia Fabaceae,
especificamente en las especies: Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Lens culinaris y Vicia
sativa, identificAndolas como proteinas solubles en agua, no dialisables, insolubles en
alcohol, termolabiles y precipitables utilizando electrolitos. También demostraron que la
reaccién de union entre las lectinas vegetales y los eritrocitos podia revertirse incubando a
los eritrocitos aglutinados a 50 °C. Las lectinas se han convertido en una herramienta
ampliamente utilizada para distinguir y clasificar a los eritrocitos de diferentes grupos
sanguineos y existen varias lectinas especificas bien conocidas que discriminan entre grupos
sanguineos tipo A, B, O (H), N, y T, que han sido utilizadas en los bancos de sangre como

ayuda para la tipificacion sanguinea (38).

También han sido usadas para identificar microorganismos que pueden ser aglutinados por
una lectina especifica unido a un ensayo enzima-lectinosorbente (ELLA) disefiado y
reportado por Yajko et al. (46) en 1984 que permitid la correcta identificacion de las
especies: Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis, N. lactamica y Branhamella catarrhalis,

dando inicio asi a proyectos de investigacion en este campo.
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Entre las aplicaciones de las lectinas se menciona que las obtenidas a partir de las plantas:
Canavalia ensiformis (Concanavalina Ay succinil concanavalina A), Lens culinaris (lectina
de la lenteja), Triticum vulgare (aglutinina del germen del trigo) y las Fitohemagulitininas-
P (presentes en las legumbres) fueron capaces de inhibir in vitro al Virus de la
Inmunodeficiencia Humana tipo | (HIV-1) uniéndose a la glicoproteina 120 (gp 120) de la
envoltura del virus, que es el sitio del virus para unirse a los linfocitos T4 CD4+, esto impide
la exposicion de otra glicoproteina de membrana, gp 41, que participa en la fusion de las
membranas viral y celular evitando la entrada del virus al linfocito y con ello su

multiplicacion (47).

Por otra parte, se ha logrado demostrar que pueden ser utilizadas como vehiculos
transportadores de farmacos a tejidos en donde la permanencia del medicamento se ve
limitada por los fluidos que se producen en ellos, asi Nicholls et al. en 1996 (48), estudiaron
“in vitro” la union de 36 lectinas a la cornea y al epitelio conjuntival de ratas, demostrando
que las lectinas obtenidas de la papa, Solanum tuberosum y del caracol comestible, Helix
pomatia se unieron a los tejidos oculares en segundos después de la aplicacion. Las pruebas
“in vivo” mostraron que la lectina de Solanum tuberosum se unid a los tejidos y se mantuvo
unida por 180 minutos después de su inoculacién y no fue observada ninguna evidencia de
inflamacion o degeneracion. En otro estudio realizado por Banchonglikitkul et al. en el afio
2000, igualmente demostrd que las lectinas obtenidas de las habichuelas brasilefias de
especies de los géneros Canavalia, Dioclea y Cratylia se unieron a los tejidos de boca,
mucosa sublingual, cornea y conjuntiva de ratas, los resultados mostraron que todas la
lectinas estudiadas se unen a las superficies de las mucosas de los tejidos utilizados sin
evidencia de dafio lo que sugiere que estas lectinas tiene un alto potencial para el transporte,
envio y permanencia de drogas en los tejidos aumentando asi su eficacia en el sitio en donde

son requeridas (49).
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CAPITULO I

3.1. METODOLOGIA

3.1.1. Tipo de estudio
Este proyecto de investigacion fue de tipo exploratorio, descriptivo, cuasiexperimental,

transversal y prospectivo.

3.1.2. Poblacién
Estuvo integrada por las frutas inventariadas y comercializadas en los mercados del canton

Riobamba, Provincia de Chimborazo, Ecuador.

3.1.3. Muestra
Se escogieron dos frutas con semillas, una de ellas andina y autéctona (Taxo), la otra

introducida (Achotillo) que poseen propiedades medicinales y que han sido usadas por la

medicina ancestral para tratar y prevenir enfermedades.

3.1.4. Variables de estudio
En este estudio se utilizd el siguiente sistema de variables: Dependiente, actividad

hemoaglutinante, anticoagulante, antibacteriana y citotdxica; Independiente, lectinas

presentes en las semillas de las frutas.

