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RESUMEN

Los nutracéuticos se definen como aquellos alimentos que ademas de su
contenido nutrimental, aportan beneficios a la salud, al contener sustancias que
desempefian una accion especifica en las funciones fisiolégicas del organismo.
Estas sustancias pueden ser antioxidantes, compuestos fendlicos, fitoesteroles,
acidos grasos, o probidticos, que han sido utilizados por el hombre para aliviar
diversos padecimientos como enfermedades respiratorias, para sanar heridas,
como anti-inflamatorios, para tratar enfermedades intestinales entre otras. En
nuestro pais las enfermedades infecciosas intestinales ocupan una alta morbilidad,
la gran mayoria de estas infecciones estan dadas por bacterias Gram negativas,
las cuales son un gran problema de salud debido a que han surgido cepas
resistentes por el mal uso de farmacos, por lo que en la actualidad se tratan de
sintetizar nuevos farmacos que a la larga causan dafio a los seres humanos, por
este motivo se han buscado alternativas en el uso de los productos naturales, una
especie utilizada es la del fruto de C. procera, conocida mejor como Chupandilla,
que ademas de ser utilizado como un alimento se le atribuye actividad

antidiarréica.

Por lo anterior en el presente trabajo se determinaron las propiedades

nutracéuticas del fruto de C. procera.

El fruto se colectd en la localidad de San Rafael, Coxcatlan (Puebla), se
realizé el estudio bromatoldgico (cuantificacion de carbohidratos por el método de
Nelson-Somogy, lipidos por el método de Soxhlet, proteinas por el método de
Bradford y Vitamina C, (por el método de Titulacién) del fruto fresco para evaluar
sus propiedades nutrimentales. Posteriormente se obtuvo el extracto Metandlico
(M1) del fruto seco de C. procera por el método de maceracion. Se determiné por
el método de difusion de Kirby-Baler la actividad antibacteriana de forma

cualitativa, y de forma cuantitativa por el método de microdilucion en caldo. Se
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determiné la actividad bactericida o bacteriostatica del fruto de la Chupandilla y la

citotoxicidad por el método de viabilidad con cristal violeta.

La concentracion de carbohidratos, lipidos y proteinas fue de 29, 1, 0.83%
respectivamente, y de vitamina C fue de 0.44%, estos resultados estan dentro de
los parametros marcados para todos los frutos en general. Los carbohidratos que
estan presentes en el fruto son glucosa, sacarosa y fructosa. Los lipidos
contenidos en el fruto son Vitamina E, escualeno, campesterol, acido oleico y
palmitico. El extracto metandlico crudo (M1) y libre de compuestos no polares (M2)
presentaron actividad antibacteriana, siendo el extracto M2 el mas activo. Las
cepas mas sensibles a M2 fueron V. cholerae Tor y S. aureus ATCC 29213, los
valores de CMI y CBM van de 2 a 10 mg/mL. El extracto M1 y M2 son
bacteriostaticos, la dosis letal media (CLso) tanto de M1 como M2 es de 14.86 y

22.03 pg/mL, la actividad antioxidante fue de 48.9 y 50 ug/mL respectivamente.

ABSTRACT

Nutraceuticals are defined as those foods in addition to nutrient content;
provide health benefits, containing substances that perform a specific action on the
body's physiological functions. These substances can be antioxidants, phenolic
compounds, phytosterols, fatty acids, or probiotics, which have been used by man
to relieve various ailments such as respiratory diseases, wound healing, anti-
inflammatories to treat intestinal diseases among others. In our country, intestinal
infectious diseases occupy a high morbidity, the vast majority of these infections
are given by Gram-negative bacteria, which are a major health problem because
resistant strains have arisen by misuse of drugs, so is now trying to synthesize new
drugs that will eventually cause harm to humans, which is why alternatives have
been sought in the use of natural products, a species used is the fruit of C.
procera, better known as Chupandilla, besides being used as a food Antidiarrheal

activity is attributed.
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Therefore in this study was to determine the nutraceutical properties of the
fruit of C. procera.

The fruit was collected in the town of San Rafael, Coxcatlan (Puebla), the
study was conducted bromatological (quantification of carbohydrates by the
Nelson-Somogy method, lipids by Soxhlet method, protein by the Bradford method
and Vitamin C, (by titration) of fresh fruit to assess their nutritional properties. then
obtained methanol extract (M1) of the dried fruit of C. procera by the method of
maceration. determined by the diffusion method of Kirby-Bauer antibacterial activity
qualitatively and quantitatively by the broth microdilution method. We determined
the bactericidal or bacteriostatic activity of the fruit of Chupandilla and cytotoxicity

by the method of viability with crystal violet.

The concentration of carbohydrates, lipids and proteins was 29, 1, 0.83%,
respectively, and vitamin C was 0.44%, these results are within the parameters set
for all the fruits in general. The carbohydrates that are present in the fruit are
glucose, sucrose and fructose. The lipid content in the fruit is Vitamin E, squalene,
campesterol, oleic acid and palmitic acid. The crude methanol extract (M1) and
free of non-polar compounds (M2) showed antibacterial activity, the extract being
the most active M2. The strains were sensitive to M2 V. cholerae Tor, S. aureus
ATCC 29213, the MIC and MBC values ranging from 2 to 10 mg / mL. M1 and M2
extract are bacteriostatic, the median lethal dose (LC50) M1 and M2 both 14.86
and 22.03 is ug / mL, the antioxidant activity was 48.9 and 50 mg / mL respectively.

——
w
| S—
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INTRODUCCION

Un producto nutracéutico se define como aquel alimento que ademas de su
contenido nutrimental, aporta beneficios a la salud, al contener sustancias que
desempefian una accidon especifica en las funciones fisiolégicas del organismo
(Biruete et al., 2009).

La demanda de este tipo de alimentacion ha crecido espectacularmente en
paises asiaticos desde finales del siglo XX y en fechas recientes, su uso se ha

extendido rapidamente a paises de Europa, Africa y América (Ramirez, 2009).

El descubrimiento de la actividad biolégica de los nutracéuticos parte de
una base ethomédica, de aqui la importancia de la etnobotanica dentro del estudio
de la nutricién y la alimentacién, ya que ayuda a identificar alimentos funcionales
como frutas, verduras, especias, y/o plantas medicinales con potenciales efectos
terapéuticos que en ocasiones se utilizan como alimento o condimento en la

preparacion de platillos y/ o remedios herbolarios (Bermudez y Velasquez, 2002).

El uso de algunas especies de plantas en la medicina tradicional le ha
proporcionado al hombre diversos beneficios entre ellos le ha servido para aliviar
diferentes padecimientos, pues en nuestro pais las infecciones bacterianas son
uno de los principales problemas de la salud y el surgimiento de bacterias
resistentes a antibioticos ha complicado el panorama. Lo anterior ha incentivado el
desarrollo de nuevos antimicrobianos. Esto aunado al interés (en décadas
recientes) en la medicina tradicional como alternativa terapéutica, ha originado que
la busqueda de compuestos antibacterianos en plantas medicinales se haga mas
intensa (Caceres et al. 1993; Rabe y Van Staden,1997; Feresin et al., 2000).

Actualmente la investigacion y desarrollo de nuevos alimentos funcionales
se basa en el estudio de probidticos y grupos de sustancias quimicas presentes en
alimentos de origen vegetal como flavonoides, terpenos, carotenoides,
fitoestrogenos, betaglucanos, acidos grasos omega n-6 y n-3, entre las principales;
con la finalidad de demostrar su actividad biologica y potencial efecto benéfico

para la salud. Entre los reportes de actividad bioldgica descritos en la literatura
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para estos alimentos, destacan principalmente su accion antidiarréica,
antioxidante, hipoglucemiante, hipocolesterolemiante, antitumoral e
inmunomoduladora. En este contexto, los estudios cientificos que demuestran la
eficacia biolégica de los componentes activos presentes en los nutracéuticos, han
contribuido de manera importante al aumento de la aceptacion y uso a nivel

mundial de estos alimentos con fines dietéticos y terapéuticos (Ramirez, 2009).

En México, el uso de alimentos tradicionales como el frijol, maiz, nopal,
amaranto, tomate, jamaica, chile, etc, pueden actuar como quimiopreventivos en el
desarrollo de enfermedades crénico degenerativas como diabetes, hipertension e
hipercolesterolemias, cancer, asi como antidiarreicos, por lo que pueden ser

considerados como nutraceuticos (Pijoan, 2003).

De acuerdo con el Boletin Mexicano de Epidemiologia de México, en el
2010 se reportaron 3 648 494 casos de infecciones intestinales, que podrian ser
causadas por bacterias Gram negativas, siendo Puebla, Veracruz, el DF y el
estado de México los estados de la Republica Mexicana mas vulnerables ante

esta problematica (Boletin de Epidemiologia 2010).

Dentro de la Medicina tradicional, un caso en particular es el fruto del arbol
C. procera (Chupandilla) (Apéndice 1) que se utiliza para aliviar la diarrea (Argueta
y Cano, 1994) que es una enfermedad de posible origen infeccioso, por lo que la
pregunta planteada en el presente proyecto es determinar si la composicion
quimica del fruto tiene actividad biologica y mediante la cuantificacion de vitamina

C y el estudio bromatolégico poder catalogarlo como un nutracéutico.
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ANTECEDENTES

En las revisiones de la literatura taxondmica y etnobotanica, la especie
Cyrtocarpa procera (Chupandilla) cuenta con muy pocos registros sobre su uso
medicinal y de sus propiedades nutrimentales. Sin embargo de algunas especies
de la familia Anacardiaceae, a la cual pertenece C. procera, se tienen los
siguientes estudios:

Ojewole, 2005, examindé la actividad antiinflamatoria, analgésica y
antidiabética del extracto acuoso de la corteza y tallo de Mangifera indica Linn.
Esta especie presenté actividad significativa, los diferentes componentes quimicos
de la planta, son especialmente polifenoles, flavonoides, ftriterpenoides,
mangiferina, y otros compuestos quimicos presentes en la planta que participan en
la actividad antiinflamatoria, analgésica y efecto hipoglucemiante.