3.1.5. Operacionalizacion de las variables:

Variables Tipo Escala Definicién operacional Indicadores
Formacién de un complejo de | Aglutina
Actividad Cualitativa unién entre lectina'y
. . Controlada L .
Hemoaglutinante nominal monosacaridos de membrana | No aglutina
que aglutina a los eritrocitos
Inhibicién de la actividad de Medir TP
Actividad Cuantitativa las proteinas de lacoagulacién
: . Controlada i . .
Anticoagulante continua medida por el alargamiento Medir TTPa
del TPy TTPa
.. - Inhibicidén del crecimiento Sensibilidad
Actividad Cuantitativa | ' 12da | bacteriano en medios de
Cualitativa L .
. Accion de letalidad sobre
- nominal . . ) Letal
Actividad nauplios de Artemia salina
Citotdxica Controlada or accién de un principio
Cuantitativa P L P P No letal
. activo citotdxico
Continua

3.1.6. Método de estudio
El método de estudio fue empirico, definido por Babbie (2016) como “el enfoque de
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investigacion que se basa en la observacion y recopilacion de datos concretos y verificables
para obtener conclusiones o conocimientos” (50). Mediante esto se observo y midié la
actividad de hemoaglutinacion sobre los eritrocitos, la actividad anticoagulante sobre las
proteinas de la coagulacion sanguinea; se determind la actividad antibacteriana sobre
bacterias ATCC gram positivas y negativas y finalmente se determind la letalidad por

citotoxicidad sobre nauplios de Artemia salina.

3.1.7. Técnicas y procedimientos

- Se adquirieron, identificaron taxonomicamente y procesaron las frutas seleccionadas para
la obtencion de las semillas de Taxo (Passiflora tripartita) y Achotillo, (Nephelium
lappaceum).

- Se obtuvieron las lectinas a partir de extractos acuosos de las semillas de las frutas
seleccionadas por disrupcion mecanica en licuadora convencional con 15 mL de Solucion
Salina Fisioldgica estéril, el licuado se coloc6 en envases de plastico con tapa a temperatura
ambiente para producir la infusion en frio por 24 horas, posteriormente se filtr6 a través de
un tejido de nylon fino y obtener el extracto acuoso, con la utilizacion de la centrifuga
convencional se centrifugo el extracto acuoso a 5.000 r.p.m. durante 10 minutos, con el
objetivo de eliminar particulas microscopicas, el sobrenadante se recolect6 en tubos plasticos

conicos y se congel6 a-20°C hasta la evaluacion de la actividad bioldgica (51).

- Previo consentimiento informado se obtuvo 5 mL de sangre de cada uno de los voluntarios
pertenecientes a los grupos sanguineos A, B, y O; las muestras de sangre se diluyeron con 10 mL
de suero fisioldgico esteril en tubos conicos plasticos con tapa y se centrifugaron por 5 minutos en
una centrifuga convencional a 5000 rpm, descartando el sobrenadante de cada suspension,
repitiendo este procedimiento tres veces. Una suspension al 5% de cada grupo sanguineo se
prepard diluyendo 1 mL de cada paquete de eritrocitos lavados con 19 mL de suero

fisiologico esteril.

- Para la determinacion de la actividad citotoxica se prepard agua de mar artificial diluyendo
en un 1 litro de agua destilada 30 g de cloruro de sodio (3%) agregando 2 g de bicarbonato
de sodio (0.2%) para ajustar el pH a 8, lo cual fue medido mediante tiras reactivas de pH.

- Para la obtencion de los nauplios de Artemia salina se afiadié a 500 mL de agua de mar
artificial 100 mg de quistes (MacKay Marine Artemia Cysts) en un vaso de precipitado, la
mezcla se incubd a 37°C en una estufa de cultivo microbiol6gico en oscuridad y con

suministro permanente de aire a través de una bomba convencional para acuarios por 48 h.
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Estudio de la actividad bioldgica de las lectinas

- La actividad hemoaglutinante: Para evaluar la actividad hemoaglutinante se mezclaron
0.1mL de cada suspension eritrocitaria preparada al 5% mas 0.1mL de cada extracto los
extractos acuosos de las semillas de frutas en tubos de ensayo de vidrio limpios y secos,
luego de una agitacion suave, se dejaron reposar a temperatura ambiente por 30 minutos;
luego de ese periodo, fueron centrifugados a 5.000 r.p.m y el grado de aglutinacion fue
registrado de acuerdo con el siguiente esquema propuesto por Boorman en 1977 (52): 4+
muy fuerte aglutinacion, 3+ fuerte aglutinacion, 2+ moderada aglutinacion, 1+ débil

aglutinacion, ¥+ muy débil aglutinacion y 0+ no aglutinacion.

- La actividad anticoagulante: Esta actividad se evidencio6 utilizando un pool de plasmas
pobre en plaquetas, el cual se prepar6 mezclando plasmas de donantes que se obtuvieron en
tubos venoject® con citrato de sodio al 3,8%, de estos donantes se obtuvo el consentimiento
informado, los tubos fueron centrifugados a 2.500 r.p.m., la actividad de los fitoquimicos
presentes en los extractos se demostré mediante la prolongacion del Tiempo de Protrombina

y/o del Tiempo de Tromboplastina Parcial activado.

Estimacion del Tiempo de Protrombina (TP) del Pool de Plasma Citratado: Siguiendo las
instrucciones del fabricante del reactivo (Pacific Hemostasis®) se precalentd en un tubo de
ensayo a 37°C en bafio de maria seco 1 mL del reactivo tromboplastina D por 3 minutos, de
igual manera se precalent6 0,1 mL del pool de plasma citratado por 1 minuto, transcurrido
el tiempo se le agregd 0,2 mL de tromboplastina D precalentada y se activd el cronémetro
comenzando a realizar la lectura a partir de los 6 segundos, al aparecer las primeras mallas
de fibrina se detuvo el crondmetro y se registro el tiempo, la evaluacién del pool de plasmas

citratados se realizo por triplicado.

Estimacion del TP del Plasma Citratado + el extracto acuoso de las semillas de frutas
seleccionadas: Siguiendo el procedimiento ya mencionado en el parrafo anterior, se evalud
la actividad anticoagulante de los extractos acuosos obtenidos de la semillas del Achotillo y
del Taxo, para ello se inicio el proceso mezclando 0,1 mL del pool de plasmas con 0,1 mL

de suero fisiolégico estéril con la finalidad de corregir el efecto dilucién, luego a 0,1 mL de

-31-



esta mezcla se le estimé el TP, este valor de tiempo se utilizé como control de referencia,
esto se hizo para corregir el efecto dilucion. Realizado el proceso de inicio, se estimo el TP
de la mezcla de 0,1 mL de pool de plasmas con 0,1 mL de extractos acuosos de semillas, la

evaluacion de los extractos se realiz6 por triplicado (Tabla 3).

Estimacion del Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa) del Pool de Plasma
Citratado: Siguiendo las instrucciones del fabricante del reactivo (Pacific Hemostasis®) se
precalentd en un tubo de ensayo a 37°C en bafio de maria seco la mezcla de 0,1 mL del
reactivo ATTP-XL (Fosfolipidos)-acido elagico mas 0,1 mL del pool de plasmas por 3
minutos, de igual manera se precalenté 1 mL de Cloruro de Calcio (CaCl,) en solucién
(CaCl20.02 M Pacific Hemostasis®), transcurrido el tiempo de precalentamiento, se afiadid
a la mezcla 0,1 mL de CaClz, y se activé el crondmetro comenzando a realizar la lectura a
partir de los 19 segundos, al aparecer las primeras mallas de fibrina se detuvo el cronémetro

y se registré el tiempo, la evaluacion del pool de plasmas citratados se realizo por triplicado.

Estimacion del TTPa del Plasma Citratado mas el extracto acuoso de las semillas de frutas
seleccionadas: Siguiendo el procedimiento ya mencionado en el parrafo anterior, se evalué
la actividad anticoagulante de los extractos acuosos obtenidos de la semillas del Achotillo y
del Taxo, para ello se inicio el proceso mezclando 0,1 mL del pool de plasmas con 0,1 mL
de suero fisiolégico estéril con la finalidad de corregir el efecto dilucién, luego a 0,1 mL de
esta mezcla se le estimé el TTPa, este valor de tiempo se utilizé como control de referencia,
esto se hizo para corregir el efecto dilucion. Realizado el proceso de inicio, se estimé el
TTPa de la mezcla de 0,1 mL de pool de plasmas con 0,1 mL de extractos acuosos de

semillas, la evaluacion de los extractos se realiz6 por triplicado (Tabla 3).

Tabla 3.Técnica para evaluar la actividad anticoagulante de los fitoquimicos sobre las
proteinas de la coagulacion de la via extrinseca (TP) y la via intrinseca (TTPa).

Tiempo de Protrombina (TP) Tiempo en segundos (s)
100 pL de Plasma + 200 pL de Tromboplastina D (Pacific Hemostasis Sin dilucién para evaluar el
®) (37°C) reactivo

100 pL de Plasma + 100 pL SSF (37°C)

. . Valor de referencia control
100 pL de la mezcla anterior + 200 pL de Tromboplastina D (37°C) !

100 pL de Plasma + 100 pL del extracto de la especie vegetal (37°C)

100 pL de la mezcla anterior + 200 pL de Tromboplastina D (37°C) Valor de efecto anticoagulante

Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa) Tiempo en segundos (S)
100 pL de Plasma + 100 uL de ATTP-XL (Fosfolipidos) + &c. elagico Sin dilucion para evaluar el
(Pacific Hemostasis®) (37°C) + 100 pL de CaCl; (0,02 M) (37°C) reactivo
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100 pL de Plasma + 100 pL SSF (37°C)
Valor de referencia control
100 pL de la mezcla anterior + 200 pL de Tromboplastina D (37°C)

100 pL de Plasma + 100 L del extracto de la especie vegetal (37°C)
Valor del efecto anticoagulante

100 pL de la mezcla anterior + 200 pL de Tromboplastina D (37°C)

Fuente: Elaboracion propia.