Maiga et al., 2006, evaluaron la actividad antioxidante de diversas plantas,
entre ellas Lannea velutin, encontrando que la raiz, corteza y tallo son ricos en
antioxidantes.

En particular de la corteza de C. procera se tienen los siguientes estudios:

Canales et al., 2005 y 2006, realizaron un estudio sobre el conocimiento
tradicional de la flora medicinal de San Rafael, en el municipio de Coxcatlan,
Puebla, encontrando que la corteza de C. procera se utiliza como té para aliviar
dolor de rifiones aunado a lo anterior demostraron que la corteza de C. procera fue
activa sobre 6 cepas bacterianas.

Rodriguez-Lopez et al., 2006, obtuvieron el extracto de la corteza de C.
procera con hexano seguido de diclorometano y acetona, estos extractos fueron
evaluados para determinar su toxicidad sobre Artemia salina. Todos los extractos
mostraron una actividad significativa y el fraccionamiento de estos extractos
condujo al aislamiento de B - sitosterol, la identificacion de varios compuestos
como el 1,3-propil-dipentadecanoato, 3-hydroxipropil-9-octadecanoato,
pentadecilbenzeno, eicosilbenzeno, docosano, heptacosano dotriacontano y de

2,6,10-trimetiltetradecano.
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Martinez en el 2009, evalua la actividad antimicrobiana, actividad
antioxidante, toxicidad general y mediante una cromatografia de alta resolucion
(HPLC) determiné que los metabolitos secundarios responsables de dicha
actividad son fenoles, validando cientificamente el uso tradicional de la corteza de
C. procera.

Por otro lado el fruto de C. procera cuenta con los siguientes estudios:

Eleno en el 2010, determina la actividad antimicrobiana del fruto de C.
procera en diferentes estadios de maduracion, encontrando que el futo maduro
tiene una toxicidad moderada sobre Artemia salina y comparando la actividad
antibacteriana del extracto del fruto maduro e inmaduro, éste ultimo presenta una
mayor actividad antibacteriana.

Villanueva en el 2006, caracteriza parcialmente y evalua la estabilidad de la

pulpa del fruto de C. procera conservada por diversos métodos.

PROBLEMA

Por los antecedentes sobre la familia Anacardiaceae y en particular de C.
procera antes mencionados y por las estadisticas que demuestran que las
diarreas son un problema muy importante de salud en México, ademas de que se
sabe que un gran porcentaje de la poblacién no tiene acceso a la medicina alopata
y sumandole que se ha perdido gran parte de las costumbres por consumir
productos regionales que aporten nutrientes al organismo y en su lugar se
introducen productos de otras regiones, la pregunta que se plantea en esta
investigacion es: si la composicién quimica del fruto tiene actividad sobre cepas
bacterianas causantes de infecciones en el hombre y si tendra propiedades
sobresalientes como alimento, para poder establecer sus propiedades

nutracéuticas.
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HIPOTESIS

Si se sabe que el arbol de C. procera sintetiza diversos metabolitos
secundarios como fenoles contenidos en la corteza, ademas algunos de estos
presentan actividad antibacteriana, antifungica, antioxidante, etc. lo cual justifica
su uso en la medicina tradicional para aliviar diversos padecimientos. Entonces el
fruto de esta especie probablemente debe contener metabolitos secundarios
responsables de la actividad biologica reportada y ademas podria tener

propiedades sobresalientes como alimento.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar las propiedades nutracéuticas del fruto de C. procera Kunth

Objetivos particulares.

1. Determinar la concentracion de vitamina C vy realizar los estudios
bromatoldgicos del fruto fresco de C. procera para establecer sus propiedades

nutrimentales.
2. Obtener el extracto metandlico de C. procera.

3. Evaluar la actividad antibacteriana, toxicidad general y antioxidante del

extracto metandlico y la particion hexanica del fruto.

4. Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) y bactericida minima
(CBM) del extracto activo.

5. Determinar el efecto bacteriostatico o bactericida del extracto activo.

6. Determinar la Concentracion letal media (CLsg) de los extractos del fruto de

C. procera en células CaSki.
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METODOS

Colecta del material

El fruto maduro de C. procera (Apéndice 1) fue colectado en San Rafael,
Coxcatlan, Puebla, (Apéndice 2) durante el mes de agosto del 2009; se depositd
un ejemplar en el herbario IZTA para su identificacion y numero de colecta; el
material colectado fue separado en dos porciones una para ser congelada y asi

mantener el fruto fresco y la otra porcion fue secada para obtener el extracto.

ESTUDIO BROMATOLOGICO
Cuantificacién de Carbohidratos por la técnica de Nelson-Somogy.

Para la cuantificacién de carbohidratos primero se realizé la extraccion de
carbohidratos utilizando 100mg de la pulpa del fruto fresco y 25mg del fruto seco
(apéndice 10) posteriormente se hizo la cuantificacion por el método de Nelson-
Somogy (Gonzalez y Pefialosa, 2000) utilizando 1 mL de la muestra problema, la
cual se proceso6 de acuerdo a la curva patron como lo describe la técnica, el patrén

fué glucosa 200ug/mL (Apéndice 3).

Determinacion de Carbohidratos por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC)

Se realizdé una cromatografia liquida de alta resolucion para determinar los
carbohidratos presentes en la muestra problema del fruto, los patrones con los que
se hizo la comparacién fueron: Glucosa, Fructosa y Sacarosa, la fase movil fue
agua, y la preparacién de la muestra consistio en pesar 100mg de fruto seco en
5mL de agua destilada, se centrifugd a 14 000 rpm por 5 minutos y se inyectaron
30uL en el HPLC, con una columna para carbohidratos de 30cm x 7.8cm, con un
detector de refraccion de la luz. Una vez que corrié la muestra se compard y se
cuantificd la concentraciéon de cada azucar presente en la muestra mediante el

area bajo la curva (Apéndice 4).
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Cuantificacion de Proteinas por el método de Bradford.

Para cuantificar proteinas primero se realiz6 la extraccion a partir de 10gr
de fruto adicionando 2 mL de la solucién Tris-HCI 50mM a pH=7.3 con PVP al
0.1% para homogeneizar el tejido y centrifugar a 15000 rpm por 15 minutos, el
sobrenadante es el que contiene las proteinas para realizar la cuantificaciéon por el
método de Bradford, utilizando como patrén BSA 100pg/mL, se leyd en el

espectrofotometro a 595nm (Gonzalez y Pefalosa, 2000) (Apéndice 5).

Cuantificacién de Lipidos por la técnica de Soxhlet.

El contenido de lipidos totales de la muestra del fruto se estimdé mediante
extraccion con hexano como solvente organico en un aparato Soxhlet.

Se realizdé un cartucho de papel filtro con 4gr de muestra seca y molida,
éste se puso en un horno a 65°C por 24 horas; este cartucho se peso6 hasta que
alcanzo6 un peso constante, posteriormente se procedié a extraer los lipidos en un
aparato Soxhlet utilizando hexano como solvente durante 4 horas. Una vez
pasado el tiempo el cartucho se seco al aire y se puso nuevamente en la estufa a
65°C hasta que alcanzo peso constante, la cantidad de lipidos se determiné por la
diferencia de peso del cartucho antes y después de la extraccion, esta cantidad
correspondié a la cantidad de lipidos extraidos por el solvente (Gonzalez y
Penalosa, 2000).

Determinacion de Lipidos por Cromatografia de Gases acoplado a espectrometria

de masas.

Andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GC-MS): Se emplea un equipo FISONS MD-800 con una columna DB-5MS. La
programacion de temperatura es la siguiente: 40°C (inicial), 120°C (final),
gradiente: 3°C/min. La inyeccién se efectua en split 1/75 a 200°C. El modo de

adquisicion es Full Scan (35-450 u.m.a.).
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La identificacion de los compuestos volatiles a partir de la inyeccion de 10uL
fue mediante la comparacion del espectro de masas con la base de datos del

equipo.

Determinacion del acido Ascorbico (Vitamina C).

En esta técnica se determiné la cantidad de acido ascorbico presente en el
fruto y fué cuantificada por titulacion con el indicador 2, 6-diclorofenolindofenol, el
cual es reducido por el acido ascérbico a una forma incolora.

Primero se pipetearon 2mL de la solucién patrén de acido ascoérbico en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL se adicionaron 10 mL de &cido acético al 10% y 50
mL de agua destilada. Se titulé este contenido con la solucién de 2, 6-
diclorofenolindofenol hasta que un color ligeramente rosado persiste por 15
segundos. Se calcularon los mg de acido ascoérbico que son equivalentes con 1
mL de indicador. Para el fruto se titulé6 10 mL del jugo y se seguié el mismo
procedimiento que el patréon. Se calculo la cantidad de acido ascoérbico en 100 mL
de jugo del fruto (Murillo, 2006) (Apéndice 6).

Obtencién de los extractos

El extracto fué obtenido por el método de maceracion (Dominguez, 1973).
Se pesaron 690.78gr del fruto seco y se colocd en trozos en un matraz con
metanol, se obtuvo el extracto metandlico crudo, el cual se filtré y destild a presion
reducida en un rotavapor. El extracto se colocd en un recipiente de vidrio con la
finalidad de completar la evaporacion del solvente. Para obtener el extracto
metandlico libre de compuestos no polares, 70 gr del extracto crudo se sometié a
una particion con hexano. El rendimiento del extracto se determind por diferencia
de peso con relacion al peso seco de la planta.

De esta forma se obtuvieron 3 extractos:

M1: metandlico crudo

M2: libre de compuestos no polares

H: hexanico

11
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PRUEBAS BIOLOGICAS

Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se utilizaron 13 cepas bacterianas (cinco Gram positivas y ocho Gram

negativas) de importancia médica (Cuadro 1).

Cuadro 1: Cepas bacterianas utilizadas.

Tipo Cepa Numero ATCC, clasificacién o donadas
Staphylococcus aureus 12398 Por

§ Staphylococcus aureus 29213

2 Staphylococcus FES Cuautitlan

; epidermidis

8 Bacillus subtilis Llaboratorio de microbiologia de la FES
Enterococcus faecalis Cuautitlan
Enterobacter aerogenes  Llaboratorio de microbiologia de la FES

Cuautitlan

Yersinia enterocolitica Llaboratorio de Analisis clinicos de la CUSI

_§ de la FES Iztacala

% Yersinia enterocolitica Hospital los Angeles

£ Salmonella typhi 19430

©

S Escherichia coli 25922

Vibrio cholerae
Vibrio cholerae

Proteus miriabilis

INDRE 206 (aislada de agua contaminada)
CDC V12 (Tor)

12
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Evaluacion cualitativa

La evaluacién cualitativa de la actividad antibacteriana, se llevé a cabo de
acuerdo con el método de difusién en agar de Kirby-Baler, en el cual los discos
fueron impregnados con 2000 ug del extracto a probar; como control positivo se
utilizaron sensidiscos con 25 ug de cloramfenicol, y como control negativo se
utilizaron sensidiscos con 10 uL del solvente empleado para diluir el extracto a

evaluar (Vanden Berghe y Vlietinck, 1991) (Apéndice 7).

Evaluacion cuantitativa

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracién Bactericida Minima (CBM) se utilizé la microtécnica de dilucion en
caldo, en donde las concentraciones empleadas fueron: 2000, 1500, 1000, 750,
500, 250, 125 ug/mL Las cajas se inocularon con 50uL de un cultivo bacteriano a
una concentracién de 1X10° UFC/mL durante 24 hrs (Koneman, et al, 1985)
(Apéndice 8).

Efecto de los extractos sobre la curva de crecimiento bacteriana.

Se evalud el efecto de los extractos M1 y M2 sobre la curva de crecimiento
bacteriana. Se utilizé una cepa bacteriana Gram positiva y una Gram negativa (las
que presentaron los valores menores en las pruebas cuantitativas). Se monitore6
su crecimiento en nueve tiempos durante 24 horas, al ser expuestas a diferentes
concentraciones del extracto (%2 CMI, CMI, CBM) y un grupo testigo (Muroi et al.,
1993) (Apéndice 9).

Actividad antioxidante.

La actividad antioxidante se evalud con el método de reducciéon del radical
2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH). Se determiné la Concentraciéon Antioxidante

Media (CAsp), utilizando las siguientes concentraciones: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16,

13
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18 y 20 pg/mL. Como control positivo se utilizd la catequina a las mismas
concentraciones que el compuesto problema. Como control negativo se utilizaron
pozos con 200 uL de MeOH grado HPLC (Okusa et al., 2007) (Apéndice 10).

Citotoxicidad.

La citotoxicidad se realizé mediante la técnica de cristal violeta, en la cual
se utilizaron células CaSki (células epiteliales tumorales de cérvix) éstas se
pusieron a proliferar en medio de cultivo RPMI enriquecido con suero fetal Bovino
al 10% y 0.5mL de antibidtico (GIBCO 15240) a una temperatura de 36°C por tres
dias aproximadamente en una incubadora con una atmésfera de CO; del 5% y
95% de aire. Una vez saturada la caja de cultivo se despegaron las células con
1mL de tripsina-verseno al 0.05%, se centrifugaron para ser cultivadas en placas
de cultivo celular de 96 pozos; para la curva patron se pusieron cantidades
seriadas de 60000, 30000, 15000, 7500, 3750, 1375 células por pozo y para el
ensayo se requirieron 30000 células por pozo, las cuales se dejaron reposar por 2
horas para que se adhieran a la placa a una temperatura de 37°C, con una
atmésfera de CO, del 5% y 95% de aire. Una vez que se adhirieron a la placa se
le anadieron concentraciones seriadas de los extractos del fruto de 250, 125, 62.5,
31.25, 15.625, 7.81, 3.90, 1.95, 0.97, 0.48, 0.24 ug/100uL por pozo y se dejaron
interactuar por 24 hrs. Posteriormente se lavaron con PBS 1x y se fijaron con 30
ML por pozo de glutaraldehido al 1.1% por 10 minutos, las placas fueron lavadas y
secadas al aire. Se afadieron 50uL/pozo del colorante cristal violeta al 0.1% en
solucion amortiguadora de acido formico pH 6.0 y se mantuvieron por 10 minutos
en agitacion. Después de la tincion se lavaron 3 veces las cajas de cultivo con
agua de tal manera que el colorante no asimilado fue retirado de los pozos.
Posteriormente se afadieron 50ul/pozo de &cido acético al 10% dejando en
agitacion constante por 20 minutos a temperatura ambiente para destefiir las
células 'y que el colorante quede en suspension de forma homogénea.

Posteriormente se tomaron las lecturas de cada pozo en un lector de placas de

14
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ELISA (EI800; Bio-Tek) a 595nm. Este procedimiento se llevo a cabo tanto para la

curva patron como para el ensayo de citotoxicidad (Apéndice 11).

RESULTADOS

Colecta de la planta.

El fruto del arbol de C. procera (Chupandilla) fue colectado en el mes de
Agosto del 2009 en la localidad de San Rafael, Coxcatlan, Puebla. Los datos de la

especie se presentan en el cuadro 2.

Cuadro 2: Datos etnobotanicos de la especie

Nombre cientifico Cyrtocarpa procera

Nombre comun Chupandilla

Familia Anacardiaceae

Parte utilizada Fruto

Forma de uso Se hace un té con la cascara del fruto y se toma como
agua de uso

Estudio Bromatolégico

Los resultados obtenidos del estudio bromatolégico del fruto de C. procera

se muestran en el cuadro 3:

Cuadro 3: Evaluacién Bromatolégica del fruto de C. procera

Contenido % por cada 100gr
Carbohidratos 29
Lipidos 1
Proteinas 0.83
Vitamina C 0.44

(5]
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Como se observa en el cuadro 3 cada 100 gramos de fruto contiene el 29%

de carbohidratos, 1% de lipidos, 0.83% de proteinas y el 0.44% de vitamina C.
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Determinacion de Carbohidratos

Sin embargo ese 29%

de carbohidratos contenidos en el

Martinez Elizalde 2011

fruto

estcompuesto por sacarosa (3.3%), glucosa (8.8%) y fructosa (10.7%) esto se

logré determinar por HPLC (Figura 1).
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Figura 1: Cromatograma de la composicion
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de carbohidratos del fruto de C.
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Determinacion de Lipidos

Con respecto a la cantidad de lipidos contenidos en el fruto de C. procera,

1%,
Espectrometria de Masas (GC/MS)

la concentracion fue del

mostro

la Cromatografia de Gases acoplado a

los que compuestos mas

representativos son: 1.15% de acido palmitico (acido graso saturado), 5.92% de

oleico (acido graso insaturado), 1.15% de escualeno (compuesto organico), 1.81%

de campesterol (fitoesterol) y 7.67% de Vitamina E (Figura 2).
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Figura 2: Cromatograma del contenido de lipidos del fruto de C. procera.
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Determinacion de Vitamina C y Actividad Antioxidante

La cantidad de vitamina C contenida en el fruto fresco de C. procera es del
0.44%, la cual esta relacionada con el pH acido y su actividad antioxidante pues el
fruto fresco mostro una CAsy de: mientras que los extractos M1, M2 y H,
presentaron una CAsp de: >100, 80.6, 69.7, 90.1ug/mL respectivamente, cabe
mencionar que el control positivo (Catequina) tuvo una CAsg de 3.94 pg/mL
(Figura3).

90

80 e > .

o ——M1

60 y=1,3547x+0,0032
50

= M2

y=1,2841x+0,0016

% de Reducciéon del DPPH

H

y=1,7667x+ 0,0004

0 20 40 60 80 100 120  —<—Catequina

Concentracion ppm (ug/mL)

Figura 3: Actividad Antioxidante media del extracto M1, M2 y Hexéanico del
fruto de C. procera

Rendimiento del extracto

El rendimiento del extracto libre de compuestos no polares (M2) del fruto de C.
procera (Chupandilla) fue del 10.12%; en comparacion al extracto hexanico tuvo un mayor
rendimiento, lo cual indica que esta especie posee una mayor cantidad de compuestos de
polaridad alta (Cuadro 4, Figura 4).
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Cuadro 4: Rendimiento de los extractos del fruto de C.

procera.

Extracto Peso %
M1 164.95 23.87
M2 53.58 10.12

Hexanico 4.28 0.47

M1: extracto metandlico crudo, M2: extracto metandlico libre de
compuestos no polares.

Rendimiento de los extractos del Fruto C. procera

23.87%

E M1
M2

B Hexanico

10.12%

Figura 4: Rendimiento de los extractos del fruto de C. procera

El rendimiento en porcentaje de C. procera se calcul6 con respecto a 690.78gr de fruto seco
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Actividad antibacteriana

Evaluacion Cualitativa

El extracto Hexanico no mostré actividad sobre ninguna de las cepas
bacterianas empleadas.

La evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto M1 y M2 del fruto
de C. procera, mostr6 que ambos extractos tuvieron actividad antibacteriana
siendo mas activo el extracto M2 ya que tuvo actividad sobre 11 de 13 cepas
bacterianas a comparacion con el extracto M1 que solo tuvo actividad sobre 9
cepas, a éstos resultados se les aplicé un ANOVA, la cual arrojo que si existen
diferencias significativas entre la actividad del extracto M1 y M2 (P<0.05; F=
5.189). Las bacterias causantes de las diarreas son las del grupo Gram negativas,
las bacterias que presentaron los halos de inhibicion mas grandes para ambos
extractos fueron P. miriabilis (9.33.00+ 0.57mm) para los dos extractos, seguida de
V. cholerae Tor (8.00 + 0.57 y 9,33.00 + 0.57mm) M1 y M2 respectivamente,
mientras que en S. tiphy y Y. enterocolitica HA, no se observaron halos de
inhibicion para ninguno de los dos extractos.