- La actividad antimicrobiana: Esta actividad se demostro evaluando el efecto de los
extractos acuosos de las semillas de frutas, utilizando el método de difusion en agar mediante
la implementacion de la técnica de Kirby-Bauer (53), sobre las cepas bacterianas ATCC
Escherichia coli 25922, Staphylococcus aureus 25923, Enterococcus fecalis 29212, Proteus
mirabilis 25933 y Klesiella pneumoniae 70063. Un indculo de cada cepa pura cultivada en
agar nutriente se preparé diluyendo una colonia en solucion salina fisiologica estéril
ajustandolo al patron 0,5 de McFarland, de inéculo ajustado y con un hisopo de algodén
estéril impregnado se sembrd cada bacteria en placas de Petri con agar Mueller Hinton,
dejando secar a 4°C por 30 minutos, una vez secas las placas, se colocaron discos de papel
absorbente estéril a los que se les agreg6 5 puL de cada extracto acuoso, las placas se
incubaron en una estufa microbioldgica a 37°C por 24 horas, pasado este tiempo se efectud la

evaluacién de la actividad antibacteriana de las lectinas, para esta prueba se utilizaron discos de

antibidticos como control positivo y solucion salina fisiol6gica estéril como control negativo. (53).

- La actividad citotoxica: Para determinar la citotoxicidad de los extractos acuosos de las
semillas de Taxo y Achotillo se hizo mediante la utilizacion de nauplios de Artemia salina
en estadio Il o 11, para ello fue necesario preparar 1000 mL de agua de mar artificial al 3%
mezclando 30 gramos de cloruro de sodio (NaCl) pH 8 mediante la adicion de 2 g (0,2%) de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) de sodio para obtener una solucién pH 8 al 3y 0.2 %
respectivamente. 100 mg de quistes de Artemia salina (MacKay Marine Artemia Cysts) se
adicionaron a 500 mL de agua de mar artificial en un vaso de precipitado con aireacion
permanente y en oscuridad a una temperatura de 37°C por 48 horas. Para la evaluacion de
esta actividad se realiz6 una dilucion de los extractos acuosos con agua de mar artificial para
obtener concentraciones de 1.000, 100, 10 y 1 pg/mL, estas mismas concentraciones se
prepararon con una solucion de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) que fueron utilizadas como
control positivos y la solucién de agua de mar artificial como control negativo. A 1 mL de
cada dilucion preparada, tanto de los extractos como del control positivo y negativo, se les

incorpord 10 nauplios de Artemia salina en estadio Il o I11, incubandolos a 37°C y evaluando
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la mortalidad a las 0, 6, 12 y 24 horas, el ensayo se practico por triplicado, el ensayo se
considero valido si el porcentaje de mortalidad en la solucion de control negativo no excedid
el 10%. Se calculé de la Concentracion Letal 50 (CL50) en 24 horas una curva de calibracion
del porcentaje de mortalidad versus la concentracion de los extractos (Tabla 4 y Figura 4) y
el grado de toxicidad se determind utilizando la categoria propuesta por el CYTED (54)
(Tabla 5). Teniendo que encontrarse a una temperatura constante de 30 grados centigrados.
Los cuales se consiguieron mediante el uso de incubadora. A su vez para que eclosione
necesita una fuente constante de oxigeno que se la administr6 mediante el difusor de

oxigeno. Estas iban a estar en la incubadora durante 24 horas (55-57).

Tabla 4.Porcentaje de nauplios de Artemia salina muertos con SDS.

Concentracion del SDS en microgramos (pug/mL
(Control Pos +) c (e/mt) 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: Elaboracion propia.

lHustracion 3.Curva de calibracion de la dosis de letalidad del SDS sobre nauplios de Artemia
salina.

120

110 100
100 y =13,029In(x) + 15 ®
R2=0,9783

80

% de letalidad del SDS en 24 h

1 10 100 1.000
Concentracion del SDS en microgramos

Fuente: Elaboracidn propia.

Tabla 5.Clasificacion de la toxicidad (CL50) para extractos vegetales expresada en pug/mL.
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No. Grado de toxicidad Valore de CL50 en pg/mL
| Extremadamente tdxico 1-10

1 Altamente toxico 10-100

Il Moderadamente téxico 100-500

v Ligeramente téxico 500-1000

\ Précticamente no toxico 1000-1500

Vi Relativamente inocuo >1500

Fuente: CYTED (54)

2.7. Procesamiento estadistico
Los resultados se presentaron mediante tablas y graficos utilizando el paquete de Microsoft;

este trabajo de investigacion no requirié de procesamiento estadistico.

2.8. Consideraciones éticas
El presente estudio no involucrd experimentacion en seres humanos y animales, dado que se
evaluo la actividad bioldgica “in vitro” de los extractos acuosos obtenidos de semillas de

frutas autoctonas e introducidas y que fueron seleccionadas para su estudio.

2.9. Consentimiento informado
Se proporciond a los miembros del equipo de investigadores donantes voluntarios
informacion detallada sobre el proyecto de investigacion con el fin de obtener su
consentimiento informado. Este consentimiento fue necesario debido a la extraccion de
muestras sanguineas requeridas para el estudio. Los documentos relacionados con el

consentimiento informado se adjuntaron como anexos.
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CAPITULO IV

4.1. RESULTADOS

4.1.1. La actividad Hemoaglutinante
Los resultados obtenidos mediante la aplicacion de técnicas de hemaglutinacion y titulacion

se presentan en las Tablas 6y 7.

Tabla 6.Hemoaglutinacion de los extractos obtenidos a partir de las semillas de Achotillo
(Nephelium lappaceum) y Taxo (Passiflora tripartita) con glébulos rojos del grupo sanguineo
A, B y O humanos no tratados enzimaticamente.

Tipo de eritrocitos + Control Tipo de eritrocito + SSF
extracto acuoso
Nombre cientifico/comin A B o) A B 0
Nephelium lappaceum (Achotillo) 1+ 1+ 1+ 0+ 0+ 0+
Passiflora tripartita (Taxo) 4+ 4+ 4+ 0+ 0+ 0+

Fuente: Elaboracion propia. Leyenda: (4+) = muy fuerte aglutinacion, (3+) = fuerte aglutinacion, (2+) = moderada

aglutinacion, (1+) = débil aglutinacion y (¥2+) = muy débil aglutinacion. GR= Glébulo Rojo

Los resultados demostraron que los extractos acuosos de las semillas de frutas estudiadas
poseen lectinas que fueron capaces de aglutinar eritrocitos humanos de los grupos A, By O
de manera inespecifica, solo el extracto acuoso obtenido de las semillas del Taxo, mostro
una fuerte aglutinacion = 4+, mientras que el extracto acuoso obtenido del Achotillo mostré

tener una actividad hemoaglutinante debil = 1+.
Con la finalidad de establecer el titulo, expresion de concentracion de las fitoaglutininas

(lectinas) en los extractos acuosos, se realizé una dilucidn doble seriada hasta 1/4096 y los

resultados se presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7.Titulacion de los extractos acuosos obtenidos a partir de las semillas de Achotillo
(Nephelium lappaceum) y Taxo (Passiflora tripartita). con glébulos rojos del grupo
sanguineo A, B y O humanos no tratados enzimaticamente.

Achotillo (Nephelium lappaceum)

Diluciéon | 1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 | 1/204 | 1/4096
8
GR Grado de aglutinacion
A O+ | O+ | O+ | O+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
B O+ | O+ | O+ | O+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
o O+ | O+ | O+ | O+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+

Taxo (Passiflora tripartita).

Dilucién | 1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 | 1/204 | 1/4096
8
GR Grado de aglutinacion
A 3+ | 3+ | 3+ | 2+ 1+ 1+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
B 3+ | 2+ | 1+ | 1+ 1+ 1+ 1+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
0 3+ | 3+ | 3+ | 2+ 0+ 0+ 0+ 0+ O+ 0+ 0+ 0+

Fuente: Elaboracion propia. Leyenda: (4+) = muy fuerte aglutinacion, (3+) = fuerte aglutinacién, (2+) =
moderada aglutinacién, (1+) = débil aglutinacion y (Y2+) = muy débil aglutinacion. GR= Glébulo Rojo

Los resultados de la titulacion demuestran que la dilucién seriada de los extractos acuosos
de las semillas de frutas permitié evidenciar la concentracion de las fitohemoaglutininas
(lectinas) la cual resulto ser variable, el extracto obtenido de las semillas del Taxo posee una
concentracion de 128 contra glébulos rojos humanos del grupo B, 64 contra el grupo Ay 16
contrael grupo O. El extracto de las semillas de Achotillo diluido no aglutiné a los eritrocitos

de los tres grupos evidenciando una baja concentracion de las lectinas en el extracto.

4.1.2. La actividad Anticoagulante

Los resultados de la actividad anticoagulantes de los extractos acuosos de las semillas de
frutas evaluadas en este estudio, se presentan a continuacion, obtenidos mediante la
aplicacion de técnicas que evallan a la hemostasia en el sistema de coagulacion a través de
la medicion del TPy TTPa, los cuales se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8.Actividad anticoagulante de los extractos acuosos de las semillas del Achotillo
(Nephelium lappaceum) y Taxo (Passiflora tripartita) sobre un pool de plasma citratado.