Se realiz6 la evaluacion sobre bacterias Gram positivas con la finalidad de
proponer otros usos medicinales del fruto, y se determin6é que ambos extractos
mostraron una buena actividad , la bacteria con los mayores halos de inhibicion
fue B. subtilis (9.00 + 0.00 y 10.00 + 0.00mm),; para los extractos M1 y M2
respectivamente (cuadro 4 , Figura 5 ).
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Cuadro 5: Actividad antibacteriana del extracto metandlico crudo
(M1) y metandlico libre de compuestos no polares (M2) del fruto de

C. procera.
Extractos

Bacterias Halos de Inhibicion (mm)

M1 M2
S.aureus 29213 7,00 + 0,00 8,00 + 0,00
S. aureus 12398 9,00 + 0,00 9,00 + 0,00
S. epidermidis FES-C. Na 9,00 + 0,00
B. subtillis 9,00 + 0,00 10,00 + 0,00
E. faecalis Na 8,33 + 0,58
V. cholerae agua 7,67 + 0,58 9,00 + 1,00
V. cholerae Tor 8,00 + 0,00 9,33 + 0,58
E. aerogenes 7,00 + 0,00 8,00 + 0,00
E. coli Raul 7,67 + 0,58 7,00 + 0,00
S. tiphy Na Na
Y.enterocolitica HA Na Na
Y. enterocolitica CUSI 7,00 + 0,00 8,33 + 0,00
P. miriabilis 9,33 + 0,58 9,33 + 0,58

Halos de inhibicion en mm; valor promedio de 3 repeticiones; el extracto

probado fue con una concentracién de 2mg/10ul por sensidisco. Todas las
especies bacterianas mostradas fueron sensibles al cloramfenicol (25 ug/disco),
Na: No Activo.

Halo de Inhibicién (mm)
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Figura 5: Halos de Inhibicién del extracto M1y M2 del fruto de C. procera.
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Evaluacion cuantitativa

Los resultados obtenidos de la determinacién de la CMI y CBM de los
extractos (M1 y M2) se muestran en el cuadro 6, donde se observa que para el
extracto M1 la bacteria Gram negativa mas sensible fue V. cholerae Tor pues a
comparacion con las otras cepas bacterianas Gram negativas requiere de
concentraciones menores para inhibir su crecimiento (CMI= 4; CBM= 8mg/mL).Del
grupo de bacterias Gram positivas la bacteria mas sensible fue S. aureus 29213
ya que a comparacion de las otras cepas bacterianas, se necesitan
concentraciones menores para inhibir el crecimiento (CMI= 4; CBM= 6mg/mL). Las
demas cepas bacterianas tanto del grupo Gram negativas y Gram positivas son
las menos sensibles al requerir concentraciones mayores a 5.0 mg/mL de extracto
para inhibir su crecimiento.

Con respecto al extracto M2 se puede apreciar que para inhibir el
crecimiento de todas las cepas bacterianas utilizadas se necesita una menor
concentracion de este extracto en comparacion con el extracto M1; teniendo asi
que tanto las bacterias Gram positivas como las bacterias Gram negativas

requieren concentraciones menores del extracto M2 para inhibir su crecimiento.

23

——
| S—



Propiedades Nutracéuticas del Fruto de Cyrtocapa procera Kunth

Cuadro 6: Determinacion de CMlIy CBM de los extractos M1y M2 del fruto
de C. proceraen mg/mL.

Extractos (mg/mL)

M1 M2
Bacteria MIC CBM MIC CBM
S.aureus 29213 4 6 2 8
S. aureus 12398 5 6 2 5
S. epidermidis FES-C. Na 6 8
B. subtillis 2 5 4 5
E. faecalis Na 6 8
V. cholerae agua 4 8 5 8
V. cholerae Tor 4 8 4 8
E. aerogenes 5 8 6 8
E. coli 8 10 10 >10
Y. enterocolitica CUSI 4 8 6 8
P. miriabilis Na >10 >>10

Na: No activo

Actividad del extracto M1y M2 sobre la curva de crecimiento bacteriano

El efecto del extracto M1 sobre la curva de crecimiento de S.aureus 29213 y
V. cholerae Tor se observa en la figuras 6 y 7 respectivamente. El efecto es
bacteriostatico para S.aureus 29213 pues aplicando concentraciones de 2, 4 y 6
mg/mL el crecimiento bacteriano disminuye siguiendo una linea similar a la del
testigo en las concentraciones de 2 y 4 mg/mL y en la concentracién de 6mg/mL,
desciende la poblacion bacteriana, manteniéndose en poblaciénes por abajo del
grupo testigo.

Para V. cholerae Tor se utilizaron concentraciones de 2, 4 y 8mg/mL. Para
las concentraciones de 2 y 4mg/mL la poblacion bacteriana crece por debajo del
testigo, para la concentracion de 8mg/mL desciende moderadamente la poblacion
manteniéndose a lo largo de 24 horas; por lo que el extracto M1 es bacteriostatico
para ambos tipos de cepas bacterianas al igual que el extracto M2 a las
concentraciones de 1, 2 y 8mg/mL para S. aureus 29213 y para V. cholerae Tor a

las concentraciones de 2, 4 y 8mg/mL (Figura 8 y 9).
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Figura 6: Actividad del extracto M1 sobre la curva de crecimiento de S.aureus 29213
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Figura 7: Actividad del extracto M1 sobre la curva de crecimiento de V. cholerae
Tor.
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Figura 9: Actividad del extracto M2 sobre la curva de crecimiento de V.
cholerae Tor.
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Citotoxicidad de los extractos del fruto de C. procera.

En cuanto a la citotoxicidad los valores de la dosis letal media (DLsg) de los

tres extractos del fruto de C. procera se muestran en el cuadro 7 y figura 10.

Donde se puede apreciar que el extracto mas toxico fue el extracto hexanico y el

menos toxico fue el extracto M2 y de acuerdo con los estandares del Instituto

Nacional de cancer (NCI) las concentraciones que son consideradas como activas

son de <20ug/mL para los extractos y para los compuestos puros un valor de

<4ug/mL.

Cuadro 7: Determinacion de la dosis letal media (DLso) de los extractos del fruto de

C.procera

No. Células

Extracto DLso (pg/mL)

M1 14.86

M2 22.03

H 9.12

M1: Extracto Crudo; M2: Extracto libre de compuestos no polares; H: Extracto
Hexanico
-~ M1
- M2
-+ H
100 200 300

Concentraciéon pg/mL

Figura 10: Determinacion de la CLso los extractos del fruto de C. procera

27

——
| S—



Propiedades Nutracéuticas del Fruto de Cyrtocapa procera Kunth

Andlisis quimico de los extractos del fruto de C. procera.

En los cromatogramas del analisis por GC-MS del extracto M2 y H (Figura
11y 12) se determinaron 18 compuestos para ambos extractos, en el extracto M2.

Los compuestos relevantes se muestran en el cuadro 8.

Cuadro 8: Compuestos de los extractos M2 y Hexéanico

Tiempo de
Extracto Compuesto ) ] Abundancia (%)
retencion (min)
a-Acido linoléico 22.62 0.86
M2 Acido estéarico 22.78 50.81
Quinona 28.77 1.71
Acido palmitico 20.09 22.26
Hexanico Acido linoléico 2214 40.36
Vitamina E 32.84 5.83
(2]
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DISCUSION

Del fruto de C. procera, en el siglo VI Francisco Hernandez escribi6 “éste fruto es
administrado contra las disenterias y las diarreas” (Argueta y Cano, 1994), la forma de
administracion es en infusion cociendo un pufiito de la cascara del fruto en un litro de
agua y tomandolo durante cuatro dias. El uso del fruto en la medicina tradicional no es
exclusivo de San Rafael Coxcatlan, Puebla, sino que en otros estados de la Republica
Mexicana también es utilizado (Canales et al., 2005 y 2006; Argueta y Cano, 1994). Los
resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado dentro de la medicina
tradicional, pues se encontr6 que el fruto ademas de tener buena calidad nutricional, es
medicinal, por lo que se puede catalogar como un nutracéutico ademas de que se
valida el uso medicinal tradicional de esta especie.

Del estudio bromatolégico (Cuadro 3) que fue la cuantificacion de carbohidratos,
lipidos, proteinas y vitamina C, los resultados concuerdan con Villanueva (2006) pues
ella hizo una caracterizacion parcial de la pulpa de C. procera; estos resultados también
concuerdan con Badui (1999) ya que menciona que los frutos por lo regular contienen
del 20 al 30% de carbohidratos, el <1% de proteinas y <1% de lipidos. En este estudio
se encontré que el porcentaje de carbohidratos es del 29%, de los cuales el 3.3% es
Sacarosa, el 8.8% es Glucosa y el 10.7% es Fructosa (Figura 1), estos tres azucares
son muy comunes en los frutos; los cuales son muy saludables por su rapida absorcién
(Badui, 1999).

La cuantificacién de lipidos del fruto fue del 1% (Figura 2), los lipidos mas
representativos son el acido palmitico, es una acido graso saturado que favorece el
aumento de colesterol, sin embargo este acido graso se encuentra en bajas
concentraciones ademas de que es muy comun encontrarlo en los vegetales (Alenguer
et al., 2002), acido oléico que ejerce una accion beneficiosa en los vasos sanguineos y
corazén, pues aumenta el colesterol “bueno” (HDL) contribuyendo a reducir las
enfermedades cardiovasculares (Saavedra, 2000); el escualeno, es un aceite natural

que se le atribuye actividad antioxidante y antitumoral (Smith et al., 1998), también se
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ha visto que tiene un efecto citoprotector sobre células hematopoyéticas
pluripotenciales de la M.O (Das et al., 2003) actualmente se ha utilizado como un
adyuvante en vacunas para mejorar su eficacia (Giudice et al., 2006) también el
escualeno se produce en abundancia por los seres humanos, para quien sirve como un
precursor del colesterol y las hormonas esteroideas (Granner, 2000); el campesterol es
un fitosterol que se le atribuyen propiedades antiinflamatorias, antitumorales,
bactericidas y fungicidas, sin embargo, el efecto mejor caracterizado cientificamente, es
el hipocolesterolemiante para el colesterol total y el colesterol LDL (Valenzuela, 2006) y
Vitamina E que es antioxidante (Leyva y Leyva, 2008).