Evaluacion de la actividad anticoagulante mediante Promedio | Promedio
la medicion del TPy TTPa (TP)s. (TTPa) s.
Control = 100 pL + Plasma + 100 pL S.S.F. 16 +/- 1 61 +/- 2
No. Nombre comdn Nombre cientifico
1 Achotillo i
Nephelium lappaceum. 30 >300
2 Taxo . . .
Passiflora tripartita >300 >300

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados de este ensayo revelaron que ambos extractos acuosos poseen actividad
anticoagulante al inhibir a los factores de la coagulacion sanguinea de la via extrinseca e
intrinseca de la cascada. En detalle el extracto obtenido de las semillas de Taxo inhibid
completamente la formacidn de fibrina tanto en el ensayo del TP y TTPa con un tiempo que
superd los 300 segundo con un valor control de 16 +/- 1 segundos y 61 +/- 2 segundos
respectivamente, el plasma citratado pobre en plaquetas fue incoagulable. Asi mismo, el
extracto acuoso obtenido de las semillas de Achotillo, inhibié parcialmente la coagulacién
del plasma citratado con un TP de 30 segundos con un valor control de 16 +/- 1 segundos
evidenciando asi poseer parcialmente actividad sobre las proteinas plasmaticas de la
coagulacion de la via intrinseca y comun, también mostré poseer actividad anticoagulante
de inhibicién completa de los factores de la cascada de la coagulacion de las vias intrinseca
y comun con un tiempo de TTPa superior a los 300 segundos con un valor de 61 +/- 2

segundos, igualmente el plasma citratado resulto ser incoagulable.

4.1.3. La actividad antibacteriana

A continuacion, en la Tabla 9 se presentan los resultados obtenidos en el ensayo de la
actividad antibacteriana de los extractos acuosos obtenidos de las semillas de frutas
estudiadas, esta evaluacion se realiz6 mediante la técnica de difusion en agar descrita en la
metodologia utilizando bacterias ATCC gram positiva y negativas, discos de antibiéticos
como control positivo y SSF estéril como control negativo.
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Tabla 9.Actividad antibacteriana de los extractos acuosos obtenidos de los granos andinos
estudiados contra especies ATCC bacterianas, medida como halos de inhibicién en

milimetros (mm).

Bacterias ATCC. Inhibicion en mm.

. . . E. K. P. S. E.
Actividad Antibacteriana . . R .

coli pneumoniae | mirabilis | aureus | faecalis
25922 | 70063 25933 25923 | 29212

Control positivo Amikacina (30 ug) 28 25 - - -

Control positivo Oxacilina (5 pg) - - - 20 -

Control positivo Tetraciclina (30 pg) - - 13 - -

Control positivo Vancomicina (30 pg) - - - - 19

Control negativo utilizando S.S:F: estéril 0 0 0 0 0

No. | Nombre comun | Nombre cientifico

1 Achotillo Nephelium lappaceum . 0 0 7 12 0

2 Taxo Passiflora tripartita 0 0 11 10 0

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados revelaron que ambos extractos acuosos obtenidos de las semillas de las frutas

Achotillo y Taxo exhibieron actividad antibacteriana, inhibiendo ambos extractos el

crecimiento de la bacteria gram (+) Staphylococcus aureus ATCC 25923 y de la bacteria

gram (-) Proteus mirabilis ATCC 25933, sin evidencia de actividad contra el resto de las

bacterias utilizadas en el ensayo.

4.1.4. La actividad citotoxica

En la Tabla 10 se reportan los resultados obtenidos de la evaluacion citotdxica sobre los

nauplios de Artemia salina, aplicando el procedimiento y utilizando una concentracion de

los extractos de: 1, 10, 100 y 1000 pg/mL y realizando la evaluacion de la actividad a las 0,

2, 4, 6, y 24 horas, teniendo como control de actividad positiva, diluciones de SDS

preparadas a las mismas concentraciones.

El resultado obtenido en la evaluacion de la actividad citotdxica de ambos extractos acuosos

reveld que las semillas de las frutas no exhibieron actividad toxica clasificandolas como

Practicamente No Toxicas segun la clasificacidn establecida por el CYTED (54).
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Tabla 10.Medicion de la citotoxicidad de los extractos acuosos obtenidos a partir de las
semillas de Achotillo (Nephelium lappaceum) y Taxo (Passiflora tripartita) como % de
mortalidad de nauplios de Artemia salina.

Concentracion del Extracto acuoso en (pug/mL) Control Neg -
Tiempo (h) 1 10 100 1000
0 0% 0% 0% 0% 0%
2 0% 0% 0% 0% 0%
4 0% 0% 0% 0% 0%
6 0% 0% 0% 0% 0%
24 0% 0% 0% 0% 0%

Fuente: Elaboracion propia. Practicamente No toxico Valor > 1000 (pg/mL).

4.2. DISCUSION

Atendiendo el exhorto realizado por la OMS se ha desarrollado esta investigacion enfocada
en la busqueda de metabolitos secundarios (lectinas) en semillas de frutas que la medicina
ancestral ha utilizado para el tratamiento y prevencién de enfermedades, sobre todo con la
finalidad de encontrar fitoquimicos con actividad antimicrobiana que permita aportar
conocimientos para intentar resolver el creciente problema de salud pablica que representa
el aumento de la resistencia de los microorganismos a la accion de los medicamentos
antimicrobianos, adicionalmente se ha realizado la evaluacion de la actividad
hemoaglutinante, anticoagulante y citotoxica de las semillas de dos especies de estas frutas

en extractos acuosos.

La actividad hemoaglutinante:

Los resultados obtenidos revelan que las semillas de la frutas evaluadas poseen lectinas que
han podido ser evidenciadas mediante su actividad hemoaglutinante de eritrocitos humanos
no tratados enzimaticamente, la actividad hemoaglutinante del extracto acuoso obtenido de
las semillas del Achotillo concuerdan con lo reportado por Djabayan-Djibeyan et al. (38) en
2022 y Naspud y Castro (34) en 2020 que publicaron una actividad hemoaglutinante de
eritrocitos humanos de los grupos A, B, y O, de manera no selectiva, una ligera discrepancia
fue evidenciada en cuanto al grado de aglutinacién que en este estudio fue débil en
comparacion con lo reportado por ellos, donde el grado de hemoaglutinacion fue de fuerte a
moderada, este grado débil de hemoaglutinacion fue corroborado mediante la titulacion en
la que la dilucion del extracto acuoso ocasiond la perdida de la actividad, la discrepancia se
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podria deber a cambios en las condiciones ambientales, de cultivo y estacionales que podrian
influir en la produccidn de las lectinas en las semilla. En cuanto a los resultados obtenidos
en los extractos acuosos de las semillas de Taxo, los resultados obtenidos en este estudio se
correlacionan positivamente con lo reportado por Djabayan-Djibeyan et al. (38), sin
embargo, difieren en el grado de hemoaglutinacidn que en este estudio revel6 ser muy fuerte,
mientras que ellos reportaron una actividad de grado débil a fuerte segun el grupo sanguineo,
ahora bien, el grado de hemoaglutinacion detectado en la titulacion estaria indicando la

posible existencia de tres lectinas distintas en el extracto.

La actividad anticoagulante:

Realizada una revision de la literatura cientifica especializada en las bases de datos a través
de los motores de bdsqueda, se pudo evidenciar que casi no hay reportes de actividad
anticoagulante en semillas de frutas, los resultados obtenidos en este estudio evidenciaron la
actividad anticoagulante de los extractos acuosos obtenidos de las semillas de Achotillo y de
Taxo, estos resultados corroboran los hallazgos hechos por Djabayan-Djibeyan et al. (38) y
Naspud y Castro (34), coincidiendo en reportar una importante actividad de inhibicion
completa de las proteinas plasmaticas de la cascada de la coagulacion sanguinea en las vias
extrinseca, intrinseca y comun, con pequefias discrepancias en el extracto del Achotillo en
cuanto a TP que en este estudio inhibid la actividad de las proteinas plasmaticas de la

coagulacion de manera parcial, mientras que ellos no reportan esta actividad.

La actividad antibacteriana:

En lo que respecta a la actividad antibacteriana esta se evidencié en ambos extractos
inhibiendo el crecimiento de la cepa de Staphylococcus aureus con un halo de 12 mmy 10
mm de didmetro respectivamente, asi mismo, se comprobd actividad contra la cepa de
Proteus mirabilis, con un halo de 7 mm para el Achotillo y 11 mm para el Taxo. Estos
resultados también fueron reportados por Djabayan-Djibeyan et al. (38) que reportaron
actividad contra S. aureus y E. faecalis, mientras que Naspud y Castro (34) publicaron que

el extracto de Achotillo no exhibio actividad antibacteriana.
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La actividad citotdxica:

Para finalizar tenemos que la evaluacion de la actividad citotdxica de estos extractos acuosos
evidenci6 que no hubo actividad toxica sobre los nauplios de Artemia salina a ninguna de
las diluciones a diferentes concentraciones en el lapso de 0 a 24 horas. Hoy en dia, existen
multitud de farmacos obtenidos de fuentes naturales, desafortunadamente, la mayoria de
estos compuestos a menudo muestran toxicidad sistémica y efectos adversos. Para evaluar
mejor la tolerabilidad de muestras de compuestos bioactivos seleccionados, el camarén de
salmuera (Artemia salina) se usa generalmente como modelo en los estudios de letalidad, en

su estadio larvario, como se ha evidenciado en diversos estudios (58).
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CAPITULO V
5.1. CONCLUSIONES

= Mediante la disrupcién mecanica y con la técnica de infusion en frio se pudo extraer en
solucion acuosa las lectinas a partir de las semillas de Taxo (Passiflora tripartita) y
Achotillo (Nephelium lappaceum), para luego realizar la evaluacién de su actividad
bioldgica.