Un miembro de la familia Anacardiaceae es el Mango (Mangifera Indica), en el
cual se han descrito que contiene, campesterol, acido palmitico y acido oleico, también
es usado en la medicina tradicional de diversos paises como Cuba para aliviar las
diarreas (Garrido-Garrido, 2010), los resultados de la presente investigacion

concuerdan ya que el fruto de la Chupandilla y el Mango pertenecen a la misma familia.

En cuanto al contenido de proteinas y vitamina C, como ya se habia mencionado
antes concuerda con el estudio realizado por Villanueva (2006), al encontrar 0.86% de
proteina y el 0.44% de Vitamina C. Murillo (2006) determina la cantidad de vitamina C
de diversos jugos de frutas entre ellas la Mora, la Guanabana y la Pifa, los valores
oscilan entre el 0.25% y el 0.39%, colocando al fruto de la chupandilla por arriba de
estos resultados, haciéndolo un fruto rico en vitamina C al tener un 0.44% de ésta

vitamina por cada 100mL de jugo.

Respecto a la actividad antioxidante del fruto, (Figura 3) la CAsy para el extracto
M1 es de 80.6 ug/mL, para el extracto M2 es de 69.7 yg/mL, y para el extracto hexanico
es de 90.1 ug/mL; el control positivo (Catequina) tuvo una CAsy de 3.94 ug/mL, de
acuerdo con Murillo (2006) las frutas contienen gran cantidad de compuestos
polifendlicos, uno de ellos es la vitamina C o acido ascérbico, que tiene la capacidad de
atrapar radicales libres previniendo el proceso de oxidacion celular. Sin embargo un

grupo sumamente amplio que pertenece a los polifenoles son los flavonoides, la
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catequina que se utilizd como control positivo petenece a este grupo, que por sus
caracteristicas estructurales son considerados potentes inhibidores de la oxidacién
(Bravo, 1998); pero en muchos estudios in vitro los compuestos fendlicos han
demostrado alta actividad antioxidante, incluso mayor que la representada por
vitaminas (Re et al.,1999), lo cual concuerda ya que el fruto de la chupandilla no sélo
contiene vitamina C, sino, que también tiene vitamina E, esta vitamina se encuentra en
el extracto hexanico, sin embargo éste extracto no tiene una buena actividad
antioxidante comparado con el extracto M1 y M2, por lo que el extracto M2 puede tener
ademas de vitamina C, algunos polifenoles responsables de la actividad antioxidante,

pues es el que mejor actividad antioxidante presenta de los tres extractos.

El rendimiento del extracto crudo del fruto de C. procera fue del 23.8%, a este
extracto se le hizo una particiéon teniendo asi que el extracto M2 fue el que tuvo mayor
rendimiento con un 10.12% en comparacion al extracto hexanico 0.47% (Cuadro 5,
Figura 5). Estos resultados indican que el fruto presenta en mayor cantidad compuestos
de naturaleza polar. Esto concuerda con Eleno (2010) que reporta una mayor cantidad
de compuestos polares en el extracto del fruto inmaduro y maduro del fruto de C.

procera, encontrando polifenoles, taninos, y flavonoides.

De acuerdo a los resultados de la actividad antibacteriana el extracto hexanico
no presentd actividad sobre ninguna de las especies bacterianas ensayadas. Por otro
lado los extractos M1 y M2, fueron activos tanto en bacterias Gram positivas como en
Gram negativas. Sin embargo hay diferencias significativas (P<0.05; F= 5.189) entre la
actividad de los extractos M1 y M2, pues como se observa en el cuadro 6 y figura 5, el
extracto M2 es activo en 11 de las 13 cepas probadas, un dato importante es que el
extracto es activo en 6 de las 8 cepas Gram negativas probadas, estos resultados son
relevantes pues la mayoria de las enfermedades gastrointestinales son relacionadas
con este grupo bacteriano (Chart, 2002; Foster, 2000; Mims et al, 1999), concordando
con el uso tradicional reportado para este fruto. Las diferencias entre la sensibilidad de

los grupos bacterianos probablemente se debe a la composicién estructural de las
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bacterias y a la susceptibilidad de cada cepa al extracto probado, ya que los péptido
glucanos en el caso de las bacterias Gram positivas se encuentran inmersos en una
matriz compuesta de acidos teicoicos, teicuronicos y lipoteicos; confiriéndole a la pared
celular una carga negativa neta, que es necesaria para que la célula pueda asimilar
cationes divalentes, esta caracteristica la hace mas sensible a los compuestos polares,
a diferencia de las Gram negativas en las que la membrana es mas resistente a los
disolventes organicos y menos permeable a las moléculas de caracter hidrofébico
(Cimanga et al., 2002; Gros et al., 1985; Nikaido y Nakae, 1979); ademas de la
resistencia adquirida por las bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas,

como por ejemplo la produccion de R-lactamasas (Zampini et al., 2007).

En la determinacion de la CMI y CBM de los extractos M1 y M2, (Cuadros 6),
resultaron ser mas sensibles las bacterias V. cholerae Tor y S. aureus 29213 (CMIl y
CBM: 4 y 8 CMly CBM= 2y 8 mg/mL respectivamente) al extracto M2, esto
probablemente a que los compuestos responsables de la actividad antibacteriana se
encuentran en mayor concentracion, resultado de la particion con Hexanos (Katzung y
Trevor 1997).

De acuerdo con los resultados a las curvas de crecimiento (figuras 6 y 7) un
antimicrobiano se puede clasificar segun su efecto como bactericida o bacteriostatico; el
extracto M1 resultdé ser bacteriostatico frente a S. aureus 29213 en todas las
concentraciones ensayadas (2, 4 y 6mg/mL), y en V. cholerae Tor, es bacteriostatico a
concentraciones de 2, 4 y 8mg/mL y para el extracto M2 de igual forma el efecto es
bacteriostatico tanto para S. aureus 29213 (1, 2 y 8mg/mL) como para V. cholerae Tor
(2, 4, y 8mg/mL). De acuerdo con Davis et al., (1996) la accidén bactericida depende de
la lesion irreversible de un elemento celular que no puede ser sustituido, como el ADN o
la cubierta celular, otro punto de accién bactericida son las proteinas requeridas para la
sintesis de ARN y los ribosomas.
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Esta actividad antibacteriana se le atribuye a diferentes compuestos, ya que en el
analisis quimico de los extractos M2 y Hexanico (Figura 12 y 13) se deteminé Acido
linoléico, Quinolinona y acido esteérico para el extracto M2. El acido linoléico y el acido
estearico desestabilizan la membrana celular de las bacterias Gram positivas
haciéndola mas permeable causando un estrés osmoético (Dantas et. al., 2002;
Greenway y Dike, 1979) y de las Quinonas su mecanismo de accion estda ampliamente
estudiado pues son antibioticos cuyo blanco primario son la ADN girasa en organismos
Gram negativos y la topoisomerasa IV en organismos Gram positivos, ambas enzimas
son esenciales para la replicacion y transcripcion del ADN donde la inhibicion de estas
funciones conduce a una muerte celular (Leyva y Leyva, 2008). Para el extracto
Hexanico se determind acido palmitico que es un acido graso saturado presente en
todos los frutos y que no posee actividad antimicrobiana (Alenguer et al., 2002),
también se determiné Vitamina E que es un antioxidante (Fernandez et al., 2002),
ademas también se determind acido linoléico, sin embargo a pesar de que se le
atribuye actividad antibacteriana, éste extracto no presenté actividad antibacteriana, por
lo que se sugiere que la combinacion del acido linoléico, acido estearico y las quinonas
en conjunto son los responsables de dicha actividad del extracto M2 y por ende del

extracto M1 ya que es el extracto que tiene los compuestos del extracto M2 y Hexanico.

Con respecto a la citotoxicidad, se utilizaron células Caski que es una linea
celular derivada de carcinoma cervicouterino con secuencias integradas de HPV 16 y
de acuerdo con los resultados se necesitan concentraciones menores del extracto
hexanico del fruto de C. procera en comparacion del extracto M1 y M2, pues con
9ug/mL, se alcanza la concentracién letal media. Estos resultados concuerdan con
Martinez (2009) y Rodriguez et al. (2006), pues ellos encontraron que el extracto
hexanico de la corteza del arbol de donde proviene este fruto es toxico y aunque
utilizaron otro modelo biolégico para probar sus extractos pues determinaron la
toxicidad utilizando Artemia salina Il, los resultados concuerdan (Cuadro 7 y Figura 8).
Por lo que los resultados de citotoxicidad del fruto de C. procera de acuerdo con el

Instituto Nacional de Cancer (NCI) las concentraciones que son consideradas como
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activas son de <20ug/mL para los extractos y para los compuestos puros un valor de
<4pg/mL (Vega-Avila et al., 2009) y la citoxicidad del extracto M1 es de 14.86 ug/mL y
de M2 de 22.03 pg/mL asi como del extracto hexanico antes mencionado entran dentro
de los rangos de actividad, sugiriendo asi que el extracto M1 y Hexanico son toxicos,
con lo cual se pueden proponer estos dos extractos como candidatos para realizar
protocolos de cancer y asi referir otra propiedad del fruto de C. procera como

anticancerigeno.

Por lo antes mencionado es posible catalogar al fruto de la Chupandilla como un
nutracéutico ya que sus propiedades alimenticias son optimas y presenta actividad
antibacteriana, antioxidante y probablemente anticancerigena, validando asi el uso

etnomedicinal.

CONCLUSIONES

e El fruto de la Chupandilla poseé carbohidratos, lipidos, proteinas y vitaminas en
concentraciones adecuadas por lo que puede ser considerado como un alimento
nutritivo.

e El extracto M1 y M2 del fruto inhibe el crecimiento bacteriano mostrando actividad
bacteriostatica sobre cepas Gram positivas y Gram negativas.

e El extracto M2 es estadisticamente mas activo que el extracto M1.

e El extracto Hexanico no posee actividad antibacteriana.

e El extracto M2 no es téxico de acuerdo con el Instituto Nacional de Cancer.

e El Fruto de C. procera posee propiedades medicinales y nutricionales que lo hacen

ser un producto nutracéutico.
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PERSPECTIVAS

Es importante continuar el estudio del fruto de C. procera debido a que su uso
no solo se limita a ser utilizado como alimento y medicinal, sino que se podria utilizar
para otro tipo de afecciones, por lo que se propone realizar los siguientes estudios.

1. Seguir realizando estudios para la evalucion de otras actividades bioldgicas
como antitumoral, cicatrizante y antiparasitarios.

2. Realizar una cromatografia para obtener la fraccibn mas activa y determinar
los compuestos responsables de la actividad antibacteriana

3. Complementar el estudio toxicoldgico utilizando otras lineas celulares, para
implementar un estudio in vivo.

APENDICES
APENDICE 1

Descripcion botanica de la planta estudiada.

Cyrtocarpa procera (Kunth).

Nombre comun:

Chupandilla, copalcojote. Estado de México: chucum-pum. michoacan:
chucumpuz, chupandia. Nayarit: chocote, puei (cora) (Argueta y Cano 1994). Puebla:
Chupandilla (Canales, 2005).

Botanicay ecologia:

Arbol de 6 metros de altura o mas alto, cubiertos con vellos. Las hojas parecen
plumas; tienen un soporte que las une a los tallos, alados. Presentan racimos de flores
blancas. Los frutos estan cubiertos de pelos y miden 2 cm. de largo (Argueta y Cano,
1994) (Figura 13).
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CYRTOUARPA procera

Figura 13: Cyrtocarpa procera

Originario de México. Habita en climas calido, semicalido, semiseco y templado
entre los 600 y los 1100 msnm. Planta silvestre, asociada a bosques tropicales
caducifolio y subcaducifolio, bosque espinoso, bosque mesofilo de montafia, bosque de

encino y de pino (Argueta y Cano, 1994) (Figura 14).
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Figura 14: Mapa de la distribucion geografica de Cyrtocarpa procera.

Etnoboténica y antropologia:

Se usa comunmente, en el Estado de México para resolver trastornos del
aparato digestivo, tales como diarrea rebelde y disenteria. La corteza es la parte de la
planta que mas se utiliza. Preparada en cocimiento junto con cuachalalate (Juliania
adstringens (Schltdl) Schltdl) se emplea para lavar heridas y llagas, y lograr una
cicatrizacién mas rapida; administrada por via oral, se usa para quitar el dolor de cintura
en Nayarit. Se recomienda masticarla para curar el dolor de muelas y la tos, en
Michoacan. Otros usos medicinales que recibe se refiere a bajar la fiebre y contra la

lepra. Se le atribuyen propiedades afrodisiacas y astringentes (Argueta y Cano, 1994).

Historia:
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En el siglo XVI, Francisco Hernandez relata: “el fruto es muy astringente y destila
una baba sumamente glutinosa; ésta, untada, cura las fiebres, se administra contra las
disenterias y las diarreas. Para el siglo XX Maximino Martinez la mencion6 como eficaz
contra la lepra (Argueta y Cano, 1994) (Figura 15).

Figura 15: Fruto maduro de C. procera

Existen varios datos que sugieren que Cyrtocarpa procera tiene un efecto
antidiarreico, antiinflamatorio, contra la tos, etc. la poblacion la utiliza para estos
malestares y otros (Argueta y Cano, 1994).

APENDICE 2:

Zona de colecta

El fruto de C. procera se colecté en el poblado de San Rafael, municipio de
Coxcatlan, que se localiza al sureste de Tehuacan, en el valle de Tehuacan-Cuicatlan,
entre 18°12" y 18°14’ de latitud norte, asi como 97°07’ y 97°09’ de longitud oeste, con
un rango de altitud de 957 a 1400 m.s.n.m. (Figura 16).

39

——
| S—



Propiedades Nutracéuticas del Fruto de Cyrtocapa procera Kunth

98°00' 97°45' 97°30" 97°15' 97°00' 96°45' 96°30'
18°45! J.ﬁﬁ;}: 18°4
J"’t%x“j
Puebla \ \\
18°30" 7 \ 18°3
18715 N 18°1
Resarva de la Bidsfera E
@ HNicleos Urbanos
18°00" — Limita astatal & 18°0
Intervalos de aflited en metros
B 245 - 8as
889 - 1332
B 13331776
oar]_ | I 1777 - 2221
177451~ 2222 - 2665 i i
B ocos - 2100 Tamazulapan
10 ‘U 30
17°30' I 1 ! 17°3
9800 97°45' 97°30" 9715 97°00" 96°45' 96° 30
Figura 16: Ubicacidon geogréafica del poblado de San Rafael
Clima

El clima es de tipo Bs (h’) w” (w) de acuerdo con la clasificacion de Koeppen,
modificado por Garcia (1981), el cual corresponde a un tipo seco o arido con lluvias en
verano y temperatura media anual de 22 °C, variando entre 25 °C en abril y mayo, y 18
°C en enero (Medina, 2000). Valiente (1991) calcula una precipitacion anual de 364.6
mm para la zona; cerca de los 386.57 mm registrada en 1988 en la estacion climatica
Tilapa, situada a 3.25 Km al sur de la zona de estudio. En 1998 los 763.7 mm de
precipitacion casi duplicaron el promedio anual, concentrandose en los meses de junio

a noviembre.

Hidrografia
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El sureste de Puebla se encuentra irrigado por el Rio Salado. La parte sur del
Valle de Tehuacan-Cuicatlan es drenado por el Rio Grande o Tomellin, que fluye al
norte desde Oaxaca; uniéndose cerca de Quitepec los dos forman el Rio de Santo
Domingo, el cual corta la Sierra Madre de Oaxaca en direccion este y eventualmente se
vuelve el Rio Papaloapan. El Rio Tehuacan encuentra su camino al oeste del Cerro
Colorado, para entrar en el Valle de México cerca de San Diego, Chalma. Este pequefio
rio el cual se convierte en el Rio Salado, se une por un niumero de cortas ramificaciones

alcanzando la Sierra Madre de Oaxaca en el noreste (Salcedo-Sanchez, 1997).

Edafologia

El origen del suelo data del periodo Cuaternario, era Cenozoica. Los suelos en
las regiones estan pobremente desarrollados y pueden ser divididos en dos grandes
tipos: regosoles, predominantemente calcareos y regosoles eéutricos y xerosoles,

predominantemente xerosoles haplicos.

Vegetacion

La vegetacion predominante es un bosque tropical caducifolio, donde Escontria
chiotilla (F. A. C. Weber) Rose y Pachycereus weberi (J. Coulter) Backeberg son
particularmente abundantes (Valiente-Banuet et al., 2000).

Fernandez (1999), reconocidé por nivel topografico los siguientes tipos de
vegetacion en San Rafael: Cordonal de Pachycereus weberi (J. Coulter) Backeberg,
que se caracteriza por el predominio de cactaceas columnares (cardones).

Chiotillal de Escontria chiotilla, en el nivel proximo al cauce del rio, sobre niveles
de terreno de 0.7 a 1.5 m por encima del nivel basal de esta region, con una alta
densidad arbustiva.

Cuajiotal con especies dominantes como Bursera morelensis Ramirez, Mimosa
polyantha (Brandegee), Fouqueiria formosa (Kunth), asi como arbustos y hierbas como
Sanvitalia fructicosa (Helms), localizada aproximadamente a 1.5-3.5 m por encima del

nivel basal.
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Fouqueria con especies dominantes como Fouqueria formosa, Bursera aptera
(Ramirez), Mimosa polyantha, Ceiba parvifolia (Rose), Manihotoides pasiflora
(Brandegee), Senna wisliseni (DC), Mimosa luisiana (Brandegee) y Sanvitalia
fructicosa. Localizada en el nivel mas alto, de 3.5 a 5 m por encima del nivel basal. La
densidad de plantas en los estratos arbustivos y herbaceos es muy baja, dominado en
su totalidad por Sanvitalia fructicosa.

En un estudio etnobotanico realizado en San Rafael (Rosas, 2003), se determiné
un total de 374 especies pertenecientes a 249 géneros y 87 familias botanicas, de las
cuales 368 especies fueron registradas con uno o mas usos (18% son usadas como
plantas medicinales). Las familias con un mayor numero de especies fueron
Asteraceae, Cactaceae, Solanaceae, Araceae y Euphorbiaceae, que corresponden a

las familias mas representativas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

La poblacion.

La comunidad de San Rafael, es relativamente joven. Se fundd a principios del
siglo XX y cuenta con 298 habitantes (151 mujeres y 147 hombres) (Secretaria de
Salud, 2001). La mayor parte de la poblacién actual es nativa de San Rafael y la
actividad econdmica mas importante es la agricultura, cuyo principal ingreso proviene
del cultivo de la cafia de azucar. También se dedican a la cria de ganado caprino, la

recoleccion de frutos, semillas, lefia y madera para diversos fines (Rosas, 2003).
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APENDICE 3
Cuantificacién de carbohidratos

(Gonzélez y Pefialosa, 2000).
Extraccion de carbohidratos de una muestra vegetal
Tejido Seco
1. Pesar 25 mg de muestra seca de fruto en un tubo de centrifuga de 50mL y se le agregan
unas gotas de etanol al 80%.
2. Dispersar cuidadosamente en 5 mL de agua destilada
3. Extraer los compuestos solubles de bajo peso molecular con 25 mL de etanol al 80%.
4. Agitar, mantener en reposo por 5 minutos y centrifugar a 10 000 rpm por 15 minutos,
extraer 3 veces mas con 10mL de etanol caliente al 80%

5. Concentrar los sobrenadantes combinados.

Tejido fresco
1. Se pesan 100 ug de la pulpa del fruto y se le agregan 2mL de etanol frio al 80%
2. Se enfria en un bafio de hielo por 15 minutos para precipitar proteinas.
3. Se centrifuga a 10000 rpm por 15 minutos, se decanta el sobrenadante y se evapora en
vacio a sequedad.