= Las hemoaglutininas de las semillas de Taxo (Passiflora tripartita) presentaron actividad
hemoaglutinante significativa para los tres grupossanguineos A, B y O, mientras que lo
contrario sucedié con las lectinas obtenidas del Achotillo (Nephelium lappaceum) que

presentaron tener actividad hemoaglutinante débil.

= Los extractos acuosos obtenido a partir del Achotillo y el Taxo mostraron tener una
prolongacién significativa del TP y se evidencié una gran actividad en la prolongacion de
TTPa.

= Se comprobo que los extractos de las semillas de Achotillo y Taxo presentaron actividad

antimicrobiana sobre las cepas de Staphylococcus aureus, y Proteus mirabilis.

= Se determiné mediante el empleo de Artemia salinas que los extractos de taxo y achotillo

no son citotdxicos

5.2. RECOMENDACIONES

¢ Se recomienda realizar estudios que permitan el aislamiento, purificacion y caracterizacion

de las lectinas presentes en las semillas del Achotillo y Taxo.

e Resulta importante realizar estudios que permitan la extraccion de otros metabolitos
secundarios que puedan estar presentes en estas semillas, mediante extraccion con

solventes y realizar su caracterizacion fitoquimica y actividad bioldgica.
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ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigacion: “Actividad bioldgica de los extractos acuosos obtenidos a

partir de semillas de Achotillo y Taxo ”

Tutor responsable: Dr. Pablo Djabayan Djibeyan

Y O e conC.C: oo Se me
ha solicitado dar mi consentimiento para que me realicen la extraccion de sangre.
Reconozco que me han INFORMADO de manera amplia, precisa, clara y sencilla sobre los
riesgos y beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre y su utilizacion en el
presente estudio. Por lo anterior declaro que he comprendido las explicaciones, me han
sido aclaradas todas mis dudas y estoy satisfecho con la informacion recibida. Conozco el
alcance de los riesgos. Firmo este consentimiento, por mi libre voluntad, sin haber estado

sujeto a ningun tipo de presion. AUTORIZO a la persona encargada la toma de la muestra.
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beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre y su utilizacién en el presente
estudio. Por lo anterior declaro que he comprendido las explicaciones, me han sido aclaradas
todas mis dudas y estoy satisfecho con la informacién recibida. Conozco el alcance de los
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todas mis dudas y estoy satisfecho con la informacién recibida. Conozco el alcance de los
riesgos. Firmo este consentimiento, por mi libre voluntad, sin haber estado sujeto a ningun

tipo de presion. AUTORIZO a la persona encargada la toma de la muestra.
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Firma
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¢QUE CONSECUENCIAS SON PREVISIBLES DE LA NO REALIZACH)N L

consecuencia serd que la informacion que precisan los medicos para sy adecuada atencion
sera menor, lo que puede mermar sus cuidados sanitarios Si despues de leer detenidamente

este documento desea mas informacion, por favor, no dude en preguntar. Se le atendera con

mucho gusto.

CERTIFICADO DE CONSENTIMIENTO

............................ Edad: ...4.9.... Grupo sanguinco: LB o

Tutor responsable: Dr. Pablo Djabayan Djibeyan

............ : Se me ha
solicitado dar mi consentimiento para que me realicen la extraccion de sangre. Reconozco

que me han INFORMADO de manera amplia, precisa, clara y sencilla sobre los nesgos y
beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre y su utilizacion en el presente
estudio. Por lo anterior declaro que he comprendido las explicaciones, me han sido aclaradas
todas mis dudas y estoy satisfecho con la informacion recibida Conozeo el alcance de los
riesgos. Firmo este consentimiento, por mi libre voluntad, sin haber estado sujeto a ningun
tipo de presion. AUTORIZO a la persona encargada la toma de la muestra.
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Anexo 2: Eleccién y preparacion de los frutos Andinos Taxo y Achotillo

Anexo 3: Prueba de actividad hemoaglutinante y coagulacion
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Anexo 4: Preparacion de medios de cultivo y pruebas de actividad antibacteriana
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Anexo 5: Prueba de actividad citotéxica con Artemia salina
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