4. Reconstituir en 5mL de agua destilada

Cuantificacion de carbohidratos por el método de Nelson-Somogy
(Gonzélez y Pefialosa, 2000).

Se hace reaccionar un azucar reductora (como glucosa) se forma éxido cuproso
de color rojo, debido a la donacion de electrones del reductor al oxidante (el ion Cu®* se
transforma en i6n Cu®). Ya que el 6xido cuproso precipitado insoluble no puede
valorarse fotométricamente, por lo que se trata con reactivo de arsenomolibdato para

transformarse a un ién verdoso que se mide en el fotocolorimetro.
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Al estar los reactivos en exceso el agente reductor es el factor limitante; por lo
cual se puede usar para determinar la cantidad de Cu,O que es proporcional a la
cantidad de glucosa originalmente presente. La sensibilidad es de 25 a 250ug/mL.

1. Se construye la siguiente serie de tubos:

1 2 3 4 5 6
Patrén de glucosa (mL). -- 0.25 0.50 0.75 1.0 --
Agua destilada (mL). 1.0 0.75 0.50 0.25 -- --
Problema (mL). -- -- -- -- -- 1.0
Reactivo de cobre (mL). 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

2. Se tapan los tubos con papel aluminio y se colocan en bafio maria hirviente por
20 minutos, enfriar con agua corriente.

3. Se agrega a cada tubo 1mL del reactivo de arsenomolibdato.

4. Agregar a cada tubo 7.5mL de agua destilada.

5. Mezclar por inversién cada tubo y leer en el fotocolorimetro a 565nm utilizando el
tubo 1 como blanco.

6. Se construye una curva patron y se interpola la absorbancia de los tubos

problema.

Patrén de glucosa (200 pg/mL).

Disolver 600ug de glucosa en 3mL de agua destilada.

Reactivo de Cobre

400mL de agua destilada + 40g de carbonato de sodio anhidro y disolver. Agregar 7.5gr.
de acido tartarico y disolver otra vez. Enfriar si es necesario. Agregar 4.5g de sulfato de cobre
(CuSO,4 . 5H,0) y disolver. Aforar a 1L y envasar en frasco ambar. Dejar madurar por 2

semanas.

Reactivo de Arsenomolibdato
Disolver 50gr. de molibdato de amonio en 900 mL de agua destilada, agregar 42mL de
H,SO, concentrado lentamente y afadir 50 mL de solucién de ortoarseniato disédico al 12%

(NaHAsO,). Mezclar bien e incubar a 37°C durante 24 a 48 horas. Envasar en frasco ambar.
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APENDICE 4
Determinacion de Carbohidratos por cromatografia de alta resolucion (HPLC).

La cromatografia es una técnica de separacion extraordinariamente versatil que
presenta distintas variantes. En toda separacién cromatografica hay dos fases (solida,
liqguida o gas) una mévil y otra estacionaria, que se mueven una con respecto de la otra
manteniendo un contacto intimo. La muestra se introduce en la fase movil y los
componentes de la muestra se distribuyen entre la fase estacionaria y la moévil. Los
componentes de la mezcla a separar invierten un tiempo diferente en recorrer cada una

de las fases, con lo que se produce la separacion.

Para esta determinacién se pesan 0.01gr de muestra seca del fruto y se agregan 5ml de
agua destilada, se homogeniza muy bien, se centrifuga a 14000 rpm por 2 minutos, se inyectan
30pl del sobrenadante al HPLC, el cual tiene una columna para carbohidratos (SUPELCOGEL™
Ca) de 30cm x 7.8 mm, la fase movil es agua y esta acoplado a un detector de refracciéon de la
luz.

El cromatograma es comparado con muestras patron, en este caso fueron utilizadas
Fructosa, Sacarosa, Maltosa, Inulina y Glucosa, estos patrones se prepararon pesando 1mg
diluyéndolo en 1mL de agua destilada y se inyectaron de igual forma 30uL al HPLC.

Para determinar si estaban presentes estos patrones en la muestra del fruto, se
solaparon los cromatogramas con ayuda del programa Instrument (On line) Method & Run
control, se compararon los tiempos de retencién y longitud de refraccion y finalmente se calculé

el contenido de cada compuesto con la altura de cada pico.

APENDICE 5
Cuantificacion de Proteinas por el método de Bradford.

(Gonzélez y Pefialosa, 2000).
Para la extraccion de proteinas se pesan 10gr del fruto (cascara y pulpa) y se
homogeniza en un mortero con 2mL de la solucién Tris-HCI 50mM a pH=7.3 con PVP al

0.1%, depositar en un tubo microcentrifuga y centrifugar a 14 000 rpm por 5 minutos.
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Se recupera el sobrenadante para realizar la cuantificacion por el método de

Bradford, se prepara la siguiente serie de tubos.

1 2 3 4 5 6 7
Patron de BSA (mL). - 0.1 0.2 0.3 04 05 -
Agua destilada (mL). 1.0 0.9 0.8 0.7 06 0.5 1.0
Problema (mL). -- -- -- -- -- -- 100pL
Reactivo de Bradford (mL). 50 5.0 5.0 5.0 50 5.0 5.0

BSA: albumina bovina sérica

Mezclar bien cada tubo y leer en el espectrofotdmetro a 595nm.
Reactivo de Bradford

Pesar 100mg. de Azul de Commasie G250 y disolver en 50mL de etanol al 96%,
agregar 100mL de &cido fosforico al 85% y aforar a 1L con agua destilada, filtar y

almacenar en frasco ambar, madurar durante 12 horas.

APENDICE 6
Determinacion del acido Ascorbico (Vitamina C).

(Murillo, 2006).
Principio

El acido ascoérbico es determinado por titulacion con el indicador 2, 6-
diclorofenolindofenol, el cual es reducido por el acido ascérbico a una forma incolora
Reactivo

Solucién de 2,6 —diclorofenolindofenol: Disuelva 800mg del indicador en cerca de
500 ml de agua caliente recientemente hervida. Si es necesario filtre y complete 1| con
agua destilada. Guarde bajo refrigeracion en una botella oscura. Use dentro de 7 dias.
Acido Acético 10%
Patrén de acido ascorbico: se diluyen 100 mg. de acido ascorbico en 100 mL de agua

destilada.
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Procedimiento

Pipetee 2mL de la solucion patrén de acido ascorbico en un Erlenmeyer de
250mL, adicion 10mL de acido acético al 10% y 50 mL de agua destilada. Titule el
contenido de Erlenmeyer con la solucion de 2,6 diclorofenol indofenol, hasta que un
color ligeramente rosado persista por 15 segundos. Calcule los mg. de acido ascérbico
que son equivalentes con 1mL de indicador. Titule 10mL del jugo de la fruta de la
misma manera que el patron. Calcule la cantidad de acido ascérbico en 100mL del jugo

de la fruta.

APENDICE 7
Método de difusidén en agar de Kirby-Bauer

(Vanden Berghe y Vlietinck, 1991)

Este método se utiliza para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana

de los extractos y de las fracciones obtenidas de las cromatografias.

Medio.

Se utiliza como medio de cultivo estandar el agar Muller-Hinton. Es importante
que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si es mas fino, los
antibioticos tienden a difundir mas en direccion lateral aumentando el tamafio de las
zonas de inhibicién; un agar de mas de 4 mm de espesor produce una mayor disolucion
del antibidtico hacia abajo, con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de

inhibicion.

In6culo.

Con un asa de siembra se tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias. Se
sumerge el asa en 10 mL de caldo Muller-Hinton, se enjuaga bien en el liquido para
descargar todo el material y luego se retira el asa, el tubo de cultivo se incuba a 37°C

durante aproximadamente 18 a 24 horas, o hasta que la turbidez del medio sea
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equivalente al estandar N° 0.5 de MacFarland. Esto equivale a una concentracién de
aproximadamente 1.5x10®8 UFC/mL El estandar 0.5 de MacFarland se prepara
afiadiendo 0.5 mL de sulfato de bario a 99.5 ml de H,SO,4 0.36 N. La comparacion de la
turbidez entre el estandar y el caldo con el organismo en estudio se puede efectuar con
un espectrofotdmetro a 640 nm.

Una vez logrado esto, se sumerge un hisopo de poliéster, estéril y seco en la
suspension de levadura, antes de retirarlos se elimina el exceso de liquido haciendo
rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo se inocula la superficie
de una placa con agar de Muller-Hinton. Previamente, se deja que la placa alcance
temperatura ambiente; es aconsejable mantener la tapa entreabierta para permitir la
evaporacion de cualquier exceso de humedad de la superficie de agar. Finalmente, se
siembra mediante estria en por lo menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en

angulos de aproximadamente 60° luego de cada estria.

Aplicacion de sustancias.

Se utilizaron sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel Whatman del N°
5. En todos los casos se hacen diluciones para que los sensidiscos lleven la cantidad
deseada de producto. Se utilizan 2 mg de los extractos disueltos en 10 mL del solvente
correspondiente a cada extracto. Al llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los
discos impregnados con las sustancias a evaluar se colocaran en la superficie del agar
manualmente, utilizando una pinza estéril y deben colocarse por lo menos a 22 mm uno
de otro y a 14 mm del borde de la placa para evitar que las zonas de inhibicion se
superpongan o se extiendan hasta el margen de la placa. Los sensidiscos se deben
presionar suavemente con la punta de la pinza, cuidando de no moverlos una vez
colocados en su lugar. Sobre cada sensidisco se coloca la concentracion de cada

extracto a evaluar. Los sensidiscos se preparan 24 horas antes del bioensayo.

Control negativo.
Sensidiscos a los que se les agrega 10 uL del solvente empleado para disolver

el problema.
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Control positivo.
Se evalua la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos

impregnados con 25 ug de cloranfenicol.

Incubacién.

Una vez preparadas convenientemente las placas para la prueba de
susceptibilidad, se colocan en una incubadora a 36 °C, sin mayor tension de CO,. Es
preciso evitar presién de CO, debido a que se puede formar acido carbodnico en la
superficie humedecida del agar, provocando un descenso de pH. El desarrollo de
algunos microorganismos es debido al pH acido, lo cual tiende a estrechar falsamente
la zona de inhibicion. Asi mismo, la actividad de diversos antibiéticos puede aumentar o
disminuir con la caia del pH, produciéndose diferencias en las velocidades de difusion y

alteraciones de las zonas de inhibicion.

Interpretacion de resultados.
En el caso de existir zonas de inhibicion se reporta el extracto como activo. Las
zonas de inhibicidbn se miden con una regla de calibracion en milimetros. En todos los

casos, esta prueba se hace por triplicado y se reportan los valores promedio.
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APENDICE 8
Microtécnica de dilucién en caldo

(Koneman, 1985)

La microtécnica de dilucion en caldo se utiliza para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y de la concentracion bactericida minima (CBM).
Medio.

La suceptibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos se determina en
una serie de microtubos moldeados en una placa plastica con 96 concavidades (placa
de ELISA). La placa se prepara colocando 50 yL de caldo Mueller-Hinton (Bioxon 260)
con la concentracion del extracto probado en las concavidades apropiadas (0.25, 0.50,
0.75,1.0, 1.5y 2.0 mg).

Inoculo.

Se prepard una suspension bacteriana inoculando una asada de la colonia en
estudio en 10 mL de caldo Mueller-Hinton (Bioxon 260) y se incuba a 35°C durante 24
horas (produciendo una concentracion bacteriana de aproximadamente 10°
organismos) y se diluyeron en caldo Muller-Hinton para obtener una concentraciéon
aproximada de 10° organismos/mL En cada una de las 96 concavidades se colocaron

50 uL de esta suspension diluida.

Control negativo.
Como control negativo se coloca 50 uL de caldo Mueller-Hinton con el solvente

empleado para disolver el problema.

Testigo.
El testigo se prepara colocando 50 pyL de caldo Mueller-Hinton en las

concavidades mas 50 pL del cultivo bacteriano.
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Incubacion.
Una vez cargada la placa con la suspension bacteriana, se cubre con una tapa
para evitar el desecamiento durante la incubacién. Todas las placas se incuban a 35°C

durante 24 horas.

Interpretacion de resultados.

Después del tiempo de incubacién se afiade a cada concavidad 50uL de una
solucion al 0.08% de sal de tetrazolio oxidada (TTC). La placa se incuba 30 min. En las
concavidades donde se desarrollen organismos, el colorante es reducido a color rojo
visible, produciendo un botdon rojo en el fondo de la concavidad. Donde no hay
desarrollo, la solucién permanece clara.

La concentracion a la cual existe una disminucidn drastica del crecimiento
representa la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la concentracién que produce
una inhibicion completa del desarrollo representa la Concentracion Bactericida Minima

(CBM). En todos los casos, esta prueba se hace por triplicado.

APENDICE 9

Efecto del extracto sobre la curva de crecimiento bacteriano

(Muroi et al., 1993)

Este método se emplea para determinar el efecto que tiene el extracto y las
fracciones de las cromatografias sobre el crecimiento bacteriano, basandose en las CMI

y CBM y asi determinar los impactos necesarios para que se produzca la inactivacion.

Medio.
Se utiliza como medio de cultivo estandar el agar Muller-Hinton. El medio se
coloca en cajas septadas. Es importante que el medio alcance en la placa un espesor

uniforme de 4 mm.
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Inoculo.

Se prepara el indculo con aproximadamente 1x10® bacterias/mL en un tubo de
ensayo con 10 mL de caldo Mueller-Hinton (esta concentracion bacteriana se obtiene
en un periodo de 24 horas de incubacion).

Con ayuda de una micropipeta, se inoculan 0.1 mL de la suspensién de bacterias
en los tubos que contienen los extractos a evaluar. La concentracion final es de
aproximadamente de 1x10° bacterias/ mL de caldo en cada tubo. Se incubara en una
estufa a 35°C sin presion de COg,

Aplicacion de sustancias.

Se prepara en tubos con 10 mL de caldo Mueller-Hinton con las concentraciones
de CMI y sus multiplos medios; esto es, la mitad del CMI (*2 CMI) y CBM. Se muestrea
cada hora durante los primeros 4 tiempos: To-0, T4-1, T2-2, T3-3, T4-4 (tiempo-horas
trascurridas), después 2 muestreos cada dos horas, un muestreo a las 12 hrs y
finalmente a las 24 hrs. En cada tiempo se realizan diluciones en tubos con solucion

salina para determinar las unidades formadoras de colonias en cada tubo.

Testigo.

Se prepara un tubo sin extracto como testigo.

Incubacion.

Las cajas se incuban durante 24 hrs a 35°C.
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Interpretacion de resultados.

Se cuentan las colonias de cada concentracion y dilucion. Se grafica el Log del
numero de sobrevivientes contra el tiempo para determinar el numero de impactos
necesarios para que se produzca la inactivacion, se prolonga la zona lineal de la curva

de supervivencia hasta su insercion con el eje de las ordenadas.

APENDICE 10

Método de reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH)

(Okusa et al., 2007)

La actividad antioxidante se evalua midiendo el grado de decoloracién
(desvanecimiento del color violeta intenso a amarillo claro), de una solucién metandlica
de 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) por la adicion del compuesto activo a diferentes

concentraciones (2-100 ppm), por medio de espectrometria UV-VIS.

Aplicacion de sustancias.

En una placa de ELISA se adicionan 50 ul de la solucion problema a diferentes
concentraciones (2-30 ppm) por triplicado, posteriormente a cada pozo con las
concentraciones sefaladas, se adicionan 150 pl de una solucién metandlica de DPPH
cuya concentracion final es de 100 yM; inmediatamente se protege de la luz y se
mantiene en agitacion constante durante 30 min a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo

se determina la absorbacia a 517 nm en un lector de ELISA.

Control negativo.

Pozos con 200 pl de metanol.

Control positivo.

Se utiliza quercetina a las mismas condiciones que el compuesto problema.
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Interpretacion de resultados.
Los resultados se reportan obteniendo el porcentaje de reduccion y se calcula

con la siguiente formula:

% de reduccion= (C-E/C) 100
En donde:
C= Absorbancia del control positivo

E= Absorbancia del experimental (Mezcla DPPH + compuesto problema)

APENDICE 11

Citotoxicidad

La citotoxicidad se realiza mediante la técnica de cristal violeta, en la cual se
utilizan células CASKI (células epiteliales tumorales de cérvix) éstas se ponen a
proliferar en medio de cultivo RPMI enriquecido con suero fetal Bovino al 10% y 0.5mL
de antibidtico (GIBCO 15240), una vez saturada la caja de cultivo se despegan las
células con 1mL de tripsina-verseno al 0.05%, se centrifugan para ser cultivadas en
placas de Elisa de 96 pozos, con 30 000 células por pozo, las cuales se dejan reposar
por 2 horas para que se adhirieran a la placa a una temperatura de 37°C, con una
atmosfera de CO, del 5% y 95% de aire una vez que se adhirieron a la placa se le
anaden concentraciones seriadas de los extractos del fruto de 250, 125, 62.5, 31.25,
15.625, 7.81, 3.90, 1.95, 0.97, 0.48, 0.24 ug por pozo y se dejaron interactuar por 24
hrs, posteriormente se lavan con PBS 1x, y se fijaron con 30 uL por pozo de
glutaraldehido al 1.1% por 10 minutos, las placas fueron lavadas y secadas al aire. Se
afiadieron 50uL/pozo del colorante cristal violeta al 0.1% en solucién amortiguadora de
acido férmico pH 6.0 y se mantuvieron por 10 minutos en agitacion. Después de la

tincion se lavan 3 veces las cajas de cultivo con agua de tal manera que el colorante no
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asimilado sea retirado de los pozos. Posteriormente se afaden 50ul/pozo de acido
acético al 10% dejando en agitacién constante por 20 minutos a temperatura ambiente
para desteiir las células y que el colorante quede en suspension de forma homogénea.
Posteriormente se tomaron las lecturas de cada pozo en un lector de placas de ELISA
(Elk800; Bio-Tek) a 595nm. Como dato importante TODO se hace en condiciones de

esterilidad.

Preparacion del colorante cristal violeta

La solucion de cristal violeta se prepara al 0.1% en una solucién amortiguadora
de acido férmico 200mM pH 6; la cual consiste en agregar 3.96gr de NaOh y 4.28 mL
de acido formico aforados a 500mL con agua bidestilada. Una Vez preparada la

solucion de cristal violeta es filtrada y posteriormente usada.

Tripsina al 0.5%
La tripsina se utiliza para desprender a las células de las placas de cultivo. Este
se prepara disolviendo 0.025g de tripsina (Sigma, USA) en 500mL de verseno, todo en

condiciones de esterilidad.

Verseno
Generalmente, esta solucibn se emplea para disolver la tripsina y poder

desprender a las células adherentes. Sus componentes son los siguientes:

Tris base 3.04g
Cloruro de sodio 8.00g
Cloruro de potasio 0.40g

Etilen-diamin-tetra-acético (EDTA) 0.40g
Los reactivos se disuelven el 800mL de agua destilada, el pH se ajusta a 7.7 con

HCl y se afora a 1L. esta solucién se esteriliza con autoclave.
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Desactivacion del la tripsina

Se toma una botella de suero fetal de Bovino (Hyclone, USA) y se coloca en
bafo de agua a temperatura ambiente para ser descongelada, posteriormente se pasa
a un bafio maria a 57°C durante 30min. Posteriormente es trasvasado en alicuotas de

10mL para su mejor uso, y se agrega 1mL para desactivar la tripsina.
